(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

S v R |11
CUC SO HUU TRi TUE
1-0030305

(51  A23F 3/16 (13) B
(21) 1-2014-03146 (22) 12/03/2013
(86) PCT/IP2013/056852 12/03/2013 (87) WO/2013/137269 19/09/2013
(30) 2012-054409 12/03/2012 JP
(45) 25/12/2021 405 (43) 25/12/2014 321A

(73) SUNTORY HOLDINGS LIMITED (JP)
1-40, Dojimahama 2-chome, Kita-ku, Osaka-shi, Osaka 530-8203 Japan

(72) HAYAKAWA, Satoshi (JP); KOBAYASHI, Shinichi (JP); NAGAO, Koji (JP);
YAMASHITA, Tatsunori (JP).

(74) Cong ty TNHH Tam nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)

(54) PO UONG TU TRA PONG GOI

(57) Sang ché dé cap dén dd udng tir tra .dong goi cho vi umami va kokumi manh nhung ¢6
d6 se giam trong khi dat duoc sy can bang tot gilta vi umami va do se, cing nhu thé hién
su lang can giam ngay ca khi dugc bao quan trong thoi gian dai. Cu thé, sang ché dé cap
dén dd udng tir tra déng goi chira cac thanh phan (a) dén (c):

(a) 0,003-0,1% pectin thu dugc tur 14 che,

(b) 0,1-20 pg/ml glyxeroglycolipit, va

(¢) 100-600ppm hop chat catechin,
trong d6, 6 udng tir tra dong goi co do duc (hé sé hip thy & mat do quang 680nm) 13 0,25
hoac nhoé hon.
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Linh vue k§ thut dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén do ubng chira pectin thu duoc tir 14 ché, va phuong phép

san xuét do udng nay.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

Trong nhiing nam gan day, nhidu dd ubng duoc dong goi trong céc loai do
chtra khac nhau nhu hop thiée va chai PET da duoc phat trién va ban trén thi truong.
Trong sb céc loai nay, do ubng tir tra duge dong goi thudng dugc tao ra dé ban bang
quy trinh sau day: la ché dugc dua vao chiét v6i dung moi nude nhu nuée dé tao ra
dich chiét tra, ndng do cta dich chiét tra dugc diéu chinh dé thu dugce nong do ctia do
udng. va tiép do d6 udng tao thanh duoc déng géi trong d6 chtra kin nhu hop thiéc
hodc chai PET. Db ubng tir tra duge dong goi nay thuong duge thanh trung trong qué
trinh dun néng bang phuong phap thich hop ddi véi vat li¢u cia d6 chira, cho muc dich
bao quan thoi gian dai, hay noi cach khac dé ngan ngura su Xxam nhiém cua vi sinh vat;
tuy nhién, qud trinh thanh trung nay lam pha huy dang ké huong vi mang tinh chat
luong tét von c6 trong tra. Cu thé, van d& 1a & chd nguoi udng do udng tir tra duge
dong goi da lam lanh thay ring rat kho khan dé nhan duoc huong vi mang tinh chat
luong tdt cta tra nhung lai dé dang cam nhan dugc vi déng va do se cua hop chét
catechin. Van dé khac nira 1a khi d6 udng tir tra duge dong goi duge bao quan trong
mot thoi gian dai, co thé tao ra soi mau tring hodc cac chat ran két cum gidng nhu can
ling. diéu nay co thé lam cho do udng tir tra dong goi xuét hién sy thiéu tuoi méi néu
n6 dugce dong goi trong cac dd udng trong sudt, dan dén lam giam gia tri thuong mai
cua no.

Do d6, mong mudn ¢ duge do udng tir tra dong g6i ma van gitt duoc huong
vi von ¢6 cla tra ngay ca khi udng lanh hodc néng, cling nhu gidm su lang can va/hoic
lang kem ngay ca khi duge bao quan trong thoi gian dai. Vi du bao gdm: do6 udng chira
hop chat catechin & ndng do cao (300-2500mg hop chat catechin trong mdi 500ml do
ubng), d6 udng khac biét & chd vi dang va do se duge lam gidm nhe bang cach dua céc
chit khong phai epime khong phai polyme va cac epime khong phai polyme vao & ty
1¢ cu thé va thém polyme hoa tan trong nude (vi du, pectin phu gia thuc pham) (Tai

liéu patent 1); va do ubng doéng géi duoc diéu ché bang cach dua pectin xo thuc pham
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(0,005-1,3% theo khéi luong) vao dd udng chia hop chit catechin khong phai polyme
(0,05-0,5% theo khéi lugng), dd udng déng goi khac biét & chd no sé tao ra tic dung
lam giam vi dang tot hon, gitt duge huong vi vbn ¢6 trong d6 udng, khong co su ling

can, va co kha nang bao quan dugc trong thoi gian dai (Tai li¢u patent 2).

