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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phép san xuit flavonoit clathrat, phuwong phap sén
xuét ché phdm cua céc glucosit flavonoit, flavonoit clathrat, ché phdm chua flavonoit
clathrat, ché phdm cua céc glucosit isoquerxitrin, ché phim cia céc glucosit cla
hesperetin-7-glucosit, ché phdm ciia céc glucosit clia naringenin-7-glucosit, thuc pham,
dugc phdm hodc my phim chira cac hop chét hodc cac ché pham nay, va phuong phap

dé cai thién d6 hoa tan cta flavonoit hoi tan c6 cau tric ramnozit.
Tinh trang k§ thuit ciia sang che

Do céc flavonoit ¢6 hiéu qua chdng oxy héa, cac flavonoit di duoc st dung
trong viéc ngan chdn sy gidm mui vi cda thuc pham, ngin chin su phai mau va tuong
tw, va danh sach cdc chét phu gia thuc phdm, cac chét phu gia c6 sin va cac chét chéng
oxy hoa ctia Nhat Ban da béo céo nhidu chat chira cac flavonoit nhu mot thanh phan
hoat tinh nhu céc ca-té-sin, cac rutin bién dbi enzym, cac chét chiét rutin, cdc chét
chiét che, cdc chit chiét ciy thanh mai Trung Québc. Ngoai ra, nhu cic hoat dong sinh
ly cuia céac flavonoit, chéng khdi u, ha cholesterol, ha huyét ap, ha duong huyét, giam
md co thé va tuong tu di duoc bao cdo, va cac flavonoit da dugce st dung rong rai
trong cac dugc phém, thuc phém, cac thuc phém tu nhién, thuc phém cham séc strc

khée dugc chi dinh, m§ pham, va tuong tu.

Céc flavonoit cé trong rau, trai cdy, che va tuong tu, va 3,000 loai hodc nhiéu
hon cua cac flavonoit d& duoc biét dén, nhung nhiéu trong sb cac flavonoit hoa tan so
sai trong nudce, vi vay rat khé dé st dung cac flavonoit ding cho thuc phim, dd udng,
cac duoc phidm hodc my phdm doi héi kha ning hoa tan trong nuéc, nhu trong dod
uéng, cac tadc nhan cé nudc va tuong tu. Vi dy, do hoa tan cua hesperidin hodc rutin
ma 1a flavonoit dién hinh 12 0,01% hodc it hon, vi vy rat kho dé sir dung né dé lam

méi d6 udng, my pham léng hodc tuong tu.

Céc flavonoit hoi tan ¢6 thé dugc phén loai thanh céc loai c6 cau truc ramnozit
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va cac loai khong c6 cau truc ramnozit, va da tung dugc bdo cdo rang isoquerxitrin,
hesperetin-7-glucosit, naringenin, hodc naringenin-7-glucosit trong d6 ramnoza dugc
tach co sinh kha dung cao hon trong ratsthan rutin, hesperidin, hodc naringin c6 cau

tric ramnozit (Tai liéu non-patent 1 dén 3).

Ngoai ra, da dugc biét ring sinh kha dung duoc cai thién va cac hidu qua sinh ly
dugc thé hién hiéu qua béng cach bao gém flavonoit hoi tan véi xyclodextrin hodc cho
flavonoit hoi tan qua glycosyl hoa. Gidng nhu 1a clathrat, vi du, d dugc bao cdo ring
isoquerxitrin (1 M)-y-xyclodextrin clathrat (5 M) ¢6 ty 18 hip thu co thé cao hon
isoquerxitrin (Tai li€u patent 1), trong mot thi nghiém véi chudt, hesperetin-f3-
xyclodextrin clathrat hodc twong tu ¢ sinh kha dung cao hon (AUC: 0 dén 9 giv), va
céac hiéu qua vé cac hoat dong uc ché di ung cao hon, cic hoat dong céi thién dong
mau trong co thé, va nhay cam vdi cac hoat dong cai thién 1am mat hon hesperetin
(Tai liéu patent 2), va naringenin-hydroxypropylp-xyclodextrin clathrat c¢6 sinh kha
dung tiang cao (chudt), VLDL giam (lipoprotein rét thip), va tdc do thanh thai glucoza
ting so voi naringenin (Tai liéu patent 4). Gidng nhu 1a glycosyl héa, vi du, da dugc
bdo céo riang cic tac dung chdng di tng béi chudt 1a theo thir tu “rutin bién ddi
enzym < isoquerxitrin < isoquerxitrin bién ddi enzym,” va isoquerxitrin bién dbi
enzym trong d6 ramnoza duoc loai bo va ¢6 kha ning hoa tan v6i nudc thé hién cac

tac dung cao nhit (Tai liéu non-patent 5).

Ngoai cac céng bd néu trén, phuong phap dé tach ramnoza tir flavonoit hoi tan
¢ cAu tric ramnozit d3 duge boc 16 trong, vi du, céc tai liéu patent 3 dén 6. Phuong
phép bao gdm flavonoit hoi tan véi xyclodextrin dd dugc boc 16 trong, vi du, cac tai
liéu patent 2, 7 va 8. Phuong phap cho flavonoit hoi tan qua glycosyl hoa da dugc boc
10 trong, vi dy, céc tai li€u patent 9 va 10. Ngoai ra, tai liéu patent 11 boc 10 phuong
phéap dé hoa tan bao gém viéc cho phép flavonoit hoi tan ¢6 mit cling véi saponin dau
nanh va/hodc ché phim cia cac glucosit ciia malonyl isoflavon nhu phuong phap dé

tao ra flavonoit c6 thé hoa tan so sai dé tan trong nudec.

Ngoai ra, phuong phap dé cai thién d6 hoa tan trong nudc khac biét boi sur két
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hop flavonoit hoi tan véi cac glucosit flavonoit dé tan trong nudc nhu phuong phap dé
cdi thién do hoa tan cta flavonoit hoi tan (Cac tai liéu patent 3 dén 4 va 12), va
flavonoit tan trong nuéc khic biét & chd flavonoit chira flavonoit hoi tan-p-

xyclodextrin va glycosyl hesperidin (tai li€u patent 8) da dugc boc 16.
Cac tai li€u tham khao vu tién
Céc cong bb patent

Tai lidu patent 1: Patent Nhat Ban s 5002072.

Tai lidu patent 2: Patent Nhat Ban s 5000884.

Tai lidu patent 3: Patent Nhat Ban s 4902151.

Tai lidu patent 4: Patent Nhat Ban s6 3833775.

Tai liéu patent 5: Patent Nhat Ban sb 4498277.

Tai liéu patent 6: Patent Nhat Ban sé 5985229.

Tai liéu patent 7: Patent Nhat Ban s6 3135912.

Tai lidu patent 8: Patent Nhat Ban sd 5000373.

Tai liéu patent 9: Patent Nhat Ban s 4202439.

Tai liéu patent 10: Patent Nhat Ban 56 3989561.

Tai liéu patent 11: DPon tach Patent Nhat Ban s62011-225586.

Tai liéu patent 12: Don tach Patent Nhat Ban s6 Hei-07-10898.
Céc tai liéu non-patent

Tai liéu non-patent 1: British Journal of Nutrition, 102,976-984, 2009.

Tai liu non-patent 2: Biological &Pharmaceutical Bulletin, 32(12),2034-2040,
20009.

Tai liéu non-patent 3: American Journal of Physiology: Gastrointestinal and

Liver Physiology, 279,1148-1154, 2000.
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Tai liéu non-patent 4: PLOS ONE (4),e18033, 2011.

Tai liéu non-patent 5: Journal of natural Medicines, Oct, 67(4), 881-6,2013.
Ban chét k§ thuat ciia sang ché
Vén dé can dugc sang ché giai quyét

Tuy nhién, khéng thé noi rang cac phuong phép san xuat dugc bdc 10 trong cac
cong bd wu tién néu trén co6 nang suit san xuat tuyét voi, va thu dugc cac flavonoit
khong théa man day di do hoa tan trong nudc, do d6 viéc cai thién hon nita dugc

mong doi.

Céac muc dich cta sang ché 14 cung cdp phuong phap méi hiéu qua va dé dang
dé san xuit flavonoit clathrat va ché pham cua cac glucosit flavonoit c6 do hoa tan
trong nudc t6t. Ngoai ra, mot muc dich ctia sing ché 1a cung cip flavonoit clathrat c6
d6 hoa tan trong nudc tbt, ché phdm chira flavonoit clathrat, ché phadm cua cac glucosit
isoquerxitrin, ché pham ciia cdc glucosit ctia hesperetin-7-glucosit, ché phim cua cac
glucosit ctia naringenin-7-glucosit, thuc pham, cac dugc phim hodc m¥ pham chira cac
hop chét hodc cac ché phdm nay, va phuong phép dé cai thién do hoa tan cua flavonoit

hoi tan cé cau triic ramnozit.
Céch thirc gidi quyét van dé
Sang ché lién quan dén:

[1] Phuong phap san xuét flavonoit clathrat, bao gdm budc tach bao gom viéc xur ly
flavonoit hoi tan c¢6 cau trac ramnozit véi mot enzym c6 hoat dong ramnosidaza vé1i su

c6 mat cua xyclodextrin dé tach ramnoza;
[2] phuong phép san xuét ché phdm ciia cac glucosit flavonoit, bao gbm bude glycosyl
hoa bao gdm viéc xir 1y flavonoit clathrat thu dugc theo phuong phap nhu dugc xac

dinh & muc [1] néu trén vé6i glycosyltransferaza dé cho flavonoit clathrat trai qua

glycosyl hoa;

[3] phuong phép san xuét ché phdm cua cac glucosit flavonoit, bao gém budc tach
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gom viéc xur ly flavonoit hoi tan ¢6 cau tric ramnozit véi mot enzym c6 hoat dong
ramnosidaza v&i su ¢ mat cia xyclodextrin d€ tach ramnoza, va budc glycosyl hoa
bao gém viéc xir ly flavonoit clathrat thu dugc nho budc tach véi glycosyltransferaza

dé cho flavonoit clathrat trai qua glycosyl héa;

[4] flavonoit clathrat chtra isoquerxitrin duoc bao gdm boi y-xyclodextrin, trong d6 ty
1€ mol cua isoquerxitrin va y-xyclodextrin (y-xyclodextrin/isoquerxitrin) nam trong
khoang tur 0,9 dén 1,8, va trong d6 d§ hoa tan cia isoquerxitrin trong nudc 1a 2% hodc
nhiéu hon;

[5] flavonoit clathrat chira isoquerxitrin duge bao gém béi y-xyclodextrin, trong d6 ty
1€ mol cua isoquerxitrin va y-xyclodextrin (y-xyclodextrin/isoquerxitrin) nim trong
khoang tu 0,9 dén 4,0, va trong d6 d6 hoa tan cla isoquerxitrin trong nudc 1a 2,5%

hodc nhiéu hon;

[6] flavonoit clathrat chtra isoquerxitrin dwoc bao gdm béi p-xyclodextrin, trong dé ty
1€ mol cua isoquerxitrin va B-xyclodextrin (B-xyclodextrin/isoquerxitrin) nim trong
khoang tir 1,0 dén 3,0, va trong d6 dd hoa tan cla isoquerxitrin trong nuée 1a 0,1%

hodc nhiéu hon;

[7] flavonoit clathrat chita hesperetin-7-glucosit dugc bao gd6m béi xyclodextrin, trong
do ty 1&€ mol cua hesperetin-7-glucosit va xyclodextrin (xyclodextrin/hesperetin-7-
glucosit) nim trong khoang tir 1,0 dén 3,0, va trong d6 d6 hoa tan clia hesperetin-7-

glucosit trong nudce 1a 0,01% hodc nhiéu hon;

[8] flavonoit clathfat chira naringenin-7-glucosit duoc bao gébm boi B-xyclodextrin,
trong d6 ty 1é mol cua naringenin-7-glucosit va B-xyclodextrin (B-
Xyclodextrin/nariﬁgenin-7-glucosit) nim trong khoang tir 1,0 dén 3,0, va trong d6 do
hoa tan cla naringenin-7-glucosit trong nuéc 1a 0,01% hodc nhiéu hon;

[9] hop chét bao gdm ché phim chia flavonoit chira flavonoit clathrat nhu dugc xdc
dinh theo muc bat k¥ trong s cdc muc [4] dén [8] néu trén va ramnoza, trong d6 ty 1&

mol cia flavonoit clathrat va ramnoza (ramnoza/flavonoit) nim trong khoang tir 0,8
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dén 1,2;

[10] hop chéit bao gdm ché pham chira flavonoit chira flavonoit clathrat nhu dugc xéc
dinh theo muc bat k¥ trong sb cac muc [4] dén [8] néu trén va flavonoit hoi tan c6 chu
tric ramnozit, trong do ty 1€ mol cua flavonoit clathrat va flavonoit hoi tan (flavonoit

hoi tan/flavonoit clathrat) nam trong khoang tir 0,001 dén 0,1;

[11] ché phidm cta cac glucosit isoquerxitrin chira hop chéit duoc thé hién bang cong

thirc chung (1) sau day:

(1)

trong cong thirc chung (1), Glc c6 nghia 1a du lugng glucoza, va n 1a mot s6 nguyén 13
0 hodc 1 hodc 16n hon, va

trong d6 ham lugng cua céac glucosit c6 n =0 1a 10% theo s6 mol hodc nhiéu hon va
30% theo sb mol hodc it hon, ham luong cua cac glucosit c6 n =1 dén 3 14 50% theo
s6 mol hodc it hon, va ham lugng cua cac glucosit c6 n =4 hodc nhiéu hon 13 30%
theo s6 mol hodc nhiéu hon, cia ché phém cua céc glucosit;

[12] ché phdm ctia cac glucosit ciia hesperetin-7-glucosit chira hop chét duoc thé hién

bang cong thirc chung (2) sau day:

2
trong cong thirc chung (2), Glc ¢6 nghia la du lugng glucoza, va n la mot sd nguyén 13

0 hoac 1 hodc 16n hon, va

trong d6 ham lugng cua céc glucosit c6 n=0 1a 10% theo s6 mol hodc nhiéu hon va
30% theo s6 mol hoic it hon, ham luong ctia céc glucosit co n=1 dén 3 13 50% theo

s6 mol hodc it hon, va ham luong cla céc glucosit c6 n =4 hodc nhiéu hon 1a 30%

-7-



29010

theo s6 mol hodc nhi€u hon, cia ché pham cua cac glucosit;

[13] ché pham ctia cac glucosit clia naringenin-7-glucosit chtra hop chét duoc thé hién

bang cong thirc chung (3) sau day:

{Gle)n-Glc-O

)

trong cbng thirc chung (3), Glc ¢6 nghia 1a du luong glucoza, va n 1a mdot s6 nguyén 1a

0 hoac 1 hodc 16n hon, va

trong d6 ham lugng cta cac glucosit c6 n =0 1a 10% theo s6 mol hodc nhiéu hon va
30% theo s& mol hodc it hon, ham luong cia céc glucosit ¢c6 n=1 dén 3 1a 50% theo
s6 mol hoic it hon, va ham lugng cua cac glucosit c6 n =4 hodc nhiéu hon 1a 30%

theo s0 mol hodc nhi€u hon, ciia ché pham cuia céc glucosit;

[14] thuc phém chira mot hodc nhiéu hop chat hoic cac ché phém duoc chon tir nhém
bao gdm flavonoit clathrat thu dugc theo phwong phap nhu dugc xdc dinh & muc [1]
néu trén, ché phdm cua cic glucosit flavonoit thu duge theo phuong phap nhu duge
xac dinh & muc [2] hodc [3] néu trén, flavonoit clathrat nhu dugce x4c dinh theo muc
b4t ky trong sb cic muc [4] dén [8] néu trén, hop chit bao gdbm ché phim chua
flavonoit nhu duge xé4c dinh & muc [9] hodc [10] néu trén, ché pham cta céc glucosit
isoquerxitrin nhu dugc xéc dinh & muc [11] néu trén, ché pham cua cac glucosit ciia
hesperetin-7-glucosit nhu 'dugc xac dinh & muc [12] néu trén, va ché pham cua cac

glucosit cia naringenin-7-glucosit nhu dugc xac dinh ¢ muc [13] néu trén;

[15] dugc phim chira mdt hodc nhiéu hop chat hoic cac ché phdm duoc chon tir nhém
bao gdém flavonoit clathrat thu dwgc theo phwong phép nhu dugc xac dinh & muc [1]
néu trén, ché phdm cua céc glucosit flavonoit thu duge theo phuong phéap nhu dugc
xac dinh & muc [2] hodc [3] néu trén, flavonoit clathrat nhu dugc x4c dinh theo muc

bét ky trong sb cac muc [4] dén [8] néu trén, hop chét bao gébm ché pham chira
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flavonoit nhu dugc xac dinh & muc [9] hodc [10] néu trén, ché pham cua cic glucosit
isoquerxitrin nhu dugc xéc dinh & muc [11] néu trén, ché pham cua céc glucosit cia
hesperetin-7-glucosit nhu dugc xac dinh & muc [12] néu trén, va ché pham cua cic

glucosit cia naringenin-7-glucosit nhu dugc xac dinh & muc [13] néu trén;

[16] m¥§ phém chira mot hodc nhiéu hop chét hodc cac ché phém dugc chon tir nhém
bao gdm flavonoit clathrat thu dugc theo phwong phap nhu dugc xéc dinh & muc [1]
néu trén, ché phdm cua cac glucosit flavonoit thu duge theo phuong phép nhur duoc
xac dinh & muc [2] hodc [3] néu trén, flavonoit clathrat nhu duge xac dinh theo muc
bat ky trong sb cac muc [4] dén [8] néu trén, hop chit bao gébm ché pham chira
flavonoit nhu duge xac dinh & muc [9] hodc [10] néu trén, ché pham ctia cac glucosit
isoquerxitrin nhu dugc xéc dinh & muc [11] néu trén, ché phém cua céac glucosit cua
hesperetin-7-glucosit nhu dugc x4c dinh & muc [12] néu trén, va ché ph'?un cia cac

glucosit cua naringenin-7-glucosit nhu dugc xac dinh @ muc [13] néu trén; va

[17] phuong phap dé cai thién d6 hoa tan cua flavonoit hoi tan ¢6 ciu tric ramnozit,
bao g61n viéc tron flavonoit hoi tan ¢6 cdu tric ramnozit véi flavonoit clathrat thu
duogc theo phuong phap nhu dugc xac dinh & muc [1] néu trén hodc flavonoit clathrat
nhu duogc x4c dinh theo muc bat ky trong sé cac muc [4] dén [8] néu trén trong trung
gian nay dé ty 16 mol cua flavonoit clathrat so véi flavonoit hoi tan (flavonoit

clathrat/flavonoit hoi tan) niam trong khoang tir 0,1 dén 0,9.
Hiéu qua ctia sang ché

Theo sang ché, phuong phap d& dang va hiéu qua dé san xuit flavonoit clathrat
va ché phdm cia cac glucosit flavonoit ¢6 d6 hoa tan trong nudc tét duge cung cap.
Ngoai ra, flavonoit clathrat c6 d6 hoa tan trong nuée tdt, ché phdm chira flavonoit
clathrat, ché phdm cua cac glucosit isoquerxitrin, ché phdm cua cic glucosit cia
hesperetin-7-glucosit, ché phdm ctia cac glucosit ctia naringenin-7-glucosit, thuc phém,
céc duoc pham hodc m§ phdm chira cac hop chat hodc cac ché phdm nay, va phuong
phép dé cai thién d6 hoa tan cta flavonoit hoi tan c6 cAu triic ramnozit c6 thé duge

cung cap.
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MG ta vin tit cic hinh vé

FIG. 1 thé hién sic phd HPLC cta vi du 39.

FIG. 2 thé hién sic phd HPLC ctia vi du 40.
M0 ta chi tiét sang ché

Nhu mdt két qua ciia nghién ctru cac muc dich néu trén, cic tac gia sing ché da
phat hién ra réng flavonoit clathrat c¢6 thé duoc san xuét cung lac vai su chia tach cua
ramnoza tir flavonoit hoi tan ¢6 cdu triic ramnozit v6i su c6 mit ctia xyclodextrin dé
nho dé tach ramnoza, dé flavonoit clathrat c6 thé dugc san xuét hiéu qud hon phuong
phap thong thudng trong do bude tach va bude dua vao da dugc thuc hién riéng. Dang
ngac nhién hon, cac tic gia sang ché da phat hién ra rang flavonoit clathrat thu dugc
theo phuong phép san xuét c6 do hoa tan trong nude tuyét voi hon flavonoit clathrat
duoc san xuét theo phuong phap thong thuong. Theo sang ché, ngoai xyclodextrin, cac
oligosacarit tudn hoan khéc nhau ¢ thé dugc sir dung theo cach tuong tu. Oligosacarit
tudn hoan nhu dugc st dung & day thé hién hop chét trong d6 cac monosacarit dugc
lién két & dang tuan hoan, va cu thé hon, cac vi du bao gbm xyclodextrin, xyclodextran,
xyclofructan, xycloalternan, cum dextrin, va tuong tu. Trong phan mé ta dudi day,
phuong 4n st dung xyclodextrin s& dugc giai thich nhu mét vi du; tuy nhién, sang ché
khong bi gidi han ¢ d6, va cac oligosacarit tudn hoan khac c6 thé duoc sir dung theo

céach tuong tu.