C6 nhiéu bao cdo khac vé su anh hudng cua pectin hoa tan trong nude lén do
uéng tur tra. MOt vi du 1a bdo céo vé pectin thu dugc tir 1a che (sau day con duoc goi la
‘-‘pectin tu 14 che”), bao cao nay cho rang ham lugng cua catechin va pectin hoa tan
trong nudc trong dich chiét tra 1a c6 lién quan dén do se — do se s€ trd nén manh hon
khi ham luong catechin tdng va ham luong pectin hoa tan trong nude giam (Tai liéu
khong phai patent 1). Bdo cao khac cho rang, trong thir nghiém ma str dung pectin thu
duoc tir trai cdy ho cam quyt, do se cua catechin loai galat (epigalocatechin galat va
epicatechin galat) dugc giam di boi viée tao phurc cua ching voi pectin (Tai liéu khong

phai patent 2).

Mat khac, con dugce bao cao rang trong s cac dd udng ma chira catechin ¢
noéng do cao (0,01-1% theo trong lugng so véi d6 udng) va co pectin hoa tan trong
nuée, polyme khong chtra cadc nhom amin, duge thém vao do, dd udng duoc két hop
pectin tir trdi cdy ho cam quyt khong gap phai vAn d& vé vé bé ngoai nhung c6 do nhat
dang ké va van con hoi dang va se, trong khi trong dd udng duge két hop pectin tur cti
cai duong, pectin dugc thay la twong tac vdi catechin dé tao ra phtrc khong hoa tan,

din dén san pham c6 vé bén ngoai nhu sita khong mong muon (Tai liéu patent 3).

Ngoai ra, do pectin tir 14 ché dugce biét 1a mot trong nhitng nguyén nhan gay ra
su lang cin, dugc dé xuat rang su lang can trong d6 uong tr tra s€ dugc e ché bang

cach lam giam ham luong chét pectin c6 trong dich chiét tra (Tai liéu patent 4 va 5).
Tai liéu trich dan
Tai liéu patent

Tai liéu patent 1: Cong bd don yéu cau cip patent Nhat Ban s6 JP 2002-
238519

Tai liéu patent 2: Cong bd don yéu cau cap patent Nhat Ban s6 JP 2009-55906

Tai liéu patent 3: Cong bd don yéu cau cip patent Nhat Ban s6 JP 2011-
234719
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Tai licu patent 4: Cong bd don yéu cau cdp patent Nhat Ban s JP H06-311847

Tai liéu patent 5: Cong b6 don yéu cau cap patent Nhat Ban s6 JP 2003-
169641

Tai liéu khong phai patent

Tai lieu khong phai patent 1: Matsuo H., Fujita S., et al., “Analysis of
Astringency of Kamairi-cha and Sen-cha”, Nippon Shokuhin Kagaku Kogaku Kaishi,
2012, vol. 59, no. 1, p. 6-16.

Tai liéu khong phai patent 2: Hayashi N., Ujihara T., and Kohata K.,
“Astringency-Reducing Effect of the Formation of Pectin/Galat-type Catechin
Complexes™, Yasai Chagyo Kenkyu Seika Joho, vol. 2005, p. 71-72

Bin chét k§ thuit ciia sang ché

Nhu duoc mo ta trén day, cd nhiing phat hién khac vé su anh huong clia pectin
hoa tan trong nudc 1én huong vi cua dd ubng tur tra, va vi vay khong nhét thiét dugc
két luan rang pectin hoa tan trong nudc 1a hiru hiéu dé lam giam vi ding va do se.
Ngoai ra, sy ¢6 mat cta pectin tur 1a che dugc cho la khong thich hop dé bao quan

trong thoi gian dai.

Muc dich cua sang ché 1a dé xuét do udng tir tra dong goi, dd ubng nay sé dem
lai vi umami va kokumi manh nhung c6 do se giam trong khi van can bang tot gitra vi
umami va do se, cling nhu thé hién su ling can giam ngay ca khi duge bao quan trong
thoi gian dai.

Dé giai quyét van dé néu trén, cic tic gia sang ché da nghién ctu su anh
huong cua pectin tir 14 che 1én huong vi. Két qua 1a, cac tac gia sang ché da phat hién
ra rang trong do udng tir tra chita mot lugng cu thé hop chét catechin, pectin tir 14 che
¢ kha nang lam ting cuong vi umami va kokumi von c6 trong tra. Céc tac gia sang
ché con phat hién ra rang, su ling can do pectin tir 14 che va cac yéu t6 khac c6 thé
duoc giam hiéu qua bang cach diéu chinh do duc ctia do udng tir tra chura pectin tur 14
che dé ndm trong khoang cu thé va dua mot lugng nhat dinh glyxeroglycolipit vao; do

do, ho da hoan thanh sang ché.

Cu thé hon, sang ché dé cap dén, nhung khong bi giGi han ¢, cac phuong an

sau day:
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(1) Do uéng tur tra dong goi chura cac thanh ph?m tir (a) dén (c):
(a) 0,003-0,1% pectin thu dugc tur 14 che,
(b) 0,1-20ug/ml glyxeroglycolipit, va
(¢) 100-600ppm hop chit catechin,

trong do, do udng tir tra dong goi co dd duc (hé s6 hip thu ¢ mat do quang 680nm)

bang 0,25 hodc nhé hon; va

(2) D6 udng tir tra nhu duoc néu trong muc (1), trong do, ty 1€ cta hop chét catechin
loai galat (¢’) trong Thanh phdn (¢) [¢’/c x 100(%)] la nam trong khoang tir 40 dén
95%.

Hiéu qua co6 loi cia sang ché

Theo sang ché, sang ché dé xuat d6 udng tr tra dong géi cho vi umami va
kokumi manh nhung c6 do se giam trong khi dat can bang tdt gitra vi umami va do se,
cling nhu thé hién su ling can giam ngay ca khi dugce bao quan trong thoi gian dai. o
ubng tir tra theo sang ché cho phép ngudi dung thudng thirc mét cach day di vi umami

nhe va vi kokumi von ¢6 trong tra, ngay ca khi udng dé udng tu tra luc lanh.
M0 ta chi tiét sang ché
D0 udng tu tra

Déi voi muc dich cia sang ché, dd udng tir tra la dé chi: tra nhu tra xanh, tra
den, tra 0 long, va tra Pu-erh, dugc tao ra béng cach st dung chu yéu la 1a va’/hoac than
cta cay che (con dugc goi theo tén khoa hoc cua nd, Camellia sinensis), hon hop cua
cac loai tra nay voi gao khong danh bong, lta mach hodc ngt cde tuong tu, hodc cac
thanh phén thuc vat bat ky khac; hodc d6 udng chtra dich long duoc chiét véi dung
moi nudc tu cac thanh phén bao géln chu yéu la 14, than, than dudi dat, ré, hoa, hoac
quéa ctia cac loai cay khac khong phai cdy che, hodc tir hdn hop cta cac thanh phan
nay.

Dd ubng tur tra dong goi theo sang ché bao gdm khong chi db udng tir tra dugc
dong gobi trong céac loai dd chira khac nhau nhu hop, chai PET, va d6 chira bang gidy

va dugc tao ra dé dé dang st dung cho muc dich udng trong thoi gian dai, ma con ca
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d6 udng dugce diéu ché tir dich chiét tra c6 dac ma du dinh dugc st dung dé di€u ché

d6 udng néu trén ddy hoic dé s dung bang cach pha loang tai thoi diém udng.