Phuong phdp san xuat flavonoit clathrat cta sang ché bao gdm budc tach gobm
viéc xur ly flavonoit hoi tan c6 cau truc ramnozit v6i moét enzym cé hoat dong

ramnosidaza v§i sy ¢6 mat cia xyclodextrin dé tdch ramnoza.

Bude tach 1a buéc tach ramnoza tur flavonoit hoi tan c6 cdu triic ramnozit dé thu
duoc flavonoit clathrat khong c6 ciu tric ramnozit va xyclodextrin (con dugc dé cap
dén nhu “flavonoit clathrat”). Budc tach c6 thé duge thuc hién trong khi gitt nguyén
trong trung gian nhu nudc hodc trong khi khudy, hodc khong khi trong mot khong gian

ctia hé thdng phan tmg co thé duogc thay thé bang khi tro nhu ni-to dé ngan chin su
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oxy hoda hodc lam chin vang trong khi phan ung, va ca chét chéng oxy hoa nhu axit
ascorbic ¢6 thé duogc bd sung cho hé thdng phan tmg. Budc téch c6 thé duoc két thuac
bing phuong phép da biét nhu phuwong phap bao gém phuong phép khir hoat tinh cac

enzym bang cach 1am néng hoic twong tu.

Flavonoit hoi tan ¢ cu tric ramnozit bao gém cac loai duoc chon tir cac
flavonol, c4c flavanon, cic flavon, va cac isoflavon, va céc loai co cAu trac trong do
mbt hoic nhiéu hon, tét hon 14 hai hogc nhiu nhém hydroxyl duge gin két v6i vong
benzen cua xuong sdng flavonoit va giit ramnoza c6 thé duge st dung. O ddy, “hoi
tan” dé cap dén d6 hoa tan trong nudc ¢ 25°C cua 1,0% khdi luong hodc it hon, tdt
hon 13 0,1% hoic it hon, va t6t hon nira 14 0,01% khdi lugng hoic it hon. Céc vi du cu
thé bao gdm rutin, hesperidin, narirutin, naringin, diosmin, erioxitrin, myrixitrin,
neohesperidin, luteolin-7-rutinosit, delphinidin-3-rutinosit, ~Xyanidin-3-rutinosit,
isorhamnetin-3-rutinosit, kaempferol-3-rutinosit, apigenin-7-rutinosit, acaxetin-7-
rutinosit, cac din xuét ciia chung va twong tu. Céc din xuét bao gdm cac hop chat

axetyl hoa, cac hop chit malonyl hoa, cic hop chét metyl hoa va tuong tu.

Luong flavonoit hoi tan cé cAu trac ramnozit dugc st dung khong bi han ché cu
thé, va lugng dugc sir dung cod thé t6t hon 13 nim trong khoang tur 0,1 dén 20% khdi
luong, tot hon nita 1a ndm trong khoang tir 1 dén 15% khdi luong, va tham chi t6t hon
nita 12 ndm trong khoang tir 2 dén 14% khdi luong trong hé théng phan tng. Khi cac
flavonoit hoi tan ¢6 cAu tric ramnozit duoc sit dung theo hoic nhiéu loai, luong duoc

sir dung dé cap dén téng lwong clia chiing.

Cac nguyén li€u tho chira flavonoit hoi tan c6 cAu triuc ramnozit duoc st dung
trong phuong phap san xut clia sang ché khong cin phai dugc tinh ché cu thé, nhung
t6t hon 1a cac nguyén liéu thd duge tinh ché. Ham luong cua flavonoit hoi tan c6 chu
triic ramnozit trong cic nguyén liéu tho néu trén khong bi gidi han cu thé, va flavonoit
hoi tan c6 luong 5t hon 1a 5% hodc nhidu hon, tét hon nira 1a 20% hogc nhiéu hon,
tham chi t6t hon nita 12 50% hodc nhiéu hon, tham chi t6t hon nita 1a 80% hoc nhiéu

hon va tham chi tt hon nita 12 90% hoic nhiéu hon c6 thé dugc sir dung.
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Xyclodextrin (CD) c6 mat & budce tach khong bi gidi han cu thé, va tdt hon nira
12 mdt hodic nhidu thanh phan dugc chon tir nhém bao gdbm B-xyclodextrin (B-CD), B-
xyclodextrin phan nhanh (8-CD phén nhanh), va y-xyclodextrin (y-CD) ¢6 thé dugc st
dung. Xyclodextrin 12 mot loai ciia oligosacarit tudn hoan trong dé cac glucoza D dugc
gén két nho gin két o-1,4-glucosit @8 tao thanh cAu truc tudn hoan, va trong sé d6 bay
glucoza dugc gin két 1a B-xyclodextrin va trong s& d6 tam glucoza duoc gin két 13 y-
xyclodextrin. B-CD phén nhanh la loai trong d6 mot hodc nhiéu du luong glucoza, cac
nhom galactosyl hodc cdc nhom hydroxypropyl duoc lién két v6i p-CD nhur mét chudi
bén, bao gdbm maltosyl B-CD (G2-B-CD), hydroxypropyl-B-CD (HP-B-CD), va twong
tu. O day, cum tr “véi sy c6 mit cua xyclodextrin” dé cap dén trang thai trong do

xyclodextrin dugc chira trong hé théng phan tng chia tach.

Luong xyclodextrin c6 mat khong bi giéi han cu thé, va lugng c6 thé t6t hon 1a
ndm trong khoang tir 0,01 dén 60% khéi lugng, tot hon nita 1a nim trong khoang tir 1
dén 50% khéi lugng, va tham chi tét hon nita 1a ndm trong khoang tir 3 dén 40% khi
lugng trong hé théng phan tmg. Khi xyclodextrin duge st dung & hai hogc nhiéu loai,

lugng d& cap dén téng lugng cua ching.

Ty 1& mol cta xyclodextrin so véi flavonoit hoi tan ¢é cdu tric ramnozit
(xyclodextrin/ flavonoit) tot hon 12 0,01 hoic nhiéu hon, t6t hon nita 13 0,1 hodc nhiéu
hon, tham chi t8t hon nita 12 0,9 hoic nhidu hon, va tham chi t6t hon nita 1a 1,0 hogc
nhiéu hon, xét vé nang suat, va ty 1€ mol t6t hon 12 10,0 hodc it hon, tét hon nita 12 6,0
hodc it hon, tham chi tdt hon nita 1a 4,0 hodc it hon, va thdm chi tdt hon nira 1a 3,0
hodc it hon, xét vé céc loi thé vé mit kinh té.

Nhu enzym cé hoat dong ramnosidaza, cac gbc ctia ching khong bi gi6i han, va
tht ca cac dAn xuAt nhu din xudt dong vat, dan xut thuc vat, va din xuat vi sinh vat c6
thé duoc str dung. Hon nita, enzym c6 thé 13 enzym tai to hop di truyén. Ngoai ra,
dang enzym khong bi gidi han cu thé.

Céac vi du cu thé v& enzym c6 hoat dong ramnosidaza bao gbm hesperiginaza,

naringinaza, B-glucosidaza, pectinaza va tuong tu.
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Luong enzym c6 hoat dong ramnosidaza dugc sit dung thay dbi tuy thudc vao
loai enzym dugc sir dung, céac diéu kién phan ung, loai cac flavonoit hoi tan ¢ ciu
tric ramnozit cua cdc nguyén li¢u tho. Khi enzym 14, ching han, hesperiginaza,
naringinaza, va B-glucosidaza, lugng t6t hon 12 nim trong khoang tir 0,01 dén 1,000 U
dua vao 1 g flavonoit hoi tan ¢6 cu tric ramnozit. Gidng nhu 14 céc diéu kién phan
Gng, nhiét do phan tng hoac pH ctia hdn hop chét 1ong phan g ¢ thé duogc chon tiy
thudc vao cac dic tinh ciia enzym duoc sir dung, va pH t6t hon 1a nam trong khoang tir
3 dén 7, va pH tét hon nita 12 ndm trong khoang tir 3,5 dén 6,5. Ngoai ra, flavonoit hoi
tan ¢6 cAu tric ramnozit ¢ thé dugc hoa tan & vung kiém, va sau d6 dugc cho qua
phan g enzym & pH la 7 hodc it hon. Dung moéi dwogc st dung trong hé théng phan
g bao gbém trung gian cé nudc. Trung gian c6 nuéc nhu duge st dung & day dé cap
dén nudce hoic dung dich c6 nudc cia dung moi hitu co. Céc vi du vé nude bao gém
nudc may, nude chung cit, nude trao dbi ion, va nudc tinh khiét. Dung méi hitu co
khéng bi giéi han cu thé, mién 1a dung mai hitu co c6 thé tron 13n v6i nuée. Dung moi
hitu co tét hon 14 etanol, xét vé viéc dung mdi hitu co dugc ap dung cho thuc pham.
Ngoai ra, nhiét d6 phan tng tét hon 12 ndm trong khoang tir 10° dén 80°C, va tét hon
nita 1a ndm trong khoang tir 40° dén 75°C. Ngoai ra, thoi gian phan tmg dugc thay do6i
tuy thudc vao loai enzym hodc tuong tu, va thoi gian phan tng co thé 13, ching han,

ndm trong khoang tir 1 &én 100 gid, va tét hon 12 nam trong khoang tir 2 dén 24 gio.

Enzym cé hoat dong ramnosidaza co thé c6 hoat dong glucosidaza, va su thu
dugc aglycon clathrat (querxetin clathrat, hesperetin clathrat, naringenin clathrat,
myrixetin clathrat hodc tuong tu) tir flavonoit ﬁoi tan c6 cAu tric ramnozit (hesperidin,
rutin, naringin, myrixitrin hodc twong tw) bang hoat dong glucosidaza ciing khong bi
han ché, dé chung ciing duoc chap nhan trong flavonoit clathrat theo sang ché.

Flavonoit clathrat dugc tao thanh 13 flavonoit clathrat khong c6 ciu tric
ramnozit va xyclodextrin, nhu da néu trén. O ddy, clathrat dé cap dén hop chét duogc
tao thanh theo cich ma mdt kiéu héa hoc tao thanh mot khong gian ciia quy mo phan

ttr va cac kiéu hoa hoc khic duoc bao gdm trong khong gian bing cach khép khong
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gian v6i hinh dang va kich thuéce.

Flavonoit khong c6 cdu tric ramnozit bao gdm isoquerxitrin, querxetin,
hesperetin-7-glucosit, hesperetin, naringenin-7-glucosit (prunin), naringenin, luteolin-
7-glucosit, diosmetin-7-glucosit, myrixetin, eriodictyol-7-glucosit, delphinidin-3-
glucosit,  xyanidin-3-glucosit,  isorhamnetin-3-glucosit,  kaempferol-3-glucosit,

apigenin-7-rutinosit, acaxetin-7-glucosit va tuong tu.

Cac vi du cu thé vé cong thic cdu tric cua flavonoit hoi tan c6 cdu tric
ramnozit va flavonoit khong c¢6 cu triic ramnozit dugc thé hién dudi day. Cong thirc
ciu truc cia rutin (RTN), hesperidin (HSP) va naringin (NRG), mdi loai ¢6 chu tric
ramnozit, va isoquerxitrin (IQC), querxetin (QCT), hesperetin-7-glucosit (HPT-7G),
hesperetin (HPT), naringenin-7-glucosit (prunin) (NGN-7G, prunin) va naringenin

(NGN), khong ¢6 ¢6 ciu tric ramnozit duoc thé hién béi cong thire dudi day.

P g VRIS 1 S

querxetin

e

ot

P N s N N

naringin naringenin-7-glucosit naringenin

(prunin) Rha: ramnoza, Glc: glucoza

Ty 1é€ mol cua xyclodextrin trong clathrat va flavonoit khong cé chu truc
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ramnozit (xyclodextrin/ flavonoit) tt hon 1a 0,01 hodc nhiéu hon, tét hon nita 1a 0,1
hodc nhiéu hon, thim chi t8t hon nita 12 0,9 hodc nhiéu hon, va tham chi t5t hon nira 1a
1,0 hodc nhiéu hon, xét vé nang suét, va ty 1€ mol tdt hon 12 10,0 hoic it hon, tdt hon
nita 12 6,0 hodc it hon, thdm chi tdt hon nita 1a 4,0 hogc it hon, va tham chi tét hon nita

12 3,0 hoic it hon, xét vé céc loi thé v& mat kinh té.

San luong cua flavonoit clathrat dugc tao thanh t5t hon 12 ndm trong khoang tir
10 dén 100%, t5t hon nita 1a nim trong khoang tir 40 dén 100%, tot hon nita la nim
trong khoang tir 70 dén 100%, va tham chi t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 90 dén
100%. Séan lugng 1a ty 1& chuyén dbi tir flavonoit hoi tan c6 cAu tric ramnozit thanh
flavonoit khong ¢ cdu triic ramnozit, va san lugng co thé dugc tinh theo phuong phap
dugc mo ta trong cac vi du dugc dua ra dudi day. 0 day, ty 1€ cua flavonoit clathrat
dugc tao thanh khong bi gidi han, ngay ca khi flavonoit clathrat dugc tao thanh la hon
hop cua flavonoit nguyén liéu tho cé cdu tric ramnozit (vi du, rutin, hesperidin,
naringin hoic tuong t), hoic flavonoit c6 thé dugc chira trong cdc nguyén liéu thd (vi
du, querxetin, kaempferol-3-rutinosit, kaempferol-3-glucosit, hesperetin, naringenin va
tuong tu), tuy thudc vao lugng flavonoit hodc ty 1é chuyén dbi cta cac nguyén liéu thd

duoc st dung.

Trong flavonoit clathrat dugc tao thanh hodc hop chét bao gdm ché phim chira
flavonoit dugc md ta dudi dy (ca hai c6 thé duoc dé cap chung dén “flavonoit clathrat
va tuong tu”), do hoa tan cua phén flavonoit trong nudc co thé tuy thudc vao céc loai
hodc cac luong cua flavonoit hoi tan cé cdu tric ramnozit va xyclodextrin dugc st
dung, va do hoa tan tot hon 1a 0,01% hoic nhiéu hon, tdt hon nira 1a 0,015% hodc
nhiéu hon, thim chi tdt hon nita 12 0,02% hoic nhiéu hon, thdm chi tdt hon nira 1a
1,0% hogc nhidu hon, thdm chi tét hon nita 1a 2,0% hodc nhiéu hon, tham chi tét hon
nita 12 2,5% hodc nhidu hon, va tham chi tdt hon nita 1a 3% hodc nhiéu hon. Mac du
chin trén khong bi giéi han cu thé, chin trén c6 thé duge xac dinh nhu, vi du, 20%
hodc it hon. Do hoa tan ctia phan flavonoit trong nude nhu dugc st dung & day 1a nong

d6 ctia phan tram khéi luong & 25°C, va do hoa tan c6 thé dugc do theo phuong phép
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dugc moé ta ¢ cac vi du dugc dua ra dudi day.
Céac phuong an cu theé s€ dugce dua ra dudi day.

Phuong an 1-1

Flavonoit clathrat chira isoquerxitrin dugc bao g6m béi y-xyclodextrin, trong d6
ty 1& mol ctia isoquerxitrin va y-xyclodextrin clathrat (y-xyclodextrin/ isoquerxitrin) t6t
hon 12 ndm trong khoéng tir 0,9 dén 4,0, va t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 0,9 dén
1,8, xét vé viéc 1am giam cac chi phi san xuét, trong truong hop d6 hoa tan cta
isoquerxitrin trong nudc t5t hon 13 0,01% hodc nhiéu hon, tot hon nita 1a 2% hoic
nhidu hon, tham chi tét hon nita 13 2,5% hogc nhiéu hon, va tham chi tt hon nita la

3% hodc nhiéu hon.

Phuong an 1-2

Flavonoit clathrat chira isoquerxitrin dugc bao gdm béi B-xyclodextrin, trong
d6 ty 1& mol cua isoquerxitrin va B-xyclodextrin clathrat (B-xyclodextrin/ isoquerxitrin)
ndm trong khoang tir 1,0 dén 3,0, trong trudng hop do hoa tan cla isoquerxitrin trong
nu6e tét hon 12 0,01% hogc nhidu hon, tot hon nita 1a 0,02% hozc nhiéu hon, thim chi
t8t hon nita 13 0,03% hodc nhiéu hon, va tham chi tét hon nita 1a 0,05% hogc nhiéu

hon.

Phuong an 1-3

Flavonoit clathrat chira hesperetin-7-glucosit dugc bao gdm bai xyclodextrin,
trong d6 ty 1€ mol cia hesperetin-7-glucosit va xyclodextrin clathrat
(xyclodextrin/ hesperetin-7-glucosit) nim trong khoang tir 1,0 dén 3,0, trong truong
hop do hoa tan cta hesperetin-7-glucosit trong nude t6t hon 1a 0,01% hoc nhiéu hon,
tét hon nita 14 0,02% hoac nhidu hon, va tham chi t6t hon nita la 0,03% hodc nhiéu

hon.

Phuong an 1-4

Flavonoit clathrat chita naringenin-7-glucosit dugc bao 2bm bai B-xyclodextrin,

trong d6 ty 16 mol cua naringenin-7-glucosit va P-xyclodextrin clathrat
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(xyclodextrin/ naringenin-7-glucosit) nim trong khoang tir 1,0 dén 3,0, trong trudng
hop d6 hoa tan cia naringenin-7-glucosit trong nu¢c t6t hon 14 0,01% hozc nhiéu hon,
tét hon nita 1a 0,02% hoc nhidu hon, va tham chi t6t hon nita Ia 0,03% hogc nhiéu

hon.

Theo phuong phép san xuat flavonoit clathrat ctia sing ché, trong trudng hop
hop chit khong duogc tinh ché, hop chét bao gdm ché pham chua flavonoit chira
flavonoit clathrat va ramnoza di thu dwoc. Trong trudng hop nay, ty 1€ mol cua
flavonoit trong flavonoit clathrat va ramnoza dugc tach (ramnoza/ flavonoit) nim

trong khoang tir 0,8 dén 1,2.

Theo phuong phép san xuit flavonoit clathrat cta sang ché, trong trudng hop
trong d6 san lugng néu trén khong phai la 100%, clathrat s& chta flavonoit hoi tan ¢é
c4u truc ramnozit nhu mot nguyén liéu khong duoc phan tmg. Ty 1€ mol cua flavonoit
trong flavonoit clathrat va flavonoit hoi tan trong hop chét bao gébm ché pham chira
flavonoit chira nguyén liéu khong duoc phan ing néu trén (flavonoit hoi tan/ flavonoit
clathrat) t5t hon 1a 0,1 hofc it hon, t8t hon nira 14 0,08 hogc it hon, va tham chi t6t hon
nita 12 0,05 hodc it hon, xét v& do bén dai han. Chin dué6i khong bi gidi han cu thé, va
chan duéi c6 thé 12 0,001 hogc nhiéu hon, 0,003 hoic nhiéu hon, 0,004 hogc nhiéu hon,

v4 0,01 hodc nhiéu hon.

Ngoai ra, ddng ngac nhién 1a, da phat hién ra rang d6 hoa tan ciia flavonoit hoi
tan ¢ cAu tric ramnozit c6 thé dugc cai thién béng flavonoit clathrat thu dugc béng
phuong phép san xuit ctia sing ché. Cu thé hon, d6 hoa tan ctia flavonoit hoi tan ¢6
cAu tric ramnozit c6 thé dugc cai thién béng cach tron flavonoit hoi tan c6 cAu trac
ramnozit v6i flavonoit clathrat thu dugc bing phuwong phap sin xuét cla séng ché
trong trung gian dé ty 1& mol cua flavonoit trong flavonoit clathrat so véi flavonoit hoi
tan (flavonoit clathrat/ flavonoit hoi tan) t6t hon 13 ndm trong khoang tur 0,1 dén 0.9,
t6t hon nita 1a ndm trong khoang tir 0,1 dén 0,7, va tham chi t6t hon nita 12 nam trong
khoang tir 0,1 dén 0,3. O day, thuat ngit v& trung gian dé cap dén trung gian c6 nudc,

hodc dung dich ¢6 nudc chira cac chit phu gia thuc pham nhu sacarit, cdic muoi, cac
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chét axit hoa, cac chat 1am ngot, cac chét tao huwong vi, glyxerol hoic propylen glycol,
va cac thuc phém hodc thdo dugc Trung Quéc nhu cac chét chiét tir chanh hoic céc
chit chiét thao duge Trung Qudc. Phuong phap dé cai thién do hoa tan c6 thé dugc
thuc hién bang cach sir dung truc tiép hop chét bao gdm ché pham chira flavonoit chira
cac nguyén liéu khong dugc phan tng, hodc ¢6 thé dugc thuc hién bang cich b sung
flavonoit clathrat hoac tuong tu cho flavonoit hoi tan co c4u tric ramnozit. O day,
flavonoit hoi tan ¢6 cdu triic ramnozit va flavonoit clathrat thu dugc bang phuong phap
san xuét cia sang ché nhu da néu trén, trong do6 bao g61n su két hop cua, vi du, rutin
va isoquerxitrin-y-xyclodextrin clathrat, hesperidin va hesperetin-7-glucosit-p-
xyclodextrin clathrat, naringin va narigenin-7-glucosit-p-xyclodextrin clathrat, va rutin

va narigenin-7-glucosit-B-xyclodextrin clathrat.