D udng tir tra theo sang ché bao g6m tra khong 1én men (vi du, tra xanh), tra
ban 1én men (vi du, tra 6 long), va tra Ién men (vi du, tra den). Cu thé, do uéng tur tra
theo sang ché c¢o thé duoc minh hoa béi nhiéu loai tra khac nhau, bao gom: tra khong
1én men dd qua hip (tra xanh) nhu Sencha, Bancha, Hojicha, Gyokuro, Kabusecha, va
Tencha; tra khong 1én men bao gom Kamairicha (tra xanh dugc sao trong binh) nhu
Ureshinocha, Aoyagicha, va tra Trung Qudc; tra ban 1én men nhu Hoshucha, tra
Tekkannon, va tra 6 long; va tra 1én men nhu tra den, Awa-bancha, va tra Pu-erh. Phan
cta cdy ché dé duoc chiét 1a khong bi gigi han mién sao né c6 thé dugc su dung dé
chiét tra ¢o thé uéng duoc — 14, than va/hodc cac phﬁn khac c6 thé duoc st dung khi
thich hop. Dang cua phén duoc sir dung 12 khong bi gidi han — 14 to, bot va dang bat ky

khac déu duoc.

Hiéu qua cua sang ché c6 thé duge cam nhan rd rét dac biét ¢ do udng tur tra
xanh dugc diéu ché bang cach st dung dich chiét tra xanh lam thanh phan chinh; do
do, tra xanh 1la mot trong nhitng phuong an dugc uu tién cua sang ché. Vi du ve tra

xanh bao gobm Sencha, Bancha, Gyokuro, Tencha va Kamairicha.
Thanh phan hoat tinh

Do udng tr tra déng goi theo sang ché chira mot luong cu thé hop chét
catechin, ciing nhu pectin tir 1a ché (Thanh phan (a)) va glyxeroglycolipit (Thanh phan
(b)). Trong dd udng tir tra theo sang ché, pectin tir 1a che va glyxeroglycolipit ciing tac
dong 1én nhau, nho do ca hai déu thuc hién chire nang nhu la thanh phén hoat tinh, cu
thé hon la lam chit giam vi déng va/hoic lam chit tang cuong vi kokumi.
Glyxeroglycolipit con lam tang hiéu qua kha ning 6n dinh khi bao quan cta pectin tir
14 che.

Trong db udng tir tra theo sang ché, Thanh phan (a) duoc dua vao sao cho dam
bao rang ham lugng theo trong lugng cta thanh phan nay so véi trong lugng clia do
ubng tir tra 1a ndm trong khoang tir 0,003 dén 0,1%, t6t hon 1a tir 0,003 dén 0,02%. Khi
pectin tur 14 che ¢6 mat véi lugng 16n hon 0,1%, ¢o6 thé ¢6 truong hop trong do su ling
can khong thé bi uc ché mac du da dua glyxeroglycolipit vao. Mat khéc, khi pectin tir

14 ché chi ¢c6 mat véi lugng nho hon 0,003%, ¢co thé co truong hop trong dé tac dung
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lam tang vi kokumi cua pectin tir 14 ch¢ khong thé cam nhan dugc mot cach dé”ly du.
Nhu duoc dé cap dén ¢ day, thuat ngit “vi kokumi” la thut nglt duge st dung trong
cong nghi¢p huong liéu dé thé hién cac dac tinh khac nhau bao gém tinh lién tuc, vi
trong mi¢ng, d6 dam va do ddc, va co thé duoc phat hién rd rang va dugc phan biét
bang danh gia cam quan cta nhitng thanh vién danh gia duoc huan luyén (sau day
duoc goi la “chuyén vién”). Trong do ubng tir tra theo sang ché, pectin tir 14 che co thé
tao ra vi umami (kokumi) di kém voéi cam gidc dac sét lién tuc, va co thé cho phép
nguoi uéng cam nhan duoc vi dac va cam théy do manh ma cé thé nhan théy khi uéng

xong & tra dugc u trong binh tra st dung 1a ché loai cao cap.

Thanh phan (b) dugc dua vao dé dam bao rang ham luong theo trong luong
ctia thanh phan nay so véi do udng tir tra 1a ndm trong khoang tir 0,1 dén 20ug/ml, tot
hon la tr 0,1 dén 15ug/ml, t6t hon nita 1a tir 0,1 dén 10ug/ml, dac biét tot hon 1a tir 0,1
dén 5pg/ml. Khi ham luong cta thanh phdn nay niam trong khoang néu trén day,
glyxeroglycolipit dong tic dong Ién pectin tir 14 ché, sao cho vi umami kém theo cam
gidc vé do didc c6 thé cam nhan duge khong chi khi ubng xong ma con trong khi udng,
néi cach khéc 1a trong khi db udng tir tra dang & trong miéng. Khi glyxeroglycolipit
chi ¢6 mat voi lugng nhé hon 0,1pug/ml, vi kokumi khong thé nhan cam duoc trong khi
ubng hodc khi uéng xong tham chi ca khi ham lugng cia Thanh phén (a) nam trong
khoang dugc uu tién ctia n, nhu thé khong co dd udng tir tra nao co thé duge tao ra

ma c6 su can bang tot gitra do se va vi umami.