Phuong phép san xuit flavonoit clathrat clia sang ché khong bi gi6i han cu thé
khi thuc hién su tinh ché khi can thiét ngoai budc tach, va sy tinh ché ¢6 thé duge thuc
hién bing buéc xir Iy nhua (phuong phap hép thu, phuong phap trao d6i ion va tuong
tu), bude xir Iy mang (phuong phap xt Iy mang siéu loc, phuong phap xtr ly mang
thdm thiu nguoc, phuong phap xir Iy mang tiém tang zeta hoic twong tu), phuong
phép thdm tach dién phan, tach mudi, két ta axit, tai két tinh, phuong phap phan doan
dung méi hodc tuong tu. Ching han, hop chit bao gém ché phdm chwra flavonoit thu
duoc & bude tach duge hdp thu vé6i chit hip thu dang xdp téng hop, ramnoza hoic
tuong tu dugc loai bd b%mg cach rira sach b:ing nudc, va sau do ché phém dugc tach
rira voi ruou va duoc séy kho phun, nhd d6 cac bot dugce tinh ché co thé duoc cung
c4p. Ngoai ra, sau khi tach rira v&i rugu, chét pha lodng hoic cac chat phu gia khac c6
thé duoc chira nhu cac thanh phan khac ngoai ché pham. O day, ramnoza hoic tuong
tu ¢co thé dugc phéan doan va sur dung trong céc linh vuc vé thuc phém, duoc phém,
dang nhu thubc, m§ phim, va tuong tu. Ngoai ra, mot flavonoit riéng & c6 thé dugc

tinh ché tir flavonoit clathrat thanh phdm d4 san xuét.

Chét pha loang khong bi gi¢i han cu thé mién 1a chét pha loAng khong lam giam

cac tac dung cia sang ché, va chat pha lodng bao gom, vi du, céc sacarit nhu duong,
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glucoza, dextrin, tinh bot, trihaloza, lactoza, maltoza, xi-r0 glucoza, va dudong dang
long; cac rugu nhu etanol, propylen glycol, va glyxerol; cac rugu dudng nhu sorbitol,
mannitol, xylitol, erythritol, maltitol, xi-r6 glucoza khir, va mannit; hodc nudc. Ngoai
ra, cac chat phu gia bao gdbm cac chét hd tro nhu cac phosphat, cac axit hitu co, va cac

chelat; cac chit chdng oxy hoa nhu axit ascorbic, va tuong tu.

Tiép theo, phuong phap san xuét ché pham cia cac glucosit flavonoit ciia sang

ché s& duoc mo ta.

Phuong phép san xuét ché phdm cia cac glucosit flavonoit ciia séng ché bao
gbdm bude glycosyl héa bao gdm viée xir Iy flavonoit clathrat thu dugc theo phuong
phap san xudt flavonoit clathrat ciia sang ché véi glycosyltransferaza dé cho flavonoit
clathrat trai qua glycosyl hoa. Néi cach khac, phuong phap nay bao gém buédc tich
2bm c¢6 viée xtr Iy flavonoit hoi tan c6 cdu triic ramnozit véi mot enzym c6 hoat dong
ramnosidaza v6i su ¢6 mit cta xyclodextrin dé tich ramnoza, va budc glycosyl hoa
bao gbébm viéc xit ly flavonoit clathrat thu duge nhd budc tich néu trén véi

glycosyltransferaza dé cho flavonoit clathrat trai qua glycosyl héa.

Budc tach va flavonoit clathrat thu dugc nho budc tach nhu da néu trén. O day,
cum tir thu dugc nhd bude tach khong c6 y dinh loai bo cac phuong phap bao gdm cac
bude khac ngoai bude tach, ma con bao gdbm cac bude thu dugc nhd bude tinh ché tuy

y hodc tuong tu.

Buéc glycosyl héa bao gdm viée xir ly flavonoit clathrat thu duge nhd budce
tach v6i glucosyltransferaza dé cho flavonoit clathrat trai qua glycosyl hoa, dé cung
cép ché phdm cua céc glucosit flavonoit. Ngoai ra, budc glycosyl hoa co thé dugc thuc
hién trong khi cho phép giit nguyén trong dung méi nhu nudc, hodc trong khi khudy,
theo clng c4ch nhu budc tach, khong khi trong khoang tréng trong hé thdng phan tmg
c¢6 thé duge thay thé bang mét khi tro nhu khi ni-to dé ngin chin su oxy hoéa hoic lam
chin vang trong phan tng, va ciing 14 mét chat chéng oxy héa nhu axit ascorbic c¢6 thé
duge bd sung cho hé théng phan tng. Budce glycosyl hoa co thé duge két thuc bing

phuong phap da biét nhu phurong phap bao gdm phuong phap khir hoat tinh cac enzym
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bang cach lam néng hodc twong tu.

O buéc glycosyl hoa, xyclodextrin ctia flavonoit clathrat dong vai trdo nhu mot
phén tr cho dudng, va ché phdm ciia cac glucosit flavonoit c6 thé duoc san xuét, va
khéng c6 gidi han vé cac su dong gop bd sung cia phin tir cho duong. Céc vi du cu
thé vé phan tir cho dudng dugc dong gép thém bao gdm tinh bot, dextrin, cdc san
phim thiy phan mét phan ciia tinh bot nhw maltooligosacarit, xylooligosacarit, cac san

phim chtra chung, va twong tu.

Glycosyltransferaza khong bi giéi han cu thé, mién 12 enzym c6 hoat dong
glycosyltransferaza twong phan véi flavonoit clathrat thu duge nho bude tach. Nhu
glycosyltransferaza, cic gbc cna chung khong bi gi6i han, va tat ca cac din xuét nhu
dan xuét dong vat, dan xudt thuc vat, va dan xudt vi sinh vat c6 thé dugc st dung. Hon
nita, enzym c6 thé 1a enzym téng hop bang k¥ thuat tai t6 hop di truyén, thiy phan mot
‘phén, hodc twong tu. Ngoai ra, dang glycosyltransferaza khong bi gidi han cu thé, va
san phdm sdy khd cla enzym protein, enzym dugc gift ¢b dinh v6i mot chat mang

khong hoa tan, chét long chita enzym protein, hodc tuong tu c6 thé dugc sir dung.

Céc vi du cu  thé vé glycosyltransferaza bao gdm
xyclodextringlucanotransferaza, glucosyltransferaza, o-glucosidaza, B-glucosidaza, o-
galactosidaza, B-galactosidaza, a-amylaza, xylanaza, pullulanaza, arabinofuranosidaza,

va tuong tu.

Luong glycosyltransferaza dugc st dung thay d6i tiry thude vao loai cac enzym
duoc st dung, cac diéu kién cua cac phan tmg chuyén glycosyl héa, cac loai sacarit, va
tuong tu. Vi du, trong truong hop xyclodextrin glucanotransferaza, luong duoc su
dung t6t hon 13 ndm trong khoang tir 1 dén 10,000 U dua vao 1 g flavonoit clathrat.
Khi flavonoit hoi tan dugc cho qua glycosyl hoa, phan ung enzym thuong dugc thuc
hién trong ving kiém dé hoa tan flavonoit hoi tan. Tuy nhién, d§ bén cta flavonoit 13
x4u di & ving kiém c6 pH vuot qué 7, do d6 flavonoit ¢6 kha ning bi phan huy hodc bi
nhudm nau, va hon nita budc loai bd cac san phém bi nhudm nau va budc khir mudi

biang cach trung hoa véi mot chét kiém s& dugc yéu cau. Tuy nhién, trong flavonoit
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clathrat thu dugc theo phuong phap san xuét ciia sang ché, flavonoit hoi tan dugc lam
hoa tan ¢ ndng dd cao ngay ca & pH 1a 7 hoic it hon, do d6 phan Gng enzym reaction
xtr 1y hiéu qua glycosyl héa ngay ca ¢ pH 1a 7 hodc it hon. Do do, pH t6t hon 13 nim
trong khoang tir 3 dén 7, va t5t hon nita 12 ndm trong khoang tir 6 dén 6,8, xét vé ning
suit hodc chat luong san xuét. Tuy nhién, su chuyén glycosyl héa c6 thé dugc thuc
hién & vang kiém, hoic sy chuyén glycosyl héa c6 th8 dugc thuc hién bang cach diéu
chinh pH cho ving kiém, tiép theo bing cach diéu chinh pH 1 7 hoic it hon. Dung
moi dugc st dung trong hé thdng phan tng bao gbm trung gian c6 nudc. Ngoai ra,
nhiét do phan tmg t6t hon 1a ndm trong khoang tir 40° dén 70°C, va t6t hon nita 1a ndm
trong khoang tir 50° dén 65°C. Ngoai ra, thoi gian phan ng dugc thay déi tiry thude
vao loai cac enzym va tuong ty, va thoi gian phan tmg cé thé 14, vi du, nam trong
khoang tir 0,5 dén 120 gio, va tét hon 1a ndm trong khoang tir 1 dén 30 gio. Ngoai ra,
duoc uu tién 1a sau budc tach, nhiét do va pH lién tuc dugce thay ddi thanh cac diéu
kién téi wu, va glycosyltransferaza dugc bd sung thém dé thuc hién bude glycosyl hoa,

x€t v€ nang suat san xuét.

Céch thtre gin két cia cac sacarit v6i flavonoit c6 thé 12 mot trong sb gan két a-
hoac gén két B-. Céac loai sacarit can duogc gén két khong bi gidi han cu thé, va mot
hodc nhiéu thanh phan dugc chon tir cac pentoza va cdc hexoza nhu glucoza, galactoza
va fructoza duoc uu tién. Ngoai ra, s cac lién két clia cac sacarit t6t hon 12 nam trong
khoang tur 1 dén 30, tét hon nita 1a nim trong khoang tur 1 dén 25, tham chi tot hon nita
1a ndm trong khoang tir 1 dén 20, tham chi t6t hon nita 1a ndm trong khoang tir 1 dén
15, va tham chi t&t hon nita 1 nim trong khoang tir 1 dén 10. Ché phdm cua cac
glucosit flavonoit dé cap dén cac ché phim chira hdn hop clia cac glucosit trong d6 cac
sacarit néu trén dugc gin két véi flavonoit, va ty 1é ctia s6 céc lién két ctia mdi glucosit
khong bi han ché, va céc phuong an dudi day duge uu tién, xét veé viéc khong lam

giam hwong vi ctia thue phidm hoic twong tu.

Phuong an 2-1

Ché pham ctia cac glucosit isoquerxitrin chtra hop chét dugc thé hién bang cong
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thirc chung (1) sau day:

(1)

trong d6 trong cong thirc chung (1), Glc c6 nghia 1a du lugng glucoza, va n 1a mot s6

nguyén la 0 hodc 1 hodc 16n hon, va

trong d6 ham lugng cia céc glucosit c6 n= 0 l1a 10% theo s6 mol hodc nhiéu hon va
30% theo s6 mol hoidc it hon, ham lugng cla cac glucosit ¢6 n =1 dén 3 1a 50% theo
sd mol hoidc it hon, va ham luong cta cc glucosit ¢6 n =4 hodc nhiéu hon 1a 30%
theo s6 mol hoic nhiéu hon, cia ché phérn néu trén cua céc glucosit. Tét hon 13, ham
luong cta céac glucosit c6 n=0 1a 10% theo sé mol hogc nhidu hon va 30% theo s
mol hodc it hon, ham lugng cuia cac glucosit co n=1 dén 3 1a 35% theo sé mol hodc
nhiéu hon va 45% theo sé mol hodc it hon, va ham lugng cia céc glucosit ¢6 n=4

hodc nhiéu hon 14 30% theo sb mol hodc nhiéu hon va 50% theo sb mol hoic it hon.

Phuong an 2-2

Ché phim ciia cac glucositcia hesperetin-7-glucosit chira hgp chét dugc thé

hién bang cong thirc chung (2) sau day:

2)
trong d6 trong coéng thirc chung (2), Glc ¢6 nghia 1a du lugng glucoza, va n la mot s6

nguyén 1a 0 hodc 1 hodc 16n hon, va

trong d6 ham lugng ctia cac glucosit c6 n=0 la 10% theo s6 mol hozc nhiéu hon va

30% theo s& mol hoic it hon, ham lugng cia cc glucosit c6 n=1 dén 3 1a 50% theo
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s6 mol hodc it hon, va ham lugng ctia cac glucosit ¢6 n =4 hodc nhiéu hon 12 30%
theo s& mol hoic nhiéu hon, cta ché phém néu trén cia céc glucosit. Tbt hon 13, ham
luong cua cac glucosit ¢6 n=0 1a 10% theo s6 mol hodc nhiéu hon va 25% theo s6
mol hodc it hon, ham lugng cta céc glucosit c6 n =1 dén 3 14 35% theo sb mol hoic
nhiéu hon va 50% theo s& mol hoic it hon, va ham lugng cia cac glucosit ¢c6 n=4

hoidc nhiéu hon 12 30% theo s& mol hoic nhiéu hon va 50% theo s6 mol hoic it hon.

Phuong an 2-3

Ché phadm ciia cac glucosit ciia naringenin-7-glucosit chira hop . chat dugc thé

hién bang cong thire chung (3) sau dy:

{GlI)r-Glc-O ~,

€)

trong do trong céng thirc chung (3), Gle c¢6 nghia 1a du luong glucoza, va n 1a mot sb

nguyén la 0 hoac 1 hodc 16n hon, va

trong d6 ham lugng cia cac glucosit ¢c6 n= 0 1a 10% theo s6 mol hodc nhiéu hon va
30% theo s6 mol hodc it hon, ham lugng clia cac glucosit c6 n=1 dén 3 12 50% theo
sb mol hoic it hon, va ham lugng cia cic glucosit c6 n =4 hodc nhiéu hon 1a 30%

theo sd mol hodc nhiéu hon, cia ché pham néu trén cda cic glucosit.

O day, s céc lién két cia nhém glucoza (s6 n) c6 thé dugc diéu chinh tuy y. Vi
du, sau khi tao thanh ché phém cua céac glucosit flavonoit, sb cac chudi glucoza duong
trong phan tir cia ché phdm ciia cac glucosit flavonoit c6 thé duogc giam bang cach
thuce hién viéc xir 1y véi cac amylaza khac nhau (a-amylaza, f-amylaza, glucoamylaza,
a-glucosidaza, va tuong tu) riéng r& hodc két hop chung, dé cung cAp ché phdm cua

cac glucosit flavonoit c6 dd dai chudi dudng glucoza tiy .

Phuong phép san xuit ché phim cua cac glucosit flavonoit clia sang ché khong

bi gi6i han cu thé khi thuc hién su tinh ché khi can thiét ngoai budc tach va bude
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glycosyl hoa, va su tinh ché c6 thé duge thuc hién bing bude xir Iy nhua (phwong
phép hip thu, phuong phép trao dbi ion va tuong ty), budc xir Iy mang (phwong phap
xu ly mang si€u loc, phuong phap xtr ly mang thAm thiu nguoc, phuong phép xir 1y
mang tiém tang zeta hoic twong tu), phuong phap thim tach dién phan, tach mudi,
ling dong axit, tai két tinh, phuong phap phan doan dung mdi hoic twong tu. Vi du,
ché phdm cia cac glucosit flavonoit thu dugc & budce glycosyl hda duge hép thu véi
chét hdp thu dang xbp tdng hop dé hit bam ché phdm cia cac glucosit, dugc rira bang
nudc, dugc tach rira béng ruou, va sau dé6 duoc séy kh6 phun, dé cung cép cac bot
duoc tinh ché. Ngoai ra, sau khi téch raa béng rugu, chit pha lodng hodc céic chét phu

gia khac co6 thé dugc chira nhu céc thanh phan khéc ngoai ché pham.

Céc vi du cu thé vé chét pha loang 14 giéng nhu cic chat pha loang duoc liét ké

& phuong phép san xuét flavonoit clathrat.

D5 hoa tan ciia ché phdm ciia cac glucosit flavonoit thu dugc theo phwong phap
sén xuét cua sdng ché trong nudc, dugc tinh nhu flavonoit, tét hon 12 0,01% hoic
nhiéu hon, tét hon ntta 1a 0,015% hodc nhidu hon, thdm chi tét hon nita 1a 0,02% hogc
nhiéu hon, thdm chi t6t hon nita 1a 0,1% hodc nhiéu hon, va tham chi t6t hon nita 1a
0,5% hodc nhiéu hon. Chan trén khong bi gidi han cu thé, va chin trén c6 thé duoc xac

dinh nhu, vi du, 20% hodc it hon.

Flavonoit clathrat va ché pham cila cic glucosit flavonoit thu duge theo phuong
phéap san xuét cua sang ché c6 thé dugc cung cép & dang thuc phdm dé trong d6 sinh
kha dung dugc cai thién bén vimg bing su két hop véi mot flavonoit hoi tan ¢6 clu
triic ramnozit dugc cho 1 c6 sinh kha dung chim hodc ché phim clia céc glucosit
flavonoit ¢6 ciu trac ramnozit. Cac su két hop, vi du, bao g61n su két hop cua
isoquerxitrin clathrat va rutin, su két hop cua ché pham cia cac glucosit isoquerxitrin
va ché phdm ciia cac glucosit rutin (vi du, aG Rutin, Toyo Sugar Refining Co., Ltd.),
su két hop ctia clathrat hesperetin-7-glucosit va ché phdm ctia céc glucosit hesperidin
(vi du, aG Hesperidin, Toyo Sugar Refining Co., Ltd.), va su két hop cia ché phdm

cua cac glucosit ctia hesperetin-7-glucosit va ché pham cia céac glucosit hesperidin (vi

-24-



29010

du, Monoglycosyl Hesperidin, HAYASHIBARA CO., LTD.).

Ngoai ra, ché phidm ctia cc glucosit flavonoit thu dugc theo phuong phap san
xuét cla sang ché duoc két hop vai flavonoit hoi tan khac, nho d6 do hoa tan cua
flavonoit hoi tan khéc c6 thé dugc cai thién. Céc su két hop 14, vi du, su két hop cua
ché phdm cua cac glucosit isoquerxitrin va rutin, sy két hop cua ché phdm cua cic
glucosit cua hesperetin-7-glucosit va hesperidin, va su két hop cta ché pham ciia cac
glucosit cta hesperetin-7-glucosit va myrixitrin. Ngoai ra, ty 1€ mol cta ching (ché
phim cua cac glucosit/ flavonoit hoi tan khéc) t6t hon 12 ndm trong khoang tir 0,1 dén
0,5, tot hon nita 1a ndm trong khoang tir 0,1 dén 0,3, va thdm chi t5t hon nita 13 nim

trong khoang tir 0,1 dén 0,15.

Flavonoit clathrat va/hodc ché phiam cua cac glucosit flavonoit thu dugc theo
phuong phép san xuét cta sang ché 1a tuyét voi vé ty 18 hép thu co thé, va ngoai ra
tuyét voi vé su ngin chin phai mau, ngan chdn su giam gia tri vé huong li€u, va do
bén luu git, do d6 flavonoit clathrat va/hodc ché phim cua cic glucosit flavonoit ¢6
thé dugc st dung phu hop nhu mot ché phém cho thuc phém, ché phém cho cac duoc
pham, ché phidm cho my pham va ché phim dung cho chét phu gia thuc pham. Cu thé
hon, flavonoit clathrat va/hoic ché phidm cua cac glucosit flavonoit c6 thé dugc sir
dung nhu mdt nguyén liéu dé chéng di tmg, chdng oxy héa, chéng ung thu, khing
viém, cai thién hé thuc vat duong rudt, khir mui, chét e ché ting cholesterol huyét
tuong, chit e ché ting huyét ap, chat (rc ché ting mtrc dudng mau, chét &rc ché khéi
két tap tiéu ciu, phong ngira mét tri nh¢, ddt chdy md trong co thé, chét wc ché tich tu
md trong co thé, cai thién stc chiu dung, chéng mét moi, cai thién do nhay cam vdi
lanh, cai thién cac diéu kién cia da, phuc hdi téc, chét trc ché teo co, hoic giéc ngu, va
con duoc st dung nhu mot chét chéng oxy hoéa, ngin chidn sy phap mau, ngin chén su
giam huong vi dbi v6i huong vi cho cac chét phu gia thuc pham. Ché phim ding cho
chét phu gia thuc phém duoc bd sung dé ngan chan sy gidm do ngot, thubc mau, chit
bao quan, chat lam 4n dinh do day, chit gia ting mau, chét tiy tring, chét chéng nim

mbc, chit tao goém, chit déng, chit lam bong, chét axit hoa, gia vi, chét tao nhil, chét
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gia cb, chét cho qua trinh san xuét, huong vi, hodc twong tu, va co thé dugc cung cip &
dang ché phdm cong thirc hén hop. N6i cach khéc, sang ché ¢6 thé cung cdp thuc
phim, cac dugc pham, m§ phim va tuong twr, mdi loai chira flavonoit clathrat va/hodc

ché phim cuia cac glucosit flavonoit thu dugc theo phuong phép san xudt ciia sang ché.