DPé dua cac Thanh phén (a) va (b) & ndng do cu thé duoc néu trén diy vio,
dich chiét tra giau pectin tir 14 ché (sau day con duoc goi 1a “dich chiét tra A”) va dung
dich giau glyxeroglycolipit (sau ddy con duoc goi la “dich chiét B” hodc., néu né la
dich chiét tra, goi 1a “dich chiét tra B) duoc tron véi dich chiét 14 cheé (vi du, tra xanh)

dong vai tro lam thanh phan chinh, nhe d6 tao ra d6 udng tir tra.

Dich chiét tra A ¢6 thé duoc diéu ché bé'mg cach dua la che thuong duogc coi la
1a che loai chét luong cao, nhu Gyokuro va Matcha, qua budc xu ly chiét bang dung
moi nude nhu nude. Cac diéu kién chiét (vi du, nhiét do, thoi gian) co thé duoc dat
thich hgp boi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vurc k¥ thuat nay tuy thudc vao
loai 14 ché dugc st dung. Mot vi du duge uu tién vé diéu kién chiét Sencha 1a chiét

bing nude & nhiét do khoang 70-100°C (5t hon 1a & 80-95°C). Trong quy trinh chiét
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nay, hiéu qua cua viéc chiét con c6 thé dugc cai thién bang cach, vi du, thuc hién xu ly

s0 bo nhu thém axit vao dung méi chiét dé tao ra dung moi axit hoac nghién 1 che.

Cac tac gia sang ché da phat hién ra rang, dich chiét tra thu dugc bang cach xir
ly va chiét 1a che bang xenlulaza co it hoat tinh pectinaza (sau day con dugc goi la
“dich chiét dugc xur Iy bang enzym’™) chua pectin tur 1a che ¢ noéng do cao. Dich chiét
duoc xtr ly bang enzym nay co thé duge nhic dén lam vi du vé phuong 4n uu tién cla
dich chiét tra A theo séng ché. Dich chiét dugc xir Iy bang enzym t6t hon la duoc didu
ché bang cach st dung xenlulaza gan nhu khong c6 hoat tinh pectinaza. Cu thé, dich
chiét nay duoc diéu ché bang cach sir dung xenlulaza ma ko chi c6 chuan do xenlulaza
it nhat 1a 50 don vi/g, t5t hon 1a ft nhat 100 don vi/g, tot hon nira 1a it nhat 200 don
vi/g, ma con c6 it hoat tinh pectinaza nhét c6 thé. Hoat tinh xenlulaza cia mot don vi
duoc xac dinh nhu sau: mot don vi la lugng xenlulaza tac dong 1én natri carboxymetyl
xenluloza & 37°C va lam hiéu sudt giam twong Ung véi glucoza la 1pmol moi phut
trong sudt giai doan phan Gmg sém. Hoat tinh pectinaza duoc thu nghiém bang quy
trinh dugc néu dudi day. Néu ty 1& tuong dbi cia do nhot cua dung dich thir nghiém
tao thanh so voi do nhét ctia dung dich pectin khong duoc xu ly (ty 1€ do nhdt) la it
nhét 80%. t6t hon 1 it nhét 85%, t5t hon nita 1a it nhit 90%, con tét hon nita la it nhat
95%. xenlulaza duogc st dung trong dung dich thir nghiém nay co thé dugc st dung dé
chiét. Quy trinh thtr nghiém: dung dich thir nghi¢m chra 0,5% trong lugng pectin, va
duoc diéu ché bang dém axetat c6 do pH la 5.4; xenlulaza dugc thém vao dung dich
thir nghiém sao cho xenlulaza 1a 1% trong luong so voi pectin trong dung dich; phan
mg cta xenlulaza dugc thuc hién ¢ 37°C trong 16 gio; dung dich tao thanh dugc xu ly
& 90°C trong 10 phut dé bat hoat enzym; va tiép d6 do nhdt cua dung dich da duoc bat
hoat dugc xac dinh bang may do do nhét dang rung diéu chinh song phan nhanh
(tuning-fork vibration viscometer) 6 24.,5°C dé xac dinh ty 1& do nhét so véi dung dich
pectin khong duge xur ly (dung dich thir nghi€ém trudc khi xtr Iy bang xenlulaza). Vi du
duoc uu tién vé xenlulaza c6 it hoat tinh pectinaza tap bao gém xenlulaza thu duogc tu
céc chung Tricoderma, nhu Cenllulase Amano T4 (Amano Enzyme Inc.) va
Sumizyme C (Shin Nihon Chemical Co. Ltd.). Do dich chiét dugc xu ly bang enzym
nay c6 huong vi tdt, khong co ling can, lang kem hodc céc vén dé khéc, va vé bé ngoai
bat mat, nd co thé duoc dua truc tiép vao dich chiét tra A trong dd uéng tu tra theo

sang ché ma khong can bude xt ly ddc biét bét ky sau do. Ngoai ra, dich chiét tra nay
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c6 thé dugce st dung & dang nguyén trang (long) hodc ¢ dang dugc nghién bang

phuong phap thich hgp nhu phuong phap sdy dong hoic sdy phun.

DP&i voi muc dich cia sang ché nay, glyxeroglycolipit cua Thanh phan (b)
dung dé chi glycolipit, trong dé chudi duong chira tr mot dén ba monosacarit duoc
lién két glycosit vdi nhém hydroxyl cua diaxylglyxerol. Vi du v& Thanh phan (b) bao
g6m monogalactosyl diglyxerit (MGDG) va digalactosyl diglyxerit (DGDG). Lam
dich chiét B, c6 thé sir dung dung dich dugc tong hop bing phuong phdp thong thuong
hodc hop chit ¢6 ban sdn trén thi trudng; tuy nhién, vu tién st dung dung dich tur nhién
(dich chiét) giau glyxeroglycolipit 1am dich chiét B theo quan diém vé huong vi, va
duoc ddc biét vu tién la st dung dich chiét tra giau glyxeroglycolipit tir 14 che, hodc
san phdm duge tinh ché hodc tinh ché tho cua n6 (dich chiét tra B). Dich chiét tra B ¢6
thé duoc diéu ché béng cach, vi du, dua la che da dugc nghién dé pha v& thanh té bao
bang phuong phép nghién xay bang dé, qua buéc chiét bang nudc hodc loai twong tu
dé rira giai thanh phan mang té bao (tham khao Japanese Patent Domestic Re-

publication No. JP 2009-116,538).

Trong khi do, trong d6 ubng tur tra theo sang ché, quan trong la diéu chinh ham
luong hop chét catechin nam trong khoang tir 0,01 dén 0,06% (100-600ppm). tot hon
la ndm trong khoang tir 0,02 dén 0,05% (200-500ppm), so véi trong luong cia do
ubng tir tra. Khi ham lugng hop chét catechin vuot qua 600ppm, ¢6 thé ¢6 truong hop
trong do nguoi dung co thé cam thdy vi ddng hodc do se gy kich ung nhung khong
thé cam nhan duoc cam gidc trong miéng dugc dem lai boi tdc dong két hop cia pectin
tu 14 che va glyxeroglycolipit theo sang ché, khi ho dua dd udng tir tra vao miéng.
Ngoai ra, khi ham luong hop chét catechin vuot qua 600ppm, do 6n dinh khi bao quan
ctia dd udng tur tra c6 thé bi hong bai twong tdc voi pectin va hop chét tuong tu. Mt
khac, khi ham lugng hop chét catechin nhé hon 100ppm, ¢6 thé co truong hop ma
trong do6 nguoi dung khong thé cadm nhén duoc vi umami von 6 cua tra, néi cach khac
14 vi umami di kém cam giéc lién tuc cia do ddc, ma ho co thé cam théy thich thu khi
dua dd udng tr tra vao miéng (trong qua trinh ubng). Poi véi muc dich cua sang ché
nay, thudt ngt “hop chat catechin” 1a tén chung cho catechin, epicatechin.
galocatechin, epigalocatechin, catechin galat, epicatechin galat, galocatechin galat, va
epigalocatechin galat. Ngoai ra, nham muc dich xac nhan, ham lugng dugc néu trén