Thuc phim bao gém cac thuc phim va cac dd ubng, trong d6 bao gdm, vi du,
c4c thuc phdm bd sung chét dinh dudng, cac thuc pham tu nhién, thuc pham cham séc
sttc khoe duge chi dinh, cac thuc phdm véi cc yéu ciu chirc ning, cc thuc pham
dung cho liéu phap ché do an kiéng, cac thuc phidm hoan toan tu nhién, cac chat b
sung, cac dd ubng tir tra, cac d6 udng ca phé, nude ép, cac dd ubng giai khat, cac dd

udng cho strc khoe, va tuong tu.

Dugc phdm bao gom thubc va dang nhu thudc, va cac duge pham tét hon 14 cac
ché pham cong thirc ding qua dudng miéng hodc céc chét 4p dung bén ngoai da, va c6
thé & dang dung dich, vién thube, dang hat, vién nang, xi-rd, kem dudng da, dang xit,

hodc thuéc ma.

M§ phdm c6 thé & dang kem, kem dudng da dang 16ng, kem dudng da dang sira,

hoac dang xit.

Luong flavonoit clathrat va/hodc ché phém cua cac glucosit flavonoit dugce tron
14n trong thuc phém, duoc phém hodac m¥ phém cua sang ché khong bi gidi han cu thé,
va lugng dugc tron 14n ¢6 thé dugc chi dinh chinh xac, véi viée tham khao lugng tiéu
thu hang ngay dugc uu tién cua céc flavonoit, cin nhic do hoa tan, chét luong vé vi
hodc tuong tu. Vi du, lugng flavonoit clathrat va/hodc ché pham cua cac glucosit
flavonoit thu duoc theo phuong phép san xuét cia sing ché dugc tron 1an trong ché
pham dung cho thuc phim nhu mot phan flavonoit ¢6 thé t&t hon 14 ndm trong khoang
tir 0,001 dén 30% khéi luong, t6t hon nita 12 nim trong khoang tir 0,01 dén 20% khéi
lugng, va tham chi t6t hon nita 12 ndm trong khoang tur 0,02 dén 10% khdi lugng, va
lugng dugc tron 14n trong ché phém dung cho thuc phém ¢6 thé duoc xac dinh dé
flavonoit clathrat va/hodc ché phdm cua cac glucosit flavonoit c6 thé dugc tiéu hoa &

luong t6t hon 1a nim trong khoang tir 10 mg dén 20 g, tot hon nita 13 nim trong
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khoang tir 30 mg dén 10 g, va tham chi t6t hon nita 1a nim trong khoang tir 100 mg
dén 5 g mdi ngay mot 1an hodc chia thanh nhiu I4n (vi du, ba 1in). Ngoai ra, lugng
flavonoit clathrat va/hodc ché phém cta cac glucosit flavonoit dugc tron 14n cho ché
phim cong thirc dan xuét thuc pham c6 thé dugc sit dung & luong t6t hon 14 nim trong
khoang tir 0,001 dén 50% khdi luong, t6t hon nita 1a nim trong khoang tir 0,01 dén
40% khdi luong, va tham chi tdt hon nita 1a ndm trong khoang tur 0,1 dén 30% khéi

luong nhu thé tich ma & d6 cac flavonoit biéu hién cac tac dung.
Vi du thwe hién sang ché

Sang ché s& dugc mod ta cu thé hon dudi ddy bang cac vi dy, ma khong nham
giéi han pham vi cta sang ché & cac vi du nay. O ddy, “%” c6 nghia la “% khoi

lwong,” trir khi duge chu thich cu thé khac.
Diéu ché ché pham chira flavonoit clathrat
Céc vidu 1 dén 31

Cho cbe 1.000 ml duge bd sung flavonoit hoi tan c6 ciu tric ramnozit (rutin
ho#c hesperidin) va xyclodextrin nhu dugc liét ké & Bang 1 hodc 2, va nudc dugc bd
sung thém d tao ra khdi luong 1a 1.000 g. Hn hop dang long duge didu chinh dén
70°C va pH 1a 4. Sau d6, 3 dén 30 g naringinaza (Amano Enzym Inc., 155 u/g) duoc
bd sung thém trong khi khudy, va hdn hop phan tng dugc phan tng trong 24 gid.
Nhiét @6 dugc dat trd lai nhiét dd phong, va hén hop dugce loc béng giéy loc, dé cho ra
flavonoit clathrat khéng c¢6 chu tric rammnozit (isoquerxitrin hodc hesperetin-7-
glucosit) va xyclodextrin, va hop chét bao gdm ché phim chira flavonoit chira ramnoza

duoc tach.
Cac vi du so sénh 1 dén 3

MBai trong sé cac ché phim cua cac vi du so sdnh 1 va 3 dugc didu ché theo
cung cach nhu céc vi du 16 va 17, ngoai tru rang xyclodextrin khong dugc bd sung.
Ngoai ra, ché pham ctia vi du so sanh 2 dugc diéu ché theo cing cach nhu vi du 16,

ngoai trir rang dextrin duoc bo sung thay cho xyclodextrin.
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Vidu so sanh 101

Cho cbe 100 ml dugc bd sung isoquerxitrin va y-xyclodextrin nhu dugc liét ké
& Bang 1-2, mdi trong sb d6 duoc diéu ché nhu dudi day, va nuée duge b6 sung thém
dé tao nén mot khdi 100 g. Hn hop dang 16ng duoc khudy trong 24 gio & 70°C va pH
1a 4,5. Nhiét d6 sau d6 dugc dat lai nhiét do phong, va hdn hop duoc loc béng giéy loc,
dé cho ra ché phim chira clathrat cia isoquerxitrin va y-xyclodextrin.
Piéu ché isoquerxitrin

10 g rutin dugc st dung ¢ Bang 1 dugce bd surig dé tao ra 100 L dung dich c6
nudce, va dung dich duoc diéu chinh dén 70°C va pH 1a 4,5. Sau d6, 1 g naringinaza
(Amano Enzym Inc., 155 u/g) duoc bd sung thém trong khi khudy dung dich, va hén
hop dang 16ng dugc phuc hoi va duge séy kho, dé chora 7,2 g isoquerxitrin c6 luong
1a 96% hodc nhiéu hon. Pa duoc x4ac nhan ring san pham 1a gidng hét chit phan timg
isoquerxitrin (Wako) boi HPLC.
Cac vi du 101 dén 109

MBbi trong sb cic ché phdm chta clathrat cta naringenin-7-glucosit va -
xyclodextrin dugc diéu ché theo cing cach nhu céc vi du 1 dén 31 ngoai trir rang céc
nguyén liéu thd duoc li¢t ké & Bang 2-2 dugc sir dung.

Vi du so sanh 102

Ché phim cua vi du so sanh 102 duge didu ché theo cling cach nhu vi du 104
ngoai trix ring xyclodextrin khong dugc bd sung.
Céc chi tiét duoc st dung & cac Bang 1, 1-2, 2 va 2-2 dugc thé hién dudi day.
RTN: Rutin dugc diéu ché nhu sau.

50 kg chdi cta Sophora thudc ho Fabaceaewere dugc ngam trong 500 L nudéc
nong trong 3 gio, va phan loc sau d6 thu dugc sau khi loc. Sau do, phan loc dugc lam
mat dén nhiét d6 phong, va cac thanh phan két tia dugc tach bang phuong phap loc.

Céac chat két tha dugc ria béng nude, duge tai két tinh va dugc séy kho, dé cho ra
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3,190 g rutin ¢ luong 14 96% hodc nhiéu hon. P dugc xac nhin rang san pham c6

cac dinh gidng véi cac dinh ctia chat phan ting rutin (Wako) béi HPLC.

HSP: Hesperidin (luong: 97% hodc nhiéu hon, dugc san xuit boi Hamari

Chemicals., Ltd.)
NRG: Naringin (lvong: 95% hodc nhiéu hon, dugc san xuit béi SIGMA)
B-CD: B-xyclodextrin (dugc san xuét boi PEARL ACE CORPORATION)
y-CD: y-xyclodextrin (dwoc san xuét béi PEARL ACE CORPORATION)
Dextrin: S.andec#70 (duoc san xuit boi Sanwa Starch Co., Ltd.)

Ty 16 chuyén dbi tir rutin thanh isoquerxitrin

Céc hén hop dang léng duoc két thuc phan Gmg trude khi loc ciia cac vi du 1
dén 16 va cac vi du so sanh 1 va 2 duoc st dung nhu céc mau do. Tur ty 1& dién tich
theo HPLC (SHIMADZU) (dién tich dinh cta isoquerxitrin/ dién tich dinh cua rutin)
dudi < cac diéu kién of HPLC:

Cot: CAPCELL PAK C18, SIZE 4,6 mm x 250 mm (SHISEIDO),

Chét tach: 20% (thé tich/thé tich) axetonitril / 0,1% dung dich axit phosphoric

co6 nudc,

Su do tim: 351 nm,

Téc d6 dong: 0,4 ml/phit,

Nhiét do cot: 70°C >,

ty 16 chuyén dbi duoc tinh nhu sau:

ty 18 chuyén d6i (%) = dién tich dinh cta isoquerxitrin x 100/ (dién tich dinh
cua rutin + dién tich dinh cua isoquerxitrin).

Pa dugc x4c nhan ring isoquerxitrin ¢6 cic dinh gidng véi cac dinh cua chét
phan tng isoquerxitrin (Wako) béi HPLC. Tét ca cic ty 16 chuyén ddi ctia cac vi du 1

dén 16 1a 96% hodc nhiéu hon. Mt khéc, ty 18 chuyén ddi cia vi du so sanh 1 14 thip
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nhu 56% va ty 1€ chuyén ddi cta vi du so sanh 2 1a thép nhu 57%, khi so sanh véi vi
du 16 v6i cung lugng cua enzym.
Ty 1& chuyén d6i tir hesperidin thanh hesperetin-7-glucosit

Céc hdn hop dang 16ng dugc két thic phan tng trude khi loc cua cac vi du 17
dén 31 va vi du so sanh 3 dugc st dung nhu céc mau do. Dbi véi ty 1€ dién tich theo
HPLC (SHIMADZU) (dién tich dinh cua hesperetin-7-glucosit/ dién tich dinh cta

hesperidin) dudi < cac diéu kién ctia HPLC:
Cot: CAPCELL PAK C18, SIZE 4,6 mm x 250 mm (SHISEIDO),

Chét tach: 40% (thé tich/thé tich) axetonitril/ 0,1% dung dich axit phosphoric ¢6

nudc,
Su do tim: 280 nm,
Téc @6 dong: 0,4 ml/phit,
Nhiét do cot: 70°C >,
ty 1& chuyén ddi dugc tinh nhu sau:

ty 1& chuyén dbi (%) = dién tich dinh cta hesperetin-7-glucosit x 100/ (dién tich
dinh cua rutin + dién tich dinh cta hesperetin-7-glucosit).

Pa duge xac nhan rang hesperetin-7-glucosit ¢6 cac dinh gidng véi céc dinh cua
san pham sdy khé ma dugc xac nhén 1a hesperetin-7-glucosit bdi NMR. Tét ca céc ty
1& chuyén dbi ctia cac vi du 17 dén 31 12 96% hodc nhidu hon. Mt khac, ty 1¢ chuyén
dbi cua vi du so sanh 3 1a thap nhu 57%.

Ty 1é chuyén dbi tir naringin thanh naringenin-7-glucosit

Céc hon hop dang 1dng dugc két thuc phan tng trude khi loc cia cac vi du 101
dén 109 va vi du so sanh 102 dugc st dung nhu céc mau do. Tu ty 1& dién tich theo
HPLC (SHIMADZU) (dién tich dinh cta naringenin-7-glucosit/ dién tich dinh cia
naringin) dudi < cac diéu kién cia HPLC:

Cot: CAPCELL PAK C18, SIZE 4,6 mm x 250 mm (SHISEIDO),
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Chét tach: 25% (thé tich/thé tich) axetonitril / 0,1% dung dich axit phosphoric
¢6 nudc,

Su do tim: 280 nm,

Téc dd dong: 0,4 ml/phit,

Nhiét do cot: 70°C >,

ty 1& chuyén ddi duoc tinh.

Cu thé 13, ty 18 chuyén dbi duoc tinh nhu sau:

ty 16 chuyén dbi (%) =dién tich dinh cta naringenin-7-glucosit x 100 / (dién

tich dinh cta naringin + dién tich dinh cia naringenin-7-glucosit).

Pa dugce xac nhén rang naringenin-7-glucosit c6 cic dinh gidng véi cac dinh
clia chét phan tmg naringenin-7-glucosit (Wako) bdi HPLC. Cac ty 1& chuyén dbi ctia

céc vi du 101 dén 109 va vi du so sanh 102 12 95% hodc nhiéu hon.
Nong 6 Isoquerxitrin (IQC) (Phén tich hép thu)

Cac hdn hop dang 16ng duoc két thuc phan tng ctia cac vi du 1 dén 16 va cac vi
du so sanh 1, 2 va 101 dugc cho gitt nguyén & nhiét dd phong, va 1 ml dich ndi sau dé
duoc loc dé dugce sit dung nhu cac miu do. Puong cong dinh ¢ duge v& ¢ do hép thu
1a 351 nm (0,1% dung dich axit phosphoric) stt dung chét phan tng rutin (Wako),
nf‘mg do ruﬁn sau d6 duoc tinh tir do hép thu cia cac mau do, va gia tri dugc tinh béng
cach 1am can bing véi ty 16 phan trim va nhan san phdm véi mot hé s6 12 0,761 (ty 18
tr(,)ng'luqng phan tr clia isoquerxitrin / rutin (464,38 /610,52 =0,761)) thu dugc nhu
ndng do isoquerxitrin. Cac két qua dugc thé hién ¢ Bang 1 va 1-2. O day, ty 1é chuyén
d6i & thoi gian tinh toan néng d6 duge tinh sau khi trai qua cac mau turong tu nhu ty 1€

chuyén ddi dbi v6i sy phén tich ndng do dé x4c dinh HPLC.
‘Nbng d6 hesperetin-7-glucosit (HPT-7G) (Phén tich hép thu)

Cac hon hop dang 16ng dugc két thuc phan ting ctia cdc vi du 17 dén 31 vavi du

so sanh 3 duoc cho giit nguyén ¢ nhiét do phong, va 1 ml dich ndi sau d6 duoc loc dé
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duoc st dung nhu cidc mau do. Puong cong dinh ¢& dugc v& ¢ do hép thu 1a 280 nm
(0,1% dung dich axit phosphoric) st dung chét phan ung hesperidin (Wako), ndng do
hesperidin sau d6 duogc tinh tir o hép thu cua cac mau do, va gid tri dugc tinh béng
céch 1am can bing véi ty 1& chuyén ddi theo phan tich HPLC, va nhan san pham vdi
mdt hé sb 1a 0,761 (ty 1¢ trong lugng phan tir cia hesperetin-7-glucosit/ hesperidin
(464,42 /610,56 =0,761)) thu dugc nhu ndng do hesperetin-7-glucosit. Céc két qua
duge thé hién ¢ Bang 2. O day, ty 18 chuyén d6i & thoi gian tinh todn ndéng do duge
tinh sau khi trdi qua cdc miu tuong tu nhu ty 1€ chuyén ddi ddi v6i su phan tich ndng

d¢ dé x4c dinh HPLC.
Nong d6 naringenin-7-glucosit (NGN-7G) (Phan tich hép thu)

Cac hon hop dang léng duoc két thuc phan ing ctia cic vi du 101 dén 109 va vi
du so sanh 102 dugc cho gilt nguyén & nhiét do phong, va 1 ml dich noi sau do duge
loc dé duge su dung nhu céc mau do. Pudng cong dinh ¢& dugc v& & do hép thu 1a
280 nm (0,1% dung dich axit phosphoric) st dung chit phan tmg naringin (dugc san
xuét béi SIGMA, dudi day 13, NRG), ndng do naringin sau d6 duoc tinh tir do hap thu
cta cac mau do, va gia tri dugc tinh béng cach lam can béng voi cac ty 1€ chuyén déi
theo phan tich HPLC, va nhan san phdm v&i mot hé s6 1a 0,748 (ty 1é trong luong phén
tir clia naringin / naringenin-7-glucosit (434,39 / 580,54 = 0,748)) thu dugc nhu noéng
dd naringenin-7-glucosit. Cac két qua dugc thé hién & Bang 2-2. O day, ty 1é chuyén
ddi & thoi gian tinh toan néng dd dugc tinh sau khi trai qua céc mau tuong tu nhu cac

mAu ddi vdi su phan tich nong d6 dé xac dinh HPLC.

Ty 1& mol (CD /1QC (Ty 1é mol), CD / HPT-7G (Ty 1é mol), va CD / NGN-7G (Ty I¢
mol)) (Phan tich sacarit HPLC)

Céc hdn hop dang 1éng dugc két thic phan tng cta céc vi du 1 dén 31 va 101
dén 109, va vi du so sanh 101 duoc cho gilt nguyén & nhiét dd phong, va 1 ml dich
ndi sau dé dugce loc dé dugc st dung nhu cac mau do. Pudng cong dinh ¢& dugc v
v6i B-xyclodextrin (Wako) va y-xyclodextrin (Wako), theo phan tich HPLC
(SHIMADZU) duéi < cac didu kién ctia HPLC:
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Cot: Inertsil NHy(4,6 x 150 mm (GL Science Inc.),
Chét tach: 65% axetonitril / nudc (thé tich/thé tich),
Su do tim: khuc xa ké vi sai, RID-10A (SHIMADZU),
Téc @6 dong: 1 ml/phut,

Nhiét do cot: 40°C >, va

néng dd mol cua xyclodextrin cua cac mau sau d6 duoc tinh, va ty 1€ mol cua
xyclodextrin / isoquerxitrin, | xyclodextrin / hesperetin-7-glucosit va
xyclodextrin / naringenin-7-glucosit dugc tinh véi néng d6 mol cia isoquerxittin,
hesperetin-7-glucosit va naringenin-7-glucosit. Cac két qua duoc thé hién & cac Bang
1, 1-2, 2 va 2-2. O day, ty I¢ mol cua phén loc sau khi két thic phan tng la giéng nhu

trong trudng hop clia cac san pham dong kh.
Do hoa tan (D0 hoa tan IQC, D6 hoa tan HPT-7G va Bg hoa tan NGN-7G)

Céac hdn hop dang 1ong duge két thiic phan ung cta céc vi du 1 dén 31 va 101
dén 109, va céac vi du so sanh 1 dén 3, 101 va 102 dugc cho gilt nguyén ¢ nhiét do
phong, sau d6 duoc loc va dugc dong kho dé cho ra cac san phdm sdy kho. Céc san
phim sdy kho dugc diéu ché & trén duge bd sung cho cbec 100 ml chira 50 ml nuée &
50°C cung véi viéc khudy cho dén khi cac san pham sdy kho khong con dugc hoa tan
va dugc két tia sach. Hén hop dang 1éng dugc cho giit nguyén & nhiét do phong
(25°C), 1 ml dich ndi sau d6 duoce loc, va néng do isoquerxitrin, néng do hesperetin-7-
glucosit va ndng do naringenin-7-glucosit dugc tinh theo phén tich hép thy, dé thu
duoc d6 hoa tan. Tuy nhién, khi lugng c4c san pham sdy kho khong du & thoi diém xéc
dinh do hoa tan, cac thi nghiém vi du tuong tu dugc thuc hién ldp lai dé thu dugc
lugng can thiét, va d6 hoa tan dugc do. Ngoai ra, di duoc xdc nhan béng may do nhiét
lugng quét vi sai (DSC), cdong hudng tu hat nhan (NMR) va mdy quang phd hong
ngoai bién dbi Fourier (FT-IR) & céc vi du 1 dén 31 va 101 dn 109, va vi du so sanh
101 mot flavonoit dugc bao g&n v6i xyclodextrin. Cac két qua ctia do hoa tan dugc

thé hién & cac Béang 1, 1-2, 2 va 2-2. O day, cac san phém dong kho cuta céc flavonoit
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clathrat trong d6 ramnoza dugc loai bé bang cach thim tach cta phan loc & nhiét do

phong sau khi két thic phan tng trong cc vi du 1 dén 31 va 101 dén 109 ciing thé

hién gan nhu cung cap cua do hoa tan.