day dung dé chi tong luong ctia céc hop chét nay.
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Ché pham cta hop chét catechin 1a khong bi gi¢i han cu thé. Tuy nhién, ngay
ca khi pectin tur 14 che va glyxeroglycolipit theo sang ché duoc sir dung cing vé6i hop
chit catechin loai galat (thudt ng@t nay la tén chung dugc st dung cu thé cho catechin
galat, epicatechin galat, galocatechin galat, va epigalocatechin galat) ma dugc coi la ¢o
vi ding va do se dac biét manh, pectin tr 14 ché va glyxeroglycolipit ¢o thé gdy anh
huong dang ké 1én loai hop chat catechin nay va tao ra dd udng tir tra co su cén bang
thich hgp gitra vi umami va do se. Do do, dd ubng tur tra chua ty 18 cta hop chat
catechin loai galat cao con ¢c6 thé dugc dé cap dén la mot trong nhitng phuong an uu
tién cua sang ché. Cu thé, ty 1& ciia hop chét catechin loai galat trong hop chét catechin
([khéi lugng cua hop chat catechin loai galat]/ [khéi luong cua tit ca hop chat catechin]
x 100%) 1a nam trong khoang tir 40 dén 95%, t&t hon 1a tir 45 dén 90%, t6t hon nita 1a
tr 46 dén 80%.

Ham luong hop chét catechin ¢6 thé dugc diéu chinh béng cach tron dich chiét
14 ché (vi du, tra xanh) déng vai tro [am thanh chinh véi dich chiét tra A va/hoac dich
chiét tra B dugc néu trén day va tiy y thém dich chiét 14 ché dugc co dic cua tra xanh
(vi du, “Polyphenon” c6 ban san trén thi truong (Mitsui Norin Co., Ltd.), “Teaflan™
(ITO EN, Ltd.), va “Sunphenon” (Taiyo Kagaku Co., Ltd.)). Trong nhiéu truong hop,
ty 16 cta hop chit catechin loai galat sé nam trong khoang néu trén ma khong phai xir

Iy cu thé dé diéu chinh no.

Trong dd udng tir tra déng géi theo sang ché, quan trong 1a phai diéu chinh do
duc (h¢ sb hép thu ¢ mat do quang 680nm) dén 0,25 hoic thép hon, hodc tot hon 1a
nim trong khoang tir 0,005 dén 0,25, t5t hon nira 1a nim trong khoang tir 0,010 dén
0,20, dac biét tot hon 1a nam trong khoang tr 0,05 dén 0,2. Khi do duc vuot qué 0,25,
¢6 thé ¢6 truong hop ngudi dung khong thé cam nhan duoc vi dac hodc cam gide vé do
manh vén c6 trong d6 udng tir tra, khi ubng xong, va c6 thé cam thay huong vi khong
d& chiu nhu du vi giéng nhu bot. Ngoai ra, khi do duc vuot qua 0,25, do on dinh khi
bao quan do udng tir tra co thé bi hong do tuong tac véi pectin va loai hop chét tuong
tu. DO duc c6 thé duge didu chinh bing cach dua thanh phan twong tng clia d6 ubng tur
tra dong goi, hodc ché phdm long bang cach tron cac thanh phan nay, qua budc loc
min. Thuat ngt “loc min” dung dé chi budc loc (tach) dé loai bo chat co kich cd

khoang 1um hodc 16n hon, va c¢6 thé dugc ldy vi du bang phuong phap loc bing dat
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diatomit, loc sir dung bd loc, loc mang MF, loc mang UF, va ly tam, trong do ly tdm

duoc ddc biét uu tién theo quan diém vé huong vi.