Bang 1

(1) (2) 3) 4) (5) (6) (7) (8)
RTN | B-CD | y-CD | Dextrin | CD/RTN | Néng | CD/IQC | IQC

O | % | G |Ceknéi| (vl | & | (3l | Dohoa
khéi | khéi | kndi | lwong) | mol) ?‘V mol) | tan

lugng) | lugng) | luong) o (‘; i (% khbi

luong) luong)
Y‘ dul 5y 5.6 0 0 1,5 1,5 1.5 1.6
;“ dul 5y 7.4 0 0 2.0 1.6 2.0 1.1
;’1 du 3.0 11.2 0 0 2.0 2.4 1,9 1,0
ZI dul 50 | 167 0 0 3.0 23 3.0 0.8
;’1 dut 4o 14.9 0 0 2.0 3.0 2.0 1.2
Xl dul 4o 223 0 0 3.0 3.1 2.9 0.8
;“ dul 4o 0,15 0 0 0,02 0,03 2.0 1.1
;/‘ dul 4o 0 0,08 0 0,01 0,03 1,0 9.9
;“ dut 4o 0 7.6 0 0.9 3.0 0,9 10,2
YS dul 4o 0 8.5 0 1,0 3.0 1.0 10,2
Yll du) 490 0 12,7 0 1,5 3,0 1.5 8,9
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Vi du

1 4,0 0 15,3 0 1,8 3,1 1,8 7,7

Vi du

13 4,0 0 17,0 0 2,0 3,1 2,0 6,4

Vi du

14 4,0 0 254 0 3,0 3,0 3,0 4,2

Vi du
15

Vi du

16 8.0 0 17,0 0 1,0 6,2 1,0 9,6

Vi du
SO 8.0 0 0 0 - 0,01 - 0,01
sanh1l

Vi du
SO 8,0 0 0 17,0 - 0,01 - 0,01
sanh2

Céc luu y vé Bang 1

(1)  ndng do Rutin ¢ thoi diém bét diu phan tng (% khdi lugng)

(2)  ndng d p-xyclodextrin & thoi diém bit ddu phan tng (% khéi luong)

(3)  ndng d6 y-xyclodextrin ¢ thoi diém bt dAu phan tng (% khéi luong)

(4)  ndng d0 Dextrin & thoi diém bét diu phan Gng (% khoi luong)

(5)  Xyclodextrin / rutin & thoi diém bét diu phan tng (ty 1& mol)

(6) ndng do6 Isoquerxitrin clia ph?ln loc sau khi két thiic phan tmg (% khéi luong)
(7)  Xyclodextrin / isoquerxitrin cua phén loc sau khi két thuc phan tng (ty 1€ mol)

(8)  dd hoa tan Isoquerxitrin cua san pham dong kho ciia phén loc sau khi két thuc

phan g (% khéi lwgng)

Bang 1-2

(1) | (12 (13) (14) (15) (16)
IQC | y-CD | CD/IQC | Nbdngdd | CD/IQC | IQC Db hoa
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(% (% (ty 1& 1QC (tyle tan
lugng) | luong) lwong) luong)
Vi du so
sénh 101 3,0 8,4 1,0 0,36 8.4 0,8

Céc luu y vé& Bang 1-2

(11) ndng dd Isoquerxitrin & thoi diém bét ddu 1am néng trong khi khudy (% khéi

lugng)

(12) ndng do y-xyclodextrin & thoi diém bt ddu lam néng trong khi khudy (% khoi

lugng)

(13) Xyclodextrin / isoquerxitrin & thoi diém bit dau lam néng trong khi khudy (ty 1

mol)

(14) ndng d6 Isoquerxitrin cla phan loc sau khi 1am néng trong khi khudy (% khbi

lugng)

(15) Xyclodextrin / isoquerxitrin cua phan loc sau khi 1am néng trong khi khudy (ty

1€ mol)

(16) do hoa tan Isoquerxitrin cla san phidm dong khd ctia phan loc sau khi 1am néng

trong khi khudy (% khéi lugng)

Nhu duge thdy ro tir Bang 1, c6 thé hiéu ring isoquerxitrin va xyclodextrin
clathrat c6 thé thu duoc hiéu qua cung véi phan ung chia tach ciia ramnoza tir rutin
theo phuong phép san xut ctia sang ché. Mt khac, cac vi du so sanh 1 va 2 ¢6 cac ty
16 chuyén ddi thip va ca cac do hoa tan thap. O day, cac hdn hop dang 16ng phén Umg
va cac hon hop dang léng duoc két thic phan tng ctia cac vi du 7 va 8 va céc vi du so
sanh 1 dén 3 1a & trang thai lo limg. Tuy nhién, cac hdn hop dang long phan Gng cla
cac vi du 1 dén 6 va 9 dén 16 1a o trang thai lo ling & giai doan sdm cia phan tng va
giai doan trung gian cta phan tng, nhung cac hdn hop dang 16ng phan tng dugc hoa
tan & thoi diém két thic phan tng phan tmg thoi gian tiép theo cho phép cac hdn hop

dang léong phéan Gng gitt nguyén & nhiét do phong. Do do, phan trim bao thé cia
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isoquerxitrin-xyclodextrin clathrat (ndng do isoquerxitrin clathrat (ndng do ctia phan
loc dugce cho giit nguyén & nhiét d phong sau khi két thic phan tmg) x 100/ ndng do
isoquerxitrin trong phan mg- hdn hop dang 16ng dugc két thac (hdn hop dang 16ng
trude khi loc)) 12 gin 100%. Tuy nhién, nhu vi du so sanh 101 cua Béang 1-2, don
thun viéc tron va lam néng isoquerxitrin va y-xyclodextrin cla ché pham twong tu
nhu vi du 10 s& ludn & trang théi lo ling tir khi bt ddu dén khi két thiic phan Gng, va
ty 1& bao thé (ndng do isoquerxitrin clathrat (ndng d6 cua phan loc dugc cho gitt
nguyén ¢ nhiét do phong sau khi két thic phan ung) x 100 / néng do isoquerxitrin
trong phan tmg- hon hop dang léng dugc két thic (hdn hop dang long trude khi lgc))

1a ciing thap nhu 12%, va ca do hoa tan clia san pham dong kho clia phan loc 1a thip.

Bang 2
21 | (22 (23) (24) (25) (26) (27)
HSP | B-CD | y-CD | CD/HSP| Néngdd | CD/ | HPT-7G
(% (% | (%khéi | (tyle | HPT-7G | HPT- | D¢ hoa tan
1kh()i 1kh(”)i lugng) mol) (% khéi 7G (% khi
uong) | lugng) luong) | (ty16 | Iluong)
mol)
Vidul7 | 3,0 0,08 0 0,01 0,022 1,5 3,5
Vidul8 | 3,0 7,3 0 1.3 2.3 1,3 3.8
Vidul9 | 3,0 8.4 0 1,5 2.3 1.5 3.6
Vidu20 | 3,0 11,2 0 2,0 2,3 2,0 2,8
Vidu2l | 3,0 16,7 0 3,0 2.3 3,0 2,0
Vidu22 | 4,0 11,2 0 1,5 2,9 1.6 3,5
Vidu23 | 4,0 14,9 0 2,0 3,0 2,0 2,7
Vidu24 | 2,0 0 6,4 1,5 1,4 1,6 4,0
Vidu25 | 2,0 0 8,5 2,0 1.6 1,9 3,8
Vidu26 | 4,0 0 0,08 0,01 0,015 2,0 3,7
Vidu27 | 4,0 0 12,7 1,5 3,1 1,5 4,2
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vidg2s | 40 | o | 170 | 20 | 29 | 21 3,7
Vidw29 | 50 | 0 | 159 | L5 37| 1 41
Vidg30 | 50 | 0 | 212 | 20 | 39 | 19 3.8
Vidg3l| 50 | 0 | 318 | 30 38 | 30 27
Videsol 50 | o 0 - 0007 | - 0,007
Céc luu y vé Bang 2

(21) ndng do Hesperidin & thoi diém bét ddu phan ing(% khdi lugng)
(22) ndng do B-xyclodextrin & thoi diém bt ddu phan img (% khdi lugng)
(23) ndng do y-xyclodextrin & thdi diém bit dau phan tng (% khdi lugng)
(24) Xyclodextrin / hesperidin & thoi diém. bit dau phan ung (ty 1& mol)

(25) ndng do Hesperetin-7-glucosit ciia phin loc sau khi két thiic phan tng (% khéi

luong)

(26) Xyclodextrin / hesperetin-7-glucosit ctua phén loc sau khi két thiic phan tng (ty 1&

mol)

(27) @6 hoa tan Hesperetin-7-glucosit cua san phim dong kho cia phan loc sau khi

két thic phan tng (% khdi lugng)

Nhu dugc thdy rd tir Bang 2, ¢6 thé hiéu ring hesperetin-7-glucosit clathrat va
xyclodextrin di thu dugc hiéu qua cung voi phan Ung chia tich ctia ramnoza tu
hesperidin theo phuong phap san xuét cuia sang ché. Mit khac, Vi du so sanh 3 ¢6 f}"/ 1€
chuyén d6i thap va ciing c6 do hoa tan thip. O day, cac hdn hop dang 16ng phan (mg
va cac hdn hop dang 16ng duoc két thiic phan tng cua cac vi du 17 va 26, va vi du so
sanh 3 1a & trang thai lo limg. Tuy nhién, cic hdn hop dang 16ng phan (mg cua céc vi
du 18 dén 25, va cac vi du 27 dén 31 13 & trang théi lo limg & giai doan sém cla phén
mg va giai doan trung gian cia phan ting, nhung cic hdon hop dang léng phan tng

duoc hoa tan ¢ thoi diém két thic phan Gng va & thoi diém khi hon hop dang léng
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duoc cho gitt nguyén & nhi¢t do phong. Ngoai ra, phan trim bao thé trong d6
hesperetin-7-glucosit-xyclodextrin clathrat dugc tao thanh (nbng dd hesperetin-7-
glucosit clathrat (ndng do cua phan loc dugc cho gilt nguyén & nhiét do phong sau khi
két thuc phan Gng) x 100 / ndng do hesperetin-7-glucosit clia phan tng-chét 1éng duoc

két thuc (hdn hop dang 16ng trude khi loc)) 1a gan 100%.

Bang 2-2
(31) (32) (33) (34) (35) (36)
NRG B-CD | CD/NRG| Nong dd CD/ NGN-
(%khdi | (%khdi| (16 | NGN-7G| NGN- G
luong) luong) mol) (% khi 7G Do hoa
lugng) | (116 tan
mol) | (% khéi
lugng)
Vidu 101 1,0 2,0 1,0 0,75 1.0 10,1
Vi dy 102 1,0 3,9 2,0 0,75 2,0 5,5
Vi du 103 1,0 5,9 3,0 0,75 3,0 3,7
Vidu 104 2,0 3,9 1,0 1,5 1,0 10,6
Vidu 105 2,0 7.8 2,0 1,5 2,0 5.2
Vi du 106 2,0 11,8 3,0 1,5 3,0 3,5
Vidu 107 4,0 7.8 1,0 3,0 1,0 10,5
Vidu 108 5,0 9,8 1,0 3,7 1,0 10,3
Vi du 109 6,0 11,8 1,0 4,5 1,0 10,7
Vi du so
N 2
s 102 2,0 0 0 0,3 0 0,2

Céc luu y vé Bang 2-2
(31) ndng d6 Naringin & thoi diém bit dau phan tng (% khbi lugng)
(32) ndng do B-xyclodextrin & thoi diém bit diu phan tmg (% khdi lugng)

(33) Xyclodextrin / naringin ¢ thoi diém bét ddu phan tGng (ty 1€ mol)
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(34) ndng d6 Naringenin-7-glucosit clia phén loc sau khi két thiic phan tng (% khéi

lugng)

(35) Xyclodextrin / naringenin-7-glucosit cia phan loc sau khi két thiic phan g (ty

1€ mol)

(36) do hoa tan Naringenin-7-glucosit cta san pham dong kho clia phan loc sau khi

két thiic phan tng (% khéi luong)

Nhu dugc thdy ro tir Bang 2-2, theo phuong phép san xuit clia sang ché,
naringenin-7-glucosit clathrat va B-xyclodextrin da thu duogc hiéu qua cung voi phan
rng chia tich ctia ramnoza tr naringin, va ca do hoa tan dugc cai thién. Mac du vi du
so sanh 102 c6 ty 1€ chuyén d6i 12 95% hoac nhiéu hon, do cac chét két tta duoc tao
thanh ngay 1ap tic sau khi hdn hgp dang 16ng duge cho gilt nguyén & nhiét do phong
sau khi két thiic phan tng, do hoa tan 1a thip. Tuy nhién, sau khi két thtic cdc phan tmg
ctia cac vi du 101 dén 109, cac phéan loc duoc cho giit nguyén & nhiét do phong dugc
hoa tan, va phin trim bao thé trong d6 naringenin-7-glucosit-xyclodextrin clathrat
duoc tao thanh (ndng dod naringenin-7-glucosit clathrat (ndng d6 cta phan loc dugc
cho gitt nguyén & nhiét do phong sau khi két thuc phan ung) x 100 /ndng do
naringenin-7-glucosit ciia phan tng- hon hop dang long dugce két thiic (hon hop dang

16ng trude khi loc)) 1a gan 100%.
Ty 1€ mol trong hop chit bao gdm ché phdm chira flavonoit (Ramnoza / Flavonoit)

Ngoai ra, cac lugng cla ramnoza cua cac phan loc sau khi két thiic phan tng
cua céc‘vi du 18 dén 25, 27 dén 31 va 101 dén 109 duoc do (duong cong dinh cd dugc
vach ra v4i ramnoza (Wako) dudi céac diéu kién tuwong tu nhu phén tich sacarit HPLC),
ndng dd mol ciia ramnoza sau d6 dugc tinh. Két qua 13, ty 18 mol v6i flavonoit clathrat

(ramnoza / flavonoit) nim trong khoang tir 0,8 dén 1,2.
Céac danh gia vé huong vi cia flavonoit clathrat

M3bi 100ml ctia cac hdn hop dang 16ng dugc két thiic phan tmg cta cac vi du 10

dén 15 dugc dat vao mang tham tach (Spectra/Por CE, éng thdm tach, MWCO 500-
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1000, duoc san xuit béi Funakoshi), su thdm tach duogc thuc hién trong 10 L nude
(dugc trao dbi nam 1an véi nuée & 10°C) dé loai boé ramnoza, va mdi hon hop dang
long sau d6 duge dong kho, dé cho ra 10 g dén 30 g céc sin phim say kho. Cac san
pham siy kho thu duoc dugc bd sung cho nudc c6 ga c6 san trén thi trudng (khong
duong) (“Minami-Alps Tennensui, Sparkling,” dugc san xut béi Suntory), dd ubng ca
phé (khéng duong) (“WONDA GOLD, BLACK,” duoc san xuét boi Asahi Soft Drinks
Co., Ltd.), va tra xanh (“Oi Ocha,” dugc san xuat béi ITO EN, LTD.) & ndng d6, ma la
gia tri dugc tinh nhu 0,1% khéi lugng vé su chuyén dbi isoquerxitrin, va cdc danh gia
béng cam quan (vi la va do ngot) dugc thuc hién boi 5 thanh vién su dung'sén phém
khong c6 chit phu gia nhu mot ddi ching. Theo tiéu chuin dénh gia dudi day, sd diém

trung binh ctia mdi loai dwgc tinh. Céc ket qua dugce thé hién ¢ Bang 3.
Tiéu chuin danh gid veé vi la

1: C6 vilamanh

\S]

: C6 vi la hoi manh
3: Covila
4: Hoicodvila
5: Khong co vi la
Tiéu chuén danh gia vé do ngot
1: C6 vi do ngot manh
2: Co vi d0 ngot hoi manh
3: Cé vi do ngot
4: Hoi c6 vi d6 ngot

5: Khong c6 vi d ngot
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Bang 3
Do uéng
YCD/IQ | cacbonat hoa Do ubng ca phé Tra xanh
C
(ty 1€

ngot ngot ngot
Vidu 10 1,0 4,1 4,0 4,0 3,9 4,1 4,0
Vidu 11 L5 4,0 3,9 3,8 3,7 4,0 4,0
Vidu 12 1,8 37 1 3,6 3,8 3,7 3,5 3.4
Vidu 13 2,0 1,3 2,6 1,3 2,5 1,4 2,7
Vidu 14 3,0 1,3 2,2 1,2 2,3 1,3 2.4
Vidu 15 4,0 1,1 1,9 1,1 2,1 1,1 1,9

Nhu duoge thiy rd tir Bang 3, ¢6 thé hiéu r5 ring khi cac san phim c6 cac ty 1&
mol (yCD /IQC) nam trong khoang tir 1,0 dén 1,8, vi la va d6 ngot duoc gidm xubng
khi so sanh v6i cac san phdm c6 cac ty 1é mol ndm trong khoang tir 2,0 dén 4,0, dé cac
san phém duoc uu tién, xét vé viéc 1am giam cac tac dung cho huong li€u cua céc thuc
pham nhu cac d6 uéng. Ngoai ra, trong khi khong duge thé hién trong bang, khi gidng
nhu 14 hesperetin-7-glucosit clathrat, khi ty 1€ mol (CD / HPT-7G) nim trong khoang
tir 1,0 dén 1,9, vi la (hwong vi khac biét véi huong vi cia san pham khéng c6 chét phu
gia) va d6 ngot duoc giam xudng khi so sanh véi d6 ngot c6 cac ty 1€ mol nim trong
khoang tir 2,0 dén 3,0, do dé cac san phim c6 thé duge str dung phii hop trong thuc

pham.
Diéu ché ché phim cua cac glucosit flavonoit
Cac vi du 32 dén 39

Mot luong nhé chat kiém duoc bd sung cho hdn hgp dang 1ong phan tmg dugc
diéu ché trong vi du 4 (70°C, pH 4,5 va néng d6 isoquerxitrin: 2,3% khéi lugng) dé
diéu chinh pH ciia né 1a 6,5 & 60°C. Sau d6, 20 g xyclodextrin glucanotransferaza

(CGTaza: Amano Enzym Inc., tén thuong mai “Contizyme,” 600 U/ml) dugc bb sung
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thém dé bit diu phan tng, va phan tmg duoc duy tri trong 24 gid. Hon hop dang 16ng
phan tmg thu dugc dugce khir tring va loc bang nhiét, va hdn hop dang 16ng phan ung
duoc déng kho, dé chora 158 g ché pham cua céc glucosit isoquerxitrin chtra hop chat
dugc thé hién boi cong thie chung (1) (MAu 1). Do hoa tan cia ché phim thu dugc
clia cac glucosit isoquerxitrin (Mau 1) trong nuée 1a gid tri duge tinh nhu 2,7%, xét vé
su chuyén ddi isoquerxitrin. Ché pham thu dugc clia cac glucosit isoquerxitrin (Mau 1)
dugc hoa tan trong nudce, dung dich sau d6 dugc cho chdy qua cdt boc bang Diaion
HP-20 (nhua hép thu tong hop dang xép, dugc san xuét boi Mitsubishi Chemical
Corporation), @& cho phép ché phdm ciia cac glucosit isoquerxitrin dugc hép thu vao
cot, va cOt duoc rira sach béng nuGe & thé tich gép hai 14n thé tich cua nhua dé loai bo
c4c sacarit nhu ramnoza tir ¢ot. Sau d6, dung dich da tach rira trong d6 duoc hép thu
thanh phin duoc téch rira v6i 65% (thé tich/thé tich) etanol & thé tich gip hai lan thé
tich cia nhua da dugc c6 dic, va cac thanh ph?m da co dac sau do duge dong kho, dé
cho ra ché phim cua céc glucosit ctia vi du 39. Séc phé HPLC ctia vi du 39 duoc thé
hién & FIG. 1. Cac két qué la giéng nhu sic phd HPLC ciia MAu 1. Ngoai ra, ché phdm
ctia cac glucosit isoquerxitrin (Mau 1) duoc hép thu va dugc ria bang nudc theo cling
cach nhu Vi du 39, va ché phém sau do dugc tach ria b?mg etanol & nong dd nim
trong khoang tir 10 dén 60% (thé tich/thé tich). Cac dung dich trong d6 ty 1€ mol dugc
didu chinh bang cach két hop cac dung dich dugc téch rita nay (10, 20, 30, 40, 50 va
60% (thé tich/thé tich) cac dung dich duoc tach rira) dugc ¢ ddc va sau d6 dugc dong
kho, dé cho ra cac ché phém cua cac glucosit cia céc vi du 32 dén 38. Po hoa tan clia
céc ché phdm ciia cac glucosit ctia céc vi du 32 dén 39 trong nudc 1a gia tri duge tinh
nhu 10% hodc nhiu hon, vé su chuyén ddi isoquerxitrin. O day, & thoi diém phan tng
transglycosyl hoa, khi cac hdn hop dang léng phan Gmg & cac pH 1a 7,5 va 8,5 dugc
didu ché véi lugng gidng nhu ciia enzym, céc ché pham ctia c4c glucosit isoquerxitrin
1a gn gibng nhu cac luong dugc san xuat. Tuy nhién, mau cla dung dich chuyén sang
mau ndu sdm do su phan hity mot phan cia flavonoit, do d6 ché phdm duoc phan tng
& pH 1a 6,5 dugc st dung. O day, ciing trong cac hdn hop dang 16ng phéan tng dugc

diéu ché & cac vi du 1 dén 3 va 10 dén 16, cac ché pham cia céc glucosit isoquerxitrin
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¢6 sic phd HPLC twong tw nhu Mau 1 (FIG. 1) dugc san xudt dudi cac diéu kién

tuong tu.

™ 0-Gle{Glc)n

(1)
trong do trong cong thirc chung (1), Glc c¢6 nghia la du lugng glucoza, va n 1a mot 56

nguyén 1a 0 hodc 1 hodc 16n hon.
Céac vi du 40 dén 46

Mot luong nho chit kiém dugc bd sung cho hdn hop dang 16ng phan tng dugc
didu ché & vi du 22 (70°C, pH 4,5, ndng do6 hesperetin-7-glucosit: 2,9% khéi Iuong)
dé diéu chinh pH cta né 12 6,5 & 60°. Sau d6, 5 g xyclodextrin glucanotransferaza
(CGTaza: Amano Enzym Inc., tén thuong mai “Contizyme,” 600 U/ml) dugc b6 sung
thém dé bat diu phan ung, va phan (mg duoc duy tri trong 24 gid. Hon hop dang long
phéan tng thu dugc dugc khir tring va loc bang nhiét, va hdn hop dang 16ng phan g
sau d6 dugc sdy kho phun, dé cho ra 136 g ché pham ctia c4c glucosit clia hesperetin-
7-glucosit chira hop chat duoc thé hién béi cong thirc chung (2) (Mau 2). Do hoa tan
ctia ché phdm thu duogc cua cic glucosit ciia hesperetin-7-glucosit (Mau 2) trong nude
la gié tri dugce tinh nhu 5,1%, xét vé su chuyén ddi hesperetin-7-glucosit. Ché phim
ctia cac glucosit ctia hesperetin-7-glucosit thu duge (MAau 2) dugc hoa tan trong nudc,
dung dich sau dé dugc cho chay qua cdt duge boc bang Diaion HP-20 (nhua hép thu
tdng hop dang x6p, dugc san xuét bai Mitsubishi Chemical Corporation), dé cho phép
ché phdm cua cac glucosit ciia hesperetin-7-glucosit duoc hép thu vao cot, va cot duoc
rira bang nudc & thé tich gp hai lan thé tich dé loai bo céc sacarit nhu ramnoza tir cot.
Sau d6, dung dich d tach rira trong d6 thanh phan dugc hip thu duge tach rira bang
65% (thé tich/thé tich) etanol & thé tich gip hai lan thé tich nhua dugc co dic, va céc
thanh phan d3 ¢6 dic dugc dong kho, dé cho ra ché pham cua cac glucosit ciia vi du 40.

Sic phd HPLC cta vi du 40 dugc thé hién & FIG. 2. Cac két qua 1a giéng nhu sic pho
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HPLC cia MAu 2. Ngoai ra, ché phdm ctia cac glucosit ctia hesperetin-7-glucosit (Mau
2) duge hip thu va dugce rira bang nuée theo ciing cach nhu Vi du 40, va ché phim sau
d6 duogc tach rira v6i etanol & ndng do nam trong khoang tir 10 dén 60% (thé tich/thé
tich) dugc sir dung trong phép tach rira. Cac dung dich trong dé ty 1€ mol dugc diéu
chinh bang cach két hop cac dung dich da tach rira nay (10, 20, 30, 40, 50 va 60% (thé
tich/thé tich) ctia céc dung dich da tach rtra) dugc c6 dic va sau do dugce dong kho, dé
cho ra cac ché phdm ciia cac glucosit ctia cic vi du 41 dén 46. Do hoa tan cta cc ché
pham cua cic glucositcia cac vi du 40 dén 46 trong nudc 1a gia tri duoc tinh nhu 10%
hodc nhiéu hon, xét v& su chuyén dbi hesperetin-7-glucosit. O day, tai thoi diém phan
g transglycosyl héa, khi cac hdn hgp dang léng phén ung & cac pH 1a 7,5 va 8,5
duoc diéu ché vé6i luong gibng nhu cla enzym, céc ché phdm cta cac glucosit
ctuahesperetin-7-glucosit & cac lugng gan giébng nhu duge san Xuét. l;uy nhién, mau
ctia dung dich chuyén sang mau nau sdm do su phan huy mot phan cua flavonoit, do
d6 ché phdm duoc phan tng & pH 14 6,5 dugc si dung. O day, ciing trong cac hdn hop
dang long phan ung dugc didu ché & cac vi du 21, 23 va 27 dén 31, cac ché phim clia
cac glucosit isoquerxitrin co sic phd HPLC tuong tu nhu Mau 2 (FIG. 2) dugc san

xuat dudi céc di€u kién tuong tu.

CH
_,j,”l .~ OCH;
C
GII-GICOn, o~ ]/0\\/, R
. >

PN /)

I

oH Q

ye)

)

trong do6 trong cong thirc chung (2), Gle ¢6 nghia 1a du lugng glucoza, va n 1a mot s6
nguyén 1a 0 hodc 1 hodc 16n hon.

D0 hoa tan (gia tri dugc tinh nhu IQC, gia tri dugc tinh nhu HPT-7G)

P06 hoa tan cua cdc mau 1 va 2, va cac ché pham cia céc glucosit flavonoit cua
cac vi du 32 dén 46 thu dugc bang cich tinh ndong do isoquerxitrin va nong do

hesperetin-7-glucosit theo cac phuong phéap twong tu nhu cac phwong phép tinh § hoa
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tan cua IQC va do hoa tan cia HPT-7G néu trén dé xac dinh gia tri dugc tinh vé su
chuyén dbi isoquerxitrin va gia tri dugc tinh xét vé& su chuyén déi hesperetin-7-glucosit.
O day, cac ché phdm trong d6 mdi gié tri dugc tinh 1a 10% hoic nhiéu hon va cac chét
két tia khong dugc quan sat dugc mo ta nhu céc ché phém ¢6 d6 hoa tan 1a 10% hoac

nhiéu hon.

Céc ty 1€ mol (%) trong céc ché phém cta cac glucosit flavonoit cua cac vi du
32 dén 46 duoc tinh theo cong thire dudi ddy tir cic két qua phan tich theo céc didu
kién dudi day v& HPLC (SIMADZU). Céc két qua dugoe thé hién & Bang 4. O ddy, mdi
dinh tir n=0 dén n=7 & cac FIG. 1 va FIG. 2 duoc phan tich bing LC/MS (khdi phd

sic 1y 16ng, SHIMADZU), dé x4c nhén s6 clia cac glucosit.

Ty 1& mol (%)=mdi dién -tich dinh cta ché phidm cua cic glucosit

flavonoit x 100 / tdng dién tich dinh ctia ché pham ciia cac glucosit flavonoit
Céc didu kién cia HPLC: Cac vi du 32 dén 39
Cot: CAPCELL PAK C18, SIZE 4,6 mm x 250 mm (SHISEIDO),
Chét tach: nudc / axetonitril / axit phosphoric = 799 / 200 / 1 (ty 1& thé tich),
Sy do tim: Phan tich hip thu & budc song 1 351 nm,
Tbc d6 dong: 0,4 ml/phut,
Nhiét do cot: 70°C.
Céc diéu kién cia HPLC: Cac vi du 40 dén 46
Cot: CAPCELL PAK C18, SIZE 4,6 mm x 250 mm (SHISEIDO),
Chét tach: nude / axetonitril / axit phosphoric = 849 / 150 / 1 (ty 18 thé tich),
Su do tim: Phén tich hap thu & budc song 1 280 nm,
Téc d6 dong : 0,4 ml/phit,
Nhiét do cot: 70°C.

Céac danh gia vé huong liéu cia cac ché pham cua glucosit flavonoit
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Céc san pham déng kho cia cac ché phim cua glucosit flavonoit cta céc vi du
32 dén 46 dugc bd sung cho dung dich dudng cé tinh axit (pH 3,1, Brix 10°) dé nong
d0 duoc tinh duéi dang isoquerxitrin 1a 0,05% (Céc vi du 32 dén 39) hodc néng do
duoc tinh dudi dang hesperetin-7-glucosit 1a 0,05% (Céc vi du 40 dén 46). Cac danh
gia bang cam quan (vi ddng, mui hing va tinh chit 1am se) dugc thyc hién bdi 7 thanh
vién. Theo tiéu chuén dénh gid du6i day, mdi diém sé trung binh dugc tinh. O day, cic
so sanh duoc thuc hién béng cach x4c dinh cac diém s6 danh gia vé vi déng, mui hang
va tinh chat 1am se trong 0,05% dung dich dudng c6 tinh axit chira isoquerxitrin duoc
didu ché & vi du so sanh 101 (dung dich ngay lap tirc sau khi didu ché) nhu diém sb
16n nhéit 1a 1. Ngoai ra, do trong 0,05% dung dich duong c6 tinh axit chua
isoquerxitrin, cac chat két tiia khong duogc quan sat trong 30 phut ¢ nhiét d6 phong sau
khi didu ché, cac danh gia bang cam quan dugc thuc hién trong subt thoi gian d6. Cac
két qua duoc thé hién & Bang 4.
Tiéu chuin dénh gia vé vi ding

1: C6 vi ddng manh.

2: Covi déng hoi manh.

3: C6 vi déng.

4: Hoi c6 vi dang.

5: Khong c6 vi dang.
Tiéu chudn danh gia vé mui hing

1: C6 vi hang manh.

2: Cé vi hdang hoi manh.

3: C6 vi hang.

4: Hoi c6 vi hdng.

5: Khong ¢6 vi hang.
Tiéu chuin danh gia vé tinh chat lam se

1: Co vi se manh.

2: C6 vi se hoi manh.

3: Cam thdy ¢ se.

4: Hoi c6 vi se.

5: Khong ¢6 vi se.
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Bang 4
S6 liéu ctia n trong cac cong thirc chung (1) va (2)
(Ty 1€ mol (%)) Tinh
Vi | Mui chét
h7' ddng | hang | lam
0] 1 2 3 4 5 6 0gc se
nhiéu
hon
, 473 | 144 | 106] 78| 56| 73| 60| 1,0
;’2‘ du 15 | 12 | 15
473 32.8 19.9
) 90 | 27.7| 232 20,1] 68| 52| 80| 00
;’31 du 1.8 | 1,8 | 1,9
9,0 71,0 20,0
) 31,0 23.6| 22.1| 10,1] 59| 59| 09| 05
;2 du 19 | 1,6 | 2,0
31,0 55,8 13,2
) 220| 21,0 | 23.0| 13,0 85| 50| 3,1| 44
;/5‘ du 19 | 25 | 1.8
22,0 57.0 21,0
' 27.0] 180 13,0] 7.0 | 12,7] 132| 49| 42
;/61 du 42 | 41 |39
27.0 38.0 35.0
, 182 20,0| 18.0| 180| 81 | 69| 6,7| 4,1
;/71 dy 20 | 21 | 22
18,2 56,0 25.8
) 209 | 147 12.8| 11,1 88 | 73| 6,1| 18,2
;/8‘ du 48 | 4,5 | 3.9
20,9 38,5 40,6
. 162 ] 147] 13,9] 12,1] 91| 79 | 67| 19.3
;’91 du ' 40 | 49 | 48
16.2 40.7 43.1
, 195| 162 13,8] 109| 95| 7.0 | 55| 17,6 |
XS du 41 | 4,0 | 4.1
19,5 40,9 39,6
) 151 173] 163 12,7| 84 | 70 | 50| 182
le du 42 | 43 | 42
15,1 46,3 38,6
) 80 | 25.0] 20,0| 148| 75| 59 | 47| 14,1
le du 23 | 25 | 25
8,0 59,8 32,2
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Vi dy|22:0| 20.6| 170|165 7.0 | 55| 50| 64

43 1,9 | 2,0 | 2,1
22,0 54,1 23,9

Vi dy|350| 213 | I81| 126| 43 | 3.0 | 27| 30

44 1,9 2,1 | 1.8
35,0 52,0 13,0

Vi dg| 467 | 17.2] 93| 46| 50 | 41| 48| 83

45 12 | 13 | 1,5
46,7 31,1 22.2

Vi du| 134 298| 282 167| 22| 15| 22| 60

46 1.8 | 1,9 | 1,8
13,4 74,7 11,9

Nhu dugc thiy rd tir Bang 4, cac ché pham ciia c4c glucosit cia céc vi du 36, 38,
39, 40 va 41 trong d6 ham lugng cta cac glucositcé n=0 la 10% theo s6 mol hozc
nhiu hon va 30% theo sb mol hoic it hon, ham luong cta céc glucositcé n= 1 dén 3
12 50% theo s& mol hodc it hon, va ham lugng ctia cac glucositcd n =4 hodc nhiéu hon
12 30% theo sb mol hodc nhiéu hon trong cac cong thic chung (1) va (2) c¢6 su giam
dang ké vi déng, mui hing va tinh chét 1am se trong cac danh gia bing cam quan v6i
cac dung dich duong c6 tinh axit, do do cac ché phdm c6 thé dugc st dung phu hop
trong cac ung dung vé thuc phdm. O day, do tAt ca cac ché pham ctia cac glucosit ctia
cac vi du 32 dén 46 c6 do hoa tan tuyét voi, cac ché phém nay co thé duogc st dung
phu hop trong cac Gng dung khong lién quan dén huong liéu, vi du, trong céc Gng
dung vé m¥ phim va twong tu. Ngoai ra, mdc du khong dugc thé hién trong cac bang,
giéng nhu 13 cac ché phidm ciia cac glucosit ctia naringenin-7-glucosit thu duoc bang
cach str dung cac hon hop dang 16ng phéan tng dugc didu ché trong cac vi du 104 dén
106, vi ding, mui hang va tinh chét lam se dwgc giam dang ké theo cac danh gid bang
cam quan bdi ndng do ctia gia tri duge tinh nhu 0,05% v& su chuyén dbi naringenin-7-
glucosit trong dung dich dudng c6 tinh axit khi ham lugng cua cdc glucosit co6 n =0 la
10% theo s& mol hodc nhidu hon va 30% theo s6 mol hoic it hon, ham luong cta céc
glucosit c6 n=1 dén 3 1a 50% theo s mol hodc it hon, vd ham lugng cla cic

glucositcé n = 4 hoic nhiéu hon 12 30% theo s6 mol hoic nhiéu hon.

Ty 1€ mol trong cac ché pham ctia cac glucosit flavonoit (Ramnoza / Flavonoit)
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Ty 1€ mol cua néng d6 mol duogc tinh sau khi do lugng ramnoza cua cac mau 1
va 2 (dudng cong dinh c& dugc vach ra v6i ramnoza (WAKO) dudi céac diéu kién
tuong tu nhu phan tich sacarit HPLC), dé néng do mol dugc tinh tir gia tri dugc tinh
vé su chuyén ddi isoquerxitrin va gi4 tri dugc tinh xét v& su chuyén dbi hesperetin-7-

glucosit (ramnoza / flavonoit) nim trong khoang tir 0,8 dén 1,2.
Danh gia v& cac hiéu qua ngin chin lam mo dan

Hop chét bao gdm ché pham chtra flavonoit ctia vi du 16 va ché phim cua céc
glucosit flavonoit ctia vi du 39 duogc bd sung cho 0,05% ché pham cong thitc mau bap
cai do-chira dung dich dudng c6 tinh axit (pH 3,0) @& gibng nhu 1a ¢6 nong do 1a
0,005% duoc tinh vé su chuyén ddi isoquerxitrin. Hén hop dugc cho qua xu ly béng
tia cuc tim trong 4 gio, va sau do phén tram mau du duoc so sanh. Két qua 1a, céc hiéu
qua ngén chan lam mo dan duoc quan sét khi so sanh véi san phim khoéng c6 chat phu

gia. Céc két qua duoc thé hién & Bang 5.

Bang 5
Phan tram mau du (%)
Vidu 16 96
Vidu 39 95
San pham khong c6 chét phu gia 56

Nhu duoc thdy ro tir Bang 5, cdc hiéu qua ngin chin [am mo dan chéng lai mau
bép cai d6 dugc quan sét trong ché phdm chira isoquerxitrin-y-xyclodextrin clathrat va
ché phdm ctia c4c glucosit isoquerxitrin.

Daénh gia vé cac hidu qua ngan chin su suy gidm huong vi (Sita)

100ml hdn hop dang léng duge két thuc phan tng ctia vi du 16 dugc dit vao
mang thdm tach (Spectra/Por CE, éng thim tach, MWCO 500-1000, dugc san xuat boi
Funakoshi), su thdm tach duoc thuc hién trong 10 L nuée (dugce trao ddi nam 1an véi
nude & 10°C) dé loai bé ramnoza, va dung dich dugc dong khd dé cho ra 22 g céc san

pham sdy kho. Cac san pham sdy kho thu dugc va ché pham cua cac glucosit flavonoit
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cia vi du 39 duogc bd sung cho sfta c6 san trén thi truong (3,5% chét béo sira, “Meiji
Nyugyo,” dugc san xut boi Meiji Co., Ltd.) dé gidng nhu 14 c6 ndng do cia gia tri
dugc tinh nhu 0,005% vé su chuyén ddi isoquerxitrin trong chai thily tinh trong sudt
100 ml. Huong liéu sau khi chiéu sang dén huynh quang (20,000 Ix, 5 gid, 10°C)
duoc so sanh nhu diém sb trung binh cua 10 thanh vién theo tiéu chuin danh gia dudi
day. Két qua 13, cc hiéu qua vé viéc ngan chin su suy giam huong vi dugc quan sat.

Céc két qua dugc thé hién & Bang 6.
Tiéu chudn danh gia

1: Thay dbi ro rét tir san pham khong duoc chiéu sang.

2: Thay d6i dang ké tir san phadm khong dugc chiéu séng.
3: Thay d‘éi mot chut tir san phidm khong dugc chiéu sang.
4: Thay dbi rat khong dang ké tir san phdm khong dugc chiéu sang.
5: Khong thay dbi tir san phdm khong duoc chiéu sang.
Bang 6
Céc hiéu qua ngén chin sy
suy gidm huong vi (Sita)
Vidu 16 3.8
Vidu 39 3,9
San phdm khoéng c6 chét phu gia 2,2

Nhu duge thdy rd tir Bang 6, cic hiéu qua ngin chin su suy gidm hwong vi
duoc quan sat trong sita v4i isoquerxitrin-y-xyclodextrin clathrat va ché pham ctia céc
glucosit isoquerxitrin.

Dénh gia vé cac hiéu qua ngan chin sy suy giam hwong vi (Mut)

Mt budi, san phim khong ¢ chit phu gia, duoc didu ché bang cach sir dung

0,5% nudc €p hoa qua tir budi (1/6), 3% gelatin, 1% tui nude budi, 6% of maltitol, va

0,025% ché phdm cong thirc mau vang cdy rum nhu cc nguyén liéu tho. 100ml hén
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hop dang léng dugc két thuc phan tng ctia vi du 22 hodc 28 dugc dat vao mang thAm
tach (Spectra/Por CE, éng thim tach, MWCO 500-1000, dugc san xuit bdi Funakoshi),
su thidm tach dugc thuc hién trong 10 L nudce (duoc trao dbi nam 1an véi nude & 10°C)
dé loai bé ramnoza, va dung dich dugc dong kho dé chora 12 g cac san pham sy kho
tir vi du 22 va 16 g cac san pham sdy khé tir vi du 28. Mdi trong s& cac san pham sy
kho thu duoc va ché phdm cia cac glucosit flavonoit ciia vi du 40 duge bd sung cho
mirt budi, san pham khéng ¢6 chit phu gia, dé giéng nhu 13 co ndng do cé gia tri duoc
tinh nhu 0,005% xét vé su chuyén ddi hesperetin-7-glucosit dé cho ra mut budi ma Ia
sén‘phém c6 chét phu gia, tuong tng. Sau d6, mit dugc dun néng dén 93°C, san pham
dugc dun néng dugc nap vao chai thiy tinh trong subt va cac luong nay dugce bit kin
chit trong chai, va chai sau d6 dugc lam mat va dugc luu gitt trong 1 thang trong
phong ma dugc chiéu sang v6i dén hitynh quang thong thudng ¢ nhiét do phong. Sau
d6, huong vi duge so sanh vé diém trung binh béi 10 thanh vién theo tiéu chuan ddnh
gia dudi day. Két qua 13, cdc hiéu qua ngdn chin su suy giam huong vi dugc quan sat

trong mdi san pham c6 chit phu gia. Cac két qua dugc thé hién ¢ Bang 7.
Tiéu chudn danh gia

1: Thay dbi rd rét tir san pham khéng dugc chiéu sang.

2: Thay dbi dang ké tir san phdm khong duoc chiéu sang.

3: Thay d6i mot chut tir san pham khong duoc chiéu sang.

4: Thay dbi khong dang ké tir san pham khéng dugc chiéu sang.