V&i dd udng tir tra dong goi theo sang ché, cac chat phu gia khac nhau co thé
duge thém vao, riéng ré hoidc két hop, nhu chét chéng oxy hoa, chét nhii hoa, chat bao
quan, chat diéu chinh d¢ pH, chét tao huong vi, gia vi, chat tao ngot, chat axit hoa, va
chat 1am 6n dinh chét luong. Theo quan diém vé huong vi, cu thé hon 14 & khia canh
c6 thé thuéng thire huong vi von ¢6 trong tra, duogc uu tién 1a khong c6 chét tao huong
Vi, gia Vi, chét tao ngot, chét axit hoa hodc chét twong tu khac nao dugc thém vao, va
theo quan diém vé& d6 6n dinh khi bao quan, duoc wu tién la do pH duoc diéu chinh

dén khoang tr 5,0 dén 7.0.
Vi du thwe hién sang ché
Sau day, sang ché s& dugc md ta chi tiét hon bang cac vi du, nhung sang ché

khong bi giGi han ¢ cac vi du nay. Cho muc dich cua sang ché, tat ca cac khoang so

duoc dua ra ¢ ddy bao gdbm ca cac diém mut ctia no.
Vidul

1. Ché bién dd udng tir tra

(1) Diéu ché dich chiét tra giau pectin (dich chiét tra A)

10g 14 che xanh (da duogc sao qua) duoc dua vao dd chaa doéng kin co trang bi
bo khudy, va 180ml nudc trao d6i ion & 40°C duogc thém vao dé ngam 14 cheé xanh.
Thém 0,2g ché phdm xenlulaza (“Sumizyme C”, san pham cua Shin Nihon Chemical
Co. Ltd.) vao dich 16ng nay, va gitt nhiét do & 40°C, hon hop duge khuay trong 16 gid
dé thuc hién xtr ly enzym. Sau do, dich 1éng da dugc xtr ly bang enzym tao thanh duoc

dun néng & 90°C trong 10 phut dé lam bat hoat enzym, sau d6 thu dugc dich chiét tra.
(2) Diéu ché dich chiét tra giau glyxeroglycolipit (dich chiét tra B)

Cho 200ml nuéc 4m (35°C) vao 0,4g 14 ché ma da dugc nghién trén may
nghién da, va dich 16ng dugc dé yén trong 5 phut va tiép d6 duoc ly tim dé tach va
loai bo chét rédn ¢ ¢ hat tuong ddi lom. Tiép theo, dich loc dugc dua tiép qua mang
loc & nhiét d6 trong phong (c¢& 10, 0.45um; Juji Field Inc.; bd loc khong vo tring 13A
ddi voi mau chira nudce) dé loai bo chét ran khong hoa tan, sau do thu duoc dich chiét

tra B.
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(3) Ché bién d6 udng tur tra

7g 14 ché Sencha duoc chiét véi 200ml nude néng (90°C) trong S phut, va
budc tach rén—l()ng dugc thue hién dé thu duoc dich chiét tra (sau day con duoc goi la
“dich chiét co ban”) lam thanh phén co ban dé tao ra do uéng tir tra. Thém dich chiét
tra A va B ma vira duoc diéu ché trong budce (1) va (2) trén day vao dich chiét co ban
dé tao ra dd udng tur tra chua cac thanh phéan tuong tmg véi ty 1é dugc néu cu thé trong
Bang 1. Sau khi tiét tring bing UHT, 500ml mdi trong sb cac do udng tir tra dugc

dong vao dd chira (chai PET).
(4) Dénh gia

D6 udng tur tra vira duoc tao ra duge dem di danh gid cam quan bdi 5 chuyén
vién. Panh gia dugc thuc hién dua trén quan diém vé do manh cua do se/vi déng va
cuong do cua vi kokumi (O: can bang tot gitra vi kokumi va do se; /\: can bang &
muc nhéat dinh gitta vi kokumi va do se; va X: can béng kém gitra vi kokumi va do se),
tai thoi diém bat diu udng (ngay sau khi dd udng dugc dua vao miéng), tai thoi diém
trong khi uéng (khi do udng da ¢ trong miéng trong vai gidy), va tai thoi diém udng
xong (ngay sau khi dd uéng duoc nudt xudng). Do udng tir tra con dugce thir nghiém vé
d6 6n dinh khi bao quan bang quy trinh sau day: d6 udng tir tra duge bao quan & 55°C
trong 2 tudn va sau d6 dugc danh gia bang mat thuong vé sy lang can va ling kem (O:

khong hé ling can; A\: lang can it; va X: lang cin nhiéu).

Db