5: Khong thay dbi tir san pham khong duoc chiéu sang.
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Béang 7
Céc hiéu qua ngén chan su
suy giam huong vi (Mt)
Vidu 22 4,1
Vidu 28 4,0
Vidu 40 4,2
San pham khéng c6 chét phu gia 1,9

Nhu duoc thdy rd tir Bang 7, cic hiéu qua ngin chdn sy suy giam huong vi
trong mut budi dugc quan sat bang hé hesperetin-7-glucosit-B-xyclodextrin clathrat,
esperetin-7-glucosit-y-xyclodextrin clathrat va ché phim cta cic glucosit cua

hesperetin-7-glucosit.
Danh gia vé d6 bén luu giit (Dung dich dudng c6 tinh axit)

Isoquerxitrin dugc didu ché & vi du so sanh 101, hop chét bao gdm ché phim
chtra flavonoit cta vi du 16 va ché phém cta cac glucosit flavonoitcia vi du 39 dugc
hoa tan trong dung dich dudng c6 tinh axit c6 pH 1a 3 bao gdm céc ché pham duéi day
d8 giéng nhu 1a c¢6 ndng do dugc tinh nhw 0,03% vé su chuyén ddi isoquerxitrin, va
dung dich dugc cho qua dong goi néng trong chai thuy tinh 100 ml (93°C). Sau khi
lam mat khong khi, cadc dung dich dugc diéu ché duoc cho giit nguyén trong 4 thang
dudi cac diéu kién 1a 4°C, 25°C va 40°C, twong Ung, va su c6 mit hodc khong c6 mat
ctia cac chit két tia dugc quan sat vé bén ngoai. Cac dung dich nay 1a trong sudt trong
d6 cac chat két tia khong duge quan sat dugc danh gia nhu O va cdc dung dich trong
d6 cac chat két taa dugc quan sat dugc danh gid nhu X. Cac két qué dugc thé hién &

Bang 8.
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Ché phdm ctia dung dich dudng c6 tinh axit

(% khéi luong)
1. Duong 10
2. (Két tinh) Axit xitric 0,08
3. Trinatri Xitrat pH duoc didu chinh (pH 3)
4. Nuée Can bang
Bang 8
4°C 25°C 40°C

[soquerxitrin X X x

Vidu 16 o o o

Vidu 39 o @ o

Nhu duge thé hién & Bang 8, khi isoquerxitrin dugc bd sung cho dung dich
duong c6 tinh axit, cac chét két tha dugc quan séat ngay 14p tirc sau khi luu gitt & tat ca
td 1am lanh (4°C), nhiét do phong (25°C) va 40°C. Tuy nhién, trong trudong hop khi
isoquerxitrin-y-xyclodextrin clathrat va ché pham cua cac glucosit isoquerxitrin dugc
bd sung, cac chat két tia khong duge quan sit ngay ca khi cac dung dich dugce cho giir
nguyén trong 4 thang, va hon nita cac chét két tua khong duoc quan sat ngay ca & thoi

gian luu gilr dai han 1a 5 thang.
Danh gia vé d6 bén luu gitt (tra xanh)

Hesperidin (dugc san xuit boi Hamari Chemicals., Ltd.), hesperetin-7-glucosit
(duoc diéu ché dudi day), flavonoit clathrat ciia vi du 22 hodc ché phdm cia céc
glucosit flavonoit cua vi du 40 duoc bd sung cho tra xanh c6 sin trén thi trudong (“Oi
Ocha,” duoc san xuit boi ITO EN, LTD.) dé giéng nhu 1a ¢co néng dd duoc tinh nhu
0,03% xét vé su chuyén ddi hesperetin-7-glucosit. Hon hgp duge cho gilt nguyén trong
7 ngay & 4°C va 25°C, va sy c6 médt hodc khong c6 mat cia cac chat két tia sau d6
dugc quan sat vé bén ngoai. Cac dung dich nay la trong sudt trong d6 cac chit két tia
khong dugc quan sat dugce danh gia nhu O, va céc dung dich trong do cac chét két tha

duoc quan sat duge danh gia nhu X. Cac két qua dugc thé hién & Bang 9.
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7g hesperidin (dugc san xuit boi Hamari Chemicals., Ltd.) dugc bd sung dén
100 L ciia dung dich ¢6 nude, va dung dich dugc diéu chinh dén 70°C va pH 1af 4,5.
Sau do, 0,5 g naringinaza (Amano Enzym Inc. 155 u/g) duogc bd sung thém trong khi
khuéy, va dung dich dugc phuc hdi va duoc séy khd, dé cho ra 4,2 g cua hesperetin-7-
glucosit c6 lugng 1a 96% hodc nhiéu hon. Sy nhan dang nhu 1 hesperetin-7-glucosit

va lugng cia ching dugc phan tich bang NMR va HPLC theo cung cach nhu da néu

trén.
Bang 9
4°C 25°C
Hesperidin X X
Hesperetin-7-glucosit Cox X
Vidu22 o o
Vidu 40 o o

Nhu duge thé hién & Bang 9, khi hesperidin hodc hesperetin-7-glucosit duge bd
sung cho tra xanh, cac chat két tia dugc quan sat ngay 1ap tic sau khi luu gitr & ca ta
lam lanh (4°C) va nhiét d6 phong (25°C). Tuy nhién, trong truong hop khi ché pham
chira hesperetin-7-glucosit clathrat va ché phdm cua cac glucosit cia hesperetin-7-
glucosit duge bd sung, cic chét két tia khong dugc quan sat ngay ca khi tra xanh dugc

cho gift nguyén trong 7 ngay.
Panh gia vé do bén luu gitr (DS ubng chanh)

Naringin (dugc san xuit bdi SIGMA), naringenin-7-glucosit (dugc didu ché
dudi day) hodc hop chat bao gdm ché pham chira flavonoit ctia vi du 109 duge b6
sung cho dbd ubng chanh c6 sin trén thi truong (C1000 Lemon Water, dugc san Xudt
b&i HOUSE WELLNESS FOODS CORPORATION) dé gibng nhu 13 c¢6 ndng do
dugc tinh nhu 0,3% v& su chuyén ddi naringenin-7-glucosit, dd ubng duogc cho gift
nguyén trong 1 thang & 4°C hodc 25°C, va sy c6 mét hodc khong c6 mit cua cac chét

két tia sau d6 duoc quan sat vé bén ngoai. Cac dung dich nay 1a trong sudt trong do

-55-



29010

cac chét két tia khong dugc quan sat dugc ddnh gia nhu O va céc dung dich trong do6
cac chat két tiia dugc quan sat duge dénh gid nhu X. Cac két qua dugc thé hién & Bang

9-2.

Sau khi két thiic phan tmg theo Vi du so sénh 102, cac chét két tia dugce cho gitt
nguyén trudc ¢ nhiét do phong dugc phuc hoi, duoc rira voi nude, dugc tai két tinh va
duge siy kho, dé cho ra 13 g naringenin-7-glucosit ¢6 lugng 1a 95% hodc nhiéu hon.
Su nhén dang ctia san phim véi mot chét phan mg naringenin-7-glucosit (Wako) bang

HPLC va lugng cua ching duge phan tich.

Bang 9-2
4°C 25°C
Naringin > %
Naringenin-7-glucosit > «
Vidu 109 o o

Nhu dugc thé hién & Bang 9-2, khi naringin hodc naringenin-7-glucosit duoc bd
sung cho dd ubng chanh, cac chat két tia duoc quan sat & ca sy luu gitt trong ti 1am
lanh (4°C) va nhiét do phong (25°C). Tuy nhién, trong truong hop trong d6 ché phdm
chira naringenin-7-glucosit clathrat dugc bd sung, céc chét két tia khong dugc quan

sat ngay ca khi d6 ubng dugc dé giit nguyén trong 1 thang.
Dénh gia vé sinh kha dung

Chudt Wister 9 tuan tudi (male) dd duoc dua ra véi MF (Oriental Yeast Co.,
Ltd.) va dugc cham séc trong 7 ngady, va cac chudt sau d6 duogc cho an chay tur ngay
trude khi cung cdp chét thir. Sau d6, 100 umol/kg (duge tinh nhu IQC) ctia san pham
sdy kho ctia vi du 16 duoc diéu ché khi danh gia cac hiéu qua cla viéc ngin chin su
suy giam huong vi, huyén phu rutin (Alps Pharmaceutical Ind., Co., Ltd., 100 pmol/kg
(dugc tinh nhu IQC)), 1,000 pmol/kg (duge tinh nhu HPT-7G) ciia sin phim sy kho

cta vi du 22 duoc diéu ché khi danh gia cac hiéu qua cta viéc ngén chédn sy suy giam
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huong vi, va huyén phu hesperidin (Hamari Chemicals., Ltd., 1,000 umol/kg (dugc
tinh nhu HPT-7G)) dugc cung cip qua dudng miéng cho cac chudt & dang lidu duy
nhét (cung cip qua dudong miéng bang éng dua thiic in, n = 2). Viéc gom méau vao
trong cac 6ng heparin hoa dugc thue hién tir tinh mach dudi chudt 30 phut, 1 gio va
3 gidr sau khi cung cip, va mau dugc phan ly d thu dugc plasma. Trong mau huyét
thanh duoc rut ra, cac lugng ciia cac din xuét querxetin dugc do theo phuwong phép boi
Makino et al (Biol pharm.Bull., 32(12) 2034,2009), va céac lugng cua cac dan xuét
hesperetin dugc do theo phuwong phap bdi Yamada et al (Biosci. Biotechnol. Biochem,
70(6),1386,2006), va viéc i)hén tich dugc thuc hién béng cach 4p dung miu cho sic ky
long hiéu suit cao (SHIMADZU) va sit dung dau do didt quang (SPD-M30A,
SHIMADZU). Céc két qua dugc thé hién & cac Bang 10 va 11. Bang 10 thé hién cac
nEA)/ng do cla querxetin va cac dan xuét querxetin (isorhamnetin, tamarixetin) (uM) &
khoang thoi gian tir 0 dén 3 gio, va dién tich theo dudng cong vé ndng d6 méu-thoi
gian (AUC) cta tong luong clia chiing (uM¢h). Ngoai ra, do dan xudt hesperetin khong
dugc do tim, Bang 11 thé hién ndng do cta hesperetin (uM) & khoang thoi gian tir 0
dén 3 gio, va dién tich theo dudng cong (AUC) vé ndng d6 mau-thdi gian clia chung

(uMeh).
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Bang 10
Thoi gian rit mau | DWEIPRY iy 16
rutin
0 0 0
0,5 0 9.3
Querxetin (uM)
1 0,004 10,3
3 0 6,9
0 0 0
0,5 0 0,3
Isorhamnetin (uM)
1 0,004 0,3
3 0 0,2
0 0 0
0,5 0 2,1
Tamarixetin (UM)
1 0,01 3,6
3 0,08 4,2
0 0 0
. . 0,5 0 11,6
Tong s6 (LM)
1 0,018 14,2
3 0,08 11,3
AUC(uM-h) Téng sb 0,1 34,9
Bang 11
Thoi gian rat mau | LWYSRPRY |y q09
hesperidin
0 0 0
0,5 0,003 113,5
Hesperetin (uM)
1 0,064 130,2
3 0 52,6
AUC(uMeh) Téng sb 0,082 272,0
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Nhu dugc thé hién & céac Béang 10 va 11, c6 thé théy 10 khi so sanh AUC niam
trong khoang tir 0 dén 3 gid ma isoquerxitrin-y-xyclodextrin clathrat hodc hesperetin-
7-glucosit-p-xyclodextrin clathrat dugc hp thu hiéu qua béi chudt, khi so sanh véi
rutin hodc hesperidin. Ngoai ra, trong khi khong dugc thé hién & cac Bang, sinh kha
dung cia 100 pmol/kg (dugc tinh nhu IQC) cia ché phdm cua cic glucosit
isoquerxitrin ciia vi du 39 14 gin giéng nhu cta vi du 16, va sinh khi dung cia
1,000 pmol/kg (dwgc tinh nhu HPT-7G) ctia ché phdm ctia cac glucosit clia hesperetin-

7-glucosit cia Vi du 40 13 gan giéng nhu cta vi du 22.
Céc hi¢u qua cai thién do hoa tan cda flavonoit hoi tan
Cacvidu 110 dén 113

Clathrat cua rutin (RTN) va isoquerxitrin v&i y-xyclodextrin (IQC-rCD) dugc
hoa tan trong dung dich duong cé tinh axit (pH 3,1, Brix10°) & cac luong cua cic
thanh phan nhu dugc liét ké & Bang 12, va dung dich dugc cho déng goi néng trong
chai thity tinh 100 ml. Dung dich duoc diéu ché duoc 1am mat khong khi va duge cho
qua luu gift lanh (4°C, 6 thang), va su c6 mit hodc khong c6é mat cua cac chét két tha

sau d6 dugc quan sat vé bén ngoai. Cac két qua duoc thé hién & Bang 12.
Céc vi du so sénh 103 dén 106, va Vi du tham khao

Céc thu tuc tuong ty nhu & cac vi du 110 dén 113 duoc thue hién khi diéu ché,
1am mat khéng khi va luu gifr lanh, ngoai trir rang rutin (RTN) va isoquerxitrin (IQC)
dugc hoa tan trong dung dich duong c6 tinh axit ¢ cac luong la cac thanh phén nhu
duogc liét ké & Bang 13, va su c6 mat hodc khong cé mat cua cac chét két taa duoc
quan sat vé bén ngoai. Cac két qua duoc thé hién ¢ Bang 13.

O cac Bang 12 va 13, IQC/RTN (ty 1& mol) thu dugc bang cach phan tich HPLC
(SHIMADZU, céc diéu kién tuong tu nhu céc diéu kién cua ty 18 chuyén doi) sir dung
1 ml dung dich dudng c6 tinh axit ngay 14p tirc sau khi hoa tan cic thanh phan didu
ché nhu mot miu do, va sau dé biéu hién ty 1€ dién tich (dién tich dinh cua

isoquerxitrin / dién tich dinh cua rutin) nhu ty 1€ mol.
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Bang 12
(41) (42) (43) (44) | (45) (46)
RTN | IQC+CD| 1QC vyCD Po | IQC/RTN
(% khdi | (%khbi | (% khéi | (% khdi hoa | ¢y 16 mol)
luong) | luong) | lugng) | lwong) | 2"
Vidu 110 0,05 0,02 0,005 | 0,014 - 0,13
Vidu 111 0,05 0,04 0,01 0,028 - 0,26
Vidu 112 | 0,05 0,08 0,02 | 0,056 - 0,53
Vidu 113 0,05 0,09 0,025 | 0,070 - 0,66
Béng 13
1) | 42 43) | (44) | (45) (46)
RTN | IQC- | IQC | yCD | Do | IQC/RTN
@ | P e | @ | M @ iemol
khéi | (% khéi | khéi | knéi | @B
lugng) | luong) | luong) | luong)
Vi du so sanh 103 | 0,05 0,005 0 ++ 0,13
Vi du so sanh 104 | 0,05 0,01 0 ++ 0,26
Vi du so sanh 105 | 0,05 0,02 0 TN 0,53
Viduso sénh 106 | 0,05 0,025 0 ++ 0,66
Vi du tham khéo 0,05 0 0 S 0,003

Céac luu y vé cac Bang 12 va 13

(41) ndng do Rutin trong dung dich duong c6 tinh axit (% khéi luong)

(42) ndng @6 Isoquerxitrin-y-xyclodextrin Clathrattrong dung dich dudng c6

tinh axit (% khéi luong)

(43) ndng do Isoquerxitrin trong dung dich duong c6 tinh axit (% khéi Iugng)
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(44) ndng do y-xyclodextrin trong dung dich dudng ¢4 tinh axit (% khéi luong)
(45) Do hoa tan:

Céc chit két tia khong duoc quan sat thay: -

Luong cac chat két tia nho : +
Luong cac chét két tha kha 16n: ++
Luong cac chat két tua I6n: +++

(46) Isoquerxitrin / rutin trong dung dich dudng c6 tinh axit (ty 1€ mol)

Nhu dugc thé hién & cac Bang 12 va 13, & cac vi du 110 dén 113 trong do
isoquerxitrin-y-xyclodextrin Clathratdugc bd sung, dd hoa tan cuia rutin dugc cai thién,
va céc chat két tia khong dugc quan sat thay cu thé 1 khi ty 1¢ mol cua isoquerxitrin
va rutin (isoquerxitrin / rutin) nam trong khoang tir 0,1 dén 0,7. Cac két qua twong tu
nhu ciing da duoc thé hién trong céc san pham dong khd ciia cac flavonoit clathrat clia
cac vi du 10, 13 va 14 (cac san pham trong d6 ramnoza dugc loai bd bang cach thdm
tach) va san phidm dong kho ciia hop chét bao gdm ché pham chtra flavonoit chta
ramnoza. Mit khéc, nhu duoc thé hién & Bang 13, trong céc san phim trong d6 chi cé
isoquerxitrin dugc bd sung, cac chat két tia dugc quan sit trong tat ca cac trudong hop.

Ngoai ra, ¢ cac Bang 12 va 13, cac két qua tuong tu ciing thu dugc trong
isoquerxitrin va isoquerxitrin-p-xyclodextrin (cac san phiam dong khd ctia cic vi du 1
dén 7), hodc hesperidin va hesperetin-7-glucosit-p-xyclodextrin (cac san pham dong
kho cua cac vi du 18 dén 23) thay cho rutin, hodc hesperetin-7-glucosit-y-xyclodextrin
(c4c san phdm dong kho ciia cac vi du27 dén 31).

Déanh gia vé do bén dai han va tinh chit 1am se cua isoquerxitrin-y-xyclodextrin
clathrat |

Céc vidu 114 dén 117

Céc dung dich duoc diéu ché theo cing cach nhu céc vi du 110 dén 113

ngoai trir rang cac luong ciia cac thanh phén nhu duoc liét ké & Bang 14 dugc st dung.
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Ngay 14p tirc sau khi 1am mat khong khi, cdc danh gia bing cam quan vé tinh chat Iam
se dugc thuc hién thém. Ngoai ra, cac dung dich c6 cung luong cua cic thanh phén
dugc diéu ché riéng, va dugc cho qua luu giit lanh (4°C, 12 thang), va su ¢6 mat hodc
khong c6 mit cac chat két tia sau d6 dugc quan sat vé bén ngoai. Cac két qua dugc thé
hién & Bang 14.

Cac vi du so sanh 107 dén 110

Céc dung dich dugc didu ché theo cing cach nhu cac vi du 103 dén 106
ngoai trir rang cac lugng cia cic thanh phéan duoc liét k& & Bang 15 dugc st dung.
Ngay 14p trc sau khi lam mat khong khi, cdc danh gia bing cam quan vé tinh chit lam
se dugc thuc hién thém. Ngoai ra, cac dung dich co cung lugng cua cic thanh phan
duge didu ché riéng, cic dung dich duge luu giit trong ti lam lanh (4°C, 12 thang).
Sau do6, su c¢6 mit hodc khong c6 mat cac chét két ta duoc quan sat vé bén ngoai. Cac
két qua dugc thé hién & Bang 15.

O céc Bang 14 va 15, RTN/IQC (ty 1é mol) thu duge bang cach phan tich HPLC
(SHIMADZU, c4c diu kién twong ty nhu cac didu kién ty 1& chuyén ddi) sir dung 1 ml
cua dung dich duong cé tinh axit ngay lap trc sau khi hoa tan cac thanh phan diéu ché
nhu mét mau do, va sau do biéu hién ty 1& dién tich (dién tich dinh cta rutin / dién tich

dinh cuta isoquerxitrin) nhu ty 1€ mol.
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Bang 14
(51) 52) | 53) | (54) | (55 (56) (57)
1QC- IQC | yCD | RIN |Pdhoa |RTN/QC | Tinh
(% khdi | khéi | khéi | luong) mol) am se
lugng) | luong) | luong)
}7114 du) 38 01 | 028 | 0,0004 | - 0.003 12
Ylls du) 38 0,1 | 028 | 0,001 ; 0,01 1,3
Y116 dul 33 0.1 | 028 | 0,005 ; 0,04 1,3
Y117 dwl 038 |- 01 | 028 | o001 ; 0,08 13
Bang 15
(51) (52) (53) (54) (55) (56) (57)
IQC- | 1QC yCD RTN | Dohoa | RTNIQC | Tinh
yCD | (% khéi | (% khéi | (% khéi | B | (9 1& mol) IFhat
(% khéi | lwong) | luong) | luong) am se
lugng)
Vi du
so séanh | 0 0,1 0 0,0004 | +++ 0,003 2.7
107
Vi du
so sanh 0 0,1 0 0,001 ++ 0,01 2,8
108
Vi du
so sanh| 0 0,1 0 0,005 ++ 0,04 2.8
109
Vi du
so sanh 0 0,1 0 0,01 ++ 0,08 3,0
110
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Céc luu y vé cac Bang 14 va 15

(51) Nong do isoquerxitrin-y-xyclodextrin clathrat trong dung dich duong c6

tinh axit (% khéi luong)

(52) Nong d6 Isoquerxitrin trong dung dich dwdong c6 tinh axit (% khéi

lugng)

(53) Nbng dd y-xyclodextrin trong dung dich dudng cé tinh axit (% khéi

lugng)
(54) Nong d6 Rutin trong dung dich dudng cé tinh axit (% khéi luong)
(55) DO hoa tan:

Céc chat két tiia khong dugc quan sat thay: -

Luong cac chét két tia nho +
Luong céc chét két tia kha 1on: ++
Luong cac chét két tia 16n : +++

(56) Rutin / isoquerxitrin trong dung dich duong c6 tinh axit (ty 1€ mol)

(57) Ngay lap tic sau khi didu ché va lam mat khong khi ctia dung dich
dudng c6 tinh axit, mudi thanh vién da cho diém mau trong dé tinh chat 1am se c6 vi
manh nhét khi so sanh v&i dung dich dudng co tinh axit khéng c6 chat dan xuét nhu 3

diém, va tiép theo 12 2 diém va 1 diém, va trung binh ctia chting dugc thé hién.

O day, do cac chét két tia khong duge quan sat sau khi diéu ché va 1am mat
khong khi ctia cac vi du so sanh 107 dén 110 trong 30 phut & nhiét do phong, cac danh
gia theo cdm quan dugc thyc hién trong khoang thoi gian do.

Nhu duge thé hién & Bang 14, dd duoc xac nhan ring ngay ca khi rutin duoc
chira & luong cu thé trong ché phim chua isoquerxitrin va y-xyclodextrin clathrat thu
dugc trong phuong phap san xuit ctia sang ché, khong co6 su bét loi v& do bén dai han

cua clathrat. Ngoai ra, dd dugc x4c nhén réng tinh chét 1am se s& 1a yéu, do d¢6 tac
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dong 1én huong liéu khi duge bd sung cho thuc pham 1a nhé. Khi RTN/IQC (ty 1& mol)
nam trong pham vi 1a 0,08 hodc it hon (céc vi du 114 dén 117), tinh chét 1am se 1a dic
biét yéu. Cac két qua twong tu ciing duoc thé hién trong cdc sén phim dong kho ctia
cac flavonoit clathrat ctia cac vi du 10, 13 va 14 (trong d6 ramnoza dugc loai bo bang
cach thdm tach) va cac san phidm dong kho ciia hop chét bao gdm ché phdm chira
ﬂavonoit chira ramnoza. Mat khac, nhu duoc thé hién & Béang 15, trong ché phém chura
isoquerxitrin, khi ché phdm chra rutin, céac chét két tia duoc quan sat trong tht ca cac
ché phadm, va tinh chét lam se ciling manh.

Ngoai ra, & cac Bang 14 va 15, cac két qua tuong tu ciing thu dugc trong
isoquerxitrin va isoquerxitrin-f-xyclodextrin (cac san pham déng kho ctia cac vi du 1
dén 7), hesperidin va hesperetin-7-glucosit-B-xyclodextrin (cdc san phim déng kho
ctia cac vi du 18 dén 23) thay cho rutin, hodc hesperetin-7-glucosit-y-xyclodextrin (cac
san phdm dong kho cua cac vi du27 dén 31).

Céc chi tiét vé cac thanh phan dugc sit dung trong cac vi du 110 dén 117, cac vi

du so sanh 103 dén 110, va vi du tham khao duoc thé hién dudi day.

RTN: San phém duoc hoa tan nhiét cia 90 g ctua 99.5% thé tich etanol va 10 g

clia rutin (san phdm diéu ché: ty 1& mol cua isoquerxitrin / rutin 1a 0,3 / 99,7).

IQC-rCD: San phidm dong khd ciia vi du 16 (san pham trong d6 ramnoza dugc

loai bo bang cach thim tach (ty 1é mol cta rutin / isoquerxitrin 1a 0,3 / 99,7)).

IQC: San phidm dugc hoa tan nhiét ctia 18 g ctia 99,5% thé tich etanol va 2 g

clia isoquerxitrin (san pham diéu ché: ty 1& mol ctia rutin / isoquerxitrin 12 0,3 / 99,7).

Céc vi du ché phdm cong thirc ciia hop chét bao gdm ché phim chira flavonoit va ché

pham cia cac glucosit flavonoit
Vi du ché phadm cong thtic 1: D6 ubng tir qua budi

Poi véi muc dich ngidn chan sy suy giam huong vi, d6 uong chira san pham sy
kho cuia ché pham chita isoquerxitrin-y-xyclodextrin clathrat cia vi du 16 dugc diéu

ché. San pham hién tai c6 thé dugc st dung phi hop nhu db ubng.
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Thanh phan % khbi hrong
Nudc ép budi co dac 5,0

Xi-r6 Glucoza-Fructoza 0,9
Maltitol 2,0

Chat axit hoa 0,3
Vitamin C 0,02
Flavor 0,1

San pham sy kho ctia vi du 16 0,02
Nudce Cén bang
Téng sb 100

Vi du ché phdm cong thirc 2: Mt

Déi v6i muc dich ngan chin sy suy gidm huong vi, mut chira san phim sy kho
ctia ché phdm chua hesperetin-7-glucosit-B-xyclodextrin clathrat ctia vi du 22 dugc

didu ché. San pham hién tai c6 thé duoc str dung phit hop nhur thuc pham (mut).
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Thanh phan % khdi luong
Puong 10,0
Nudc chanh ¢6 dic 8,5

Chét pha ché mau vang cdy danh danh 0,004
Chét axit héa 1,0

Chéat 1am quéanh 1,5
Vitamin C 0,02
Huong liéu 0,2

San pham sdy kho cua vi du 22 0,04
Nudc Can bang
Téng s6 » 100

Vi du ché phdm cong thirc 3: My pham

Déi v6i muyc dich cai thién lan da khéi xam xit va sung phd, m§ pham chira san
phim sdy kho ciia ché phim cuia cic glucosit ctia hesperetin-7-glucosit cua vi du 40
duoc didu ché. San phim hién tai c6 thé dugc st dung phu hop nhu my pham chim

sOc da.
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Thanh phin

Glyxerol

Propylen Glycol

Ruou oleyl

Chét hoat dong bé mit

Ruou etyl

Déu thom

San phim say khé cta vi du 40
Nuéc tinh khiét

Téng s6

Vi du ché phim cong thirc 4: Vién thude

% khi luong

5,0

4,0

0,1

2,0

10,0

0,1

0,26

Can bang
100

Poi véi muce dich kiém soat nhiét dd co thé, vién thudc chira sén pham say kho

ciia ché phdm chira hesperetin-7-glucosit-B-xyclodextrin clathrat cia vi du 22 dugc

diéu ché. San phdm hién tai co thé dugc sir dung phit hop nhu cac thuc phim ty nhién.

Thanh phan

Maltitol

Trihaloza

Chét axit héa

Canxi stearat

Vitamin C

Huong liéu

San phim sy kho cia vi du 22

Tong so

Vi du ché phdm céng thirc 5: DS udng ca phé

% khéi luong

69,0
12,9
2,5

0,5

0,02
0,08
15,0

100

DPoi véi muc dich viée 1am giam chat béo co thé, d6 uong ca phé chtra san pham

sy kho ctiaa ché pham cta cac glucosit isoquerxitrin ctia vi du 39 dugc di€u ché. San
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pham hién tai c6 thé dugc st dung phi hop nhu thuc pham cham séc strc khée duge

chi dinh.
Thanh phan
Chét chiét ca phé
Puong
Huong liéu
San phim sdy kho coa vi du 39
Nude

Tong so

Vi du ché phdm cong thic 6: PO udng tra den

% khéi luong

32,6

6,0

0,06

0,06

Cén bing
100

Doi voi muc dich viée lam giam chat béo trung tinh, do uong tra den chira san

pham say kho cta ché pham cta cac glucosit ctia hesperetin-7-glucosit cua vi du 40

duoc didu ché. San phim hién tai c6 thé duoc sir dung phi hgp nhu céc thuc pham c6

yéu ciu vé chiic ning.
Thanh phan
Cht chiét tra den
Natri Bicacbonat
Sucraloza
Vitamin C
Huong liéu
San pham sy khd cta vi du 40
Nudc

Tong so

Vi du ché phdm cong thirc 7: Chat phuc hdi toc

-69-

% khéi luong

18,6
0,002
0,003
0,03
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Poi v6i muc dich cai thién da dau, chat phuc hoi toc chira san pham say kho cua

ché phdm chira hesperetin-7-glucosit-B-xyclodextrin clathrat cia vi du 22 duoc diéu

ché.
Théanh phan % khdi lugng
Rugu etyl 60,0
Chét chiét Swertia japonica 5,0
Tocopherol Axetat 0,2
Pantenyl etyl ete 0,2
Propylen Glycol 5,0
Chét bao quan 0,1
Dau thom 0,2
San phim sdy kho cia vi du 22 0,03
Nuée tinh khiét Can bang
Tbng sb 100

Vi du ché phim cong thuc 8: Dau goi dau

Doi v6i muc dich ngan ngira viém, dau gdi dau chira san pham say kho cia ché

pham chtra hesperetin-7-glucosit-y-xyclodextrin clathrat ctia vi du 27 duge diéu ché.
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Thanh phan % khdi lwong
Natri Polyoxyetylen(2) Lauryl Ether

Sulfat 9,0

Natri Lauryl Sulfat 4,0
Cocamidopropyl Betain 3,0

High Polymerized Metyl Polysiloxan 2,0

Metyl Polysiloxan 1,0

Axit béo diu dira

Monoetanolamit 1.0
Propylen Glycol 2,0
Etylen Glycol Distearat 2,0

Chét bao quan 0,1

DAau thom 0,1

San pham sy kho cua vi du 27 0,03
Nude Can bang
Téng sd 100

Vi du ché phim cong thirc 9: Vién thube ding cho ché d6 an kiéng

Péi v6i muc dich ché do an kiéng, vién thube chira san phdm sdy kho ciia ché
pham chtra naringenin-7-glucosit-B-xyclodextrin clathrat cta vi du 109 duoc diéu ché.

San phAm hién tai c6 thé duoc sir dung phit hgp nhu cac thue phim ty nhién.
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Thanh phan % khdi luong
Maltitol 64,0
Trihaloza 12,9

Chét axit hoa 2,5

Canxi stearat 0,5
Vitamin C 0,02
Huong liéu 0,08

San phdm sdy kho ctia vi du 109 20,0

Téng sb 100

Kha nang ung dung trong cong nghiép

Theo phuong phép san xut cla sing ché, flavonoit clathrat va ché pham ctia
cac glucosit flavonoit c6 do hoa tan trong nudc tuyét voi co thé duoc san xuét hiéu qua,
do d6 hop chit va ché phim co thé duge str dung pht hop trong céc linh vue dugce
phém, thuc phém, cac thuc phém tu nhién, thuc phém chiam soc strc khoe dugc chi

dinh, m§ pham, va twong tu.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Ché phim chira flavonoit clathrat bao gdm flavonoit clathrat va ramnoza, trong d6
flavonoit clathrat da thu dugc bing phwong phap san xuét, trong d6 phuong phap bao
gdm budc loai bo bao gém viée xir 1y flavonoit hoi tan ¢ cAu tric ramnozit v6i mot
enzym cé hoat tinh ramnosidaza véi sy c6 mét cia xyclodextrin dé loai bé ramnoza,
trong do ty 1€ mol cta flavonoit clathrat va ramnoza (ramnoza/flavonoit) nim trong
khoang tir 0,8 dén 1,2, va trong d6 xyclodextrin 1a mo6t hodc nhidu thanh phan dugc

chon tir nhém bao gdm B-xyclodextrin, p-xyclodextrin phan nhanh, va y-xyclodextrin.

2. Ché phém chira flavonoit clathrat theo diém 1, trong do6 flavonoit hoi tan co cAu trac
ramnozit 12 mot hodc nhiéu thanh phﬁn dlioc chon tir nhém bao gém rutin, hesperidin,
narirutin, naringin, diosmin, erioxitrin, myrixitrin, neohesperidin, luteolin-7-rutinosit,
delphinidin-3-rutinosit, xyanidin-3-rutinosit, isorhamnetin-3-rutinosit, kaempferol-3-

rutinosit, apigenin-7-rutinosit, va acaxetin-7-rutinosit.

3. Ché phdm chira flavonoit clathrat theo diém 1 hodc 2, trong d6 xyclodextrin c6 mit
& ty 1€ 1a 0,01 mol hodc nhiéu hon dua vao 1 mol flavonoit hoi tan c6 cu trac

ramnozit.

4. Ché phim chira flavonoit clathrat theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3,
trong d6 budce loai bé duge thuc hién trong méi trudong nude ¢6 pH nam trong khoang

tir 3 dén 7.

5. Ché phdm chira flavonoit clathrat theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 4,
trong d6 flavonoit clathrat bao gdm flavonoit hoi tan khong ¢6 céu tric ramnozit dugc
bao gbm boi xyclodextrin, va trong dé ty 16 mol ciia flavonoit hoi tan khong c6 chu
tric ramnozit va xyclodextrin (xyclodextrin/flavonoit) nim trong khoang tir 1,0 dén

3,0.

6. Ché phém chira flavonoit clathrat bao gém flavonoit clathrat, flavonoit hoi tan cé
cAu trac ramnozit va ramnoza, trong d6 flavonoit clathrat bao gdm isoquerxitrin dugc

bao gdm bdi y-xyclodextrin, trong do ty 1é mol ca isoquerxitrin va y-xyclodextrin (y-
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xyclodextrin/isoquerxitrin) nam trong khoang tir 0,9 dén 1,8, do hoa tan cua
isoquerxitrin trong nude 1a 2% hoac nhiéu hon, ty 1€ mol cua flavonoit clathrat va
flavonoit hoi tan (flavonoit hoi tan/flavonoit clathrat) nim trong khoang tir 0,001 dén
0,1, va ty 1é mol cua flavonoit clathrat va ramnoza (ramnoza/flavonoit) nim trong

khoang tir 0,8 dén 1,2.

7. Ché phim chua flavonoit clathrat bao gdm flavonoit clathrat, flavonoit hoi tan c6
cAu triic ramnozit va ramnoza, trong d6 flavonoit clathrat bao gdm isoquerxitrin dugc
bao gdm béi y-xyclodextrin, trong do6 ty 1& mol clia isoquerxitrin va y-xyclodextrin (y-
xyclodextrin/isoquerxitrin) nam trong khoang tir 0,9 dén 4,0, dd hoa tan cua
isoquerxitrin trong nudc 14 2,5% hogc nhiéu hon, ty 1¢ mol ciia flavonoit clathrat va
flavonoit hoi tan (flavonoit hoi tan/flavonoit clathrat) nim trong khoang tir 0,001 dén
0,1, va ty 1€ mol cua flavonoit clathrat va ramnoza (ramnoza/flavonoit) nim trong

khoang tir 0,8 dén 1,2.

8. Ché phim chua flavonoit clathrat theo diém 6 hodc 7, trong d6 ty 1& mol cua
isoquerxitrin va y-xyclodextrin (y-xyclodextrin / isoquerxitrin) nim trong khoang tir

1,0 dén 1,8, va trong d6 do ngot dugc gidm.

9. Ché phdm chta flavonoit clathrat bao gdm flavonoit clathrat, flavonoit hoi tan c6
cAu tric ramnozit va ramnoza, trong dé flavonoit clathrat bao gém isoquerxitrin dugc
bao gdm bai B-xyclodextrin, trong do6 ty 1& mol ctia isoquerxitrin va p-xyclodextrin (B-
xyclodextrin/isoquerxitrin) nam trong khoang tir 1,0 dén 3,0, d6 hoa tan cua
isoquerxitrin trong nude la 0,1% hodc nhiéu hon, ty 1 mol cua flavonoit clathrat va
flavonoit hoi tan (flavonoit hoi tan/flavonoit clathrat) nim trong khoang tir 0,001 dén
0,1, va ty 1é mol cia flavonoit clathrat va ramnoza (ramnoza/flavonoit) nidm trong

khoang tir 0,8 dén 1,2.

10. Ché pham chira flavonoit clathrat bao gdm flavonoit clathrat, flavonoit hoi tan c6
cdu trGic ramnozit va ramnoza, trong d6 flavonoit clathrat bao gbém hesperetin-7-
glucosit dugc bao gdm bdi xyclodextrin, trong d6 ty 16 mol ctia hesperetin-7-glucosit

va xyclodextrin (xyclodextrin/hesperetin-7-glucosit) ndm trong khoéng tir 1,0 dén 3,0,
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do hoa tan cta hesperetin-7-glucosit trong nude la 0,01% hodac nhiéu hon, ty 1& mol
cua flavonoit clathrat va flavonoit hoi tan (flavonoit hoi tan/flavonoit clathrat) nim
trong khoang tr 0,001 dén 0,1, va ty 1&¢ mol cua flavonoit clathrat va ramnoza
(ramnoza/flavonoit) nim trong khoang tlr 0,8 dén 1,2, va trong d6 xyclodextrin 12 mot
hodc nhiéu thanh phin dugc chon tir nhém bao gdém P-xyclodextrin, B-xyclodextrin

phan nhanh va y-xyclodextrin.

11. Ché phim chira flavonoit clathrat theo diém 10, trong d6 ty 1é mol ctia hesperetin-
7-glucosit va xyclodextrin (xyclodextrin/hesperetin-7-glucosit) nam trong khoang tir

1,0 dén 1,9, va trong d6 do ngot dugc giam.

12. Ché phim chia flavonoit clathrat bao gdm flavonoit clathrat, flavonoit hoi tan c6
cdu trac ramnozit va ramnoza, trong d6 flavonoit clathrat bao gdm naringenin-7-
glucosit dugc bao gém boi B-xyclodextrin, trong d6 ty 1& mol cla naringenin-7-
glucosit va B-xyclodextrin (B-xyclodextrin/naringenin-7-glucosit) nam trong khoang tir
1,0 dén 3,0, d6 hoa tan ctia naringenin-7-glucosit trong nudce 1a 0,01% hodc nhiéu hon,
ty 1é mol cua flavonoit clathrat va flavonoit hoi tan (flavonoit hoi tan/flavonoit
clathrat) ndm trong khoang tir 0,001 dén 0,1, va ty 1&é mol cua flavonoit clathrat va

ramnoza (ramnoza/flavonoit) nim trong khoang tir 0,8 dén 1,2.

13. Thuc phidm bao gém ché phdm chira flavonoit clathrat dugc x4c dinh theo diém
bét ky trong s6 cc diém tir 1 dén 12 néu trén.

14. Dugc phdm bao gébm ché pham chia flavonoit clathrat duge xéc dinh theo diém
bét k¥ trong sd cac diém tir 1 dén 12 néu trén.

15. M§ phidm bao gom ché phim chua flavonoit clathrat dugc xac dinh theo diém bat
ky trong s cac diém tir 1 dén 12 néu trén.

16. Ché pham chira flavonoit clathrat bao gbm flavonoit clathrat va ramnoza, trong d6
ty 1€ mol cua flavonoit clathrat va ramnoza (ramnoza/flavonoit) nam trong khoang tir
0,8 dén 1,2, trong d6 flavonoit clathrat bao gdm isoquerxitrin dugc bao gbém boi y-

xyclodextrin, trong d6 ty 1€ mol cua isoquerxitrin va y-xyclodextrin (y-xyclodextrin /
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isoquerxitrin) nim trong khoang tir 0,9 dén 1,8, va trong d6 do hoa tan cula

isoquerxitrin trong nuéc 1a 2% hodc nhi€u hon.

17. Ché phim chira flavonoit clathrat bao gom flavonoit clathrat va ramnoza, trong d6
ty 1€ mol cta flavonoit clathrat va ramnoza (ramnoza/flavonoit) nam troﬁg khoang tu
0,8 dén 1,2, trong d6 flavonoit clathrat bao gdm isoquerxitrin dugc bao gbém béi y-
xyclodextrin, trong d6 ty 1€ mol cla isoquerxitrin va 7y-xyclodextrin (y-
xyclodextrin/isoquerxitrin) nim trong khoang tir 0,9 dén 4,0, va trong d6 do hoa tan

ctia isoquerxitrin trong nudce 1a 2,5% hodc nhiéu hon.

18. Ché phdm chira flavonoit clathrat theo diém 16 hoic 17, trong d6 ty 1é mol cua
isoquerxitrin va y-xyclodextrin (y-xyclodextrin/isoquerxitrin) nam trong khoang tir 1,0

dén 1,8.

19. Ché pham chira flavonoit clathrat bao gdm flavonoit clathrat va ramnoza, trong dé
ty 1& mol cta flavonoit clathrat va ramnoza (ramnoza/flavonoit) nim trong khoang tir
0,8 dén 1,2, trong d6 flavonoit clathrat bao gém isoquerxitrin dugc bao gb6m bai B-
xyclodextrin, trong do6 ty 1€ mol cua isoquerxitrin va B-xyclodextrin (B-
xyclodextrin/isoquerxitrin) nim trong khoang tir 1,0 dén 3,0, va trong d6 do hoa tan

ctia isoquerxitrin trong nudc 1a 0,1% hoéc nhiéu hon.

20. Ché phdm chira flavonoit clathrat bao gdm flavonoit clathrat va ramnoza, trong do
ty 1& mol cua flavonoit clathrat va ramnoza (ramnoza/flavonoit) nam trong khoang tir
0,8 dén 1,2, trong d6 flavonoit clathrat bao gdm hesperetin-7-glucosit dugc bao gom
boi xyclodextrin, trong d6 ty 1€ mol cia hesperetin-7-glucosit va xyclodextrin
(xyclodextrin/hesperetin-7-glucosit) nim trong khoang tir 1,0 dén 3.0, trong d6 dd hoa
tan cua hesperetin-7-glucosit trong nude 1a 0,01% hodc nhiéu hon, va trong do
xyclodextrin 1a mot hodc nhidu thanh phin dugc chon tir nhém bao gdm P-

xyclodextrin va y-xyclodextrin.

21. Ché phidm chwa flavonoit clathrat theo diém 20, trong d6 ty 1é mol ctia hesperetin-

7-glucosit va xyclodextrin (xyclodextrin / hesperetin-7-glucosit) nim trong khoang tir
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1,0 dén 1,9.

22. Ché pham chua flavonoit clathrat bao gdm flavonoit clathrat va ramnoza, trong d6
ty 16 mol cua flavonoit clathrat va ramnoza (ramnoza/flavonoit) nim trong khoang tir
0,8 dén 1,2, trong d6 flavonoit clathrat bao gbm naringenin-7-glucosit dugc bao gém
boi B-xyclodextrin, trong d6 ty 16 mol cla naringenin-7-glucosit va p-xyclodextrin (f3-
xyclodextrin/naringenin-7-glucosit) ndm trong khoang tir 1,0 dén 3,0, va trong d6 do

hoa tan cta naringenin-7-glucosit trong nudc 1a 0,01% hodc nhiéu hon.
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[FIG. 2]
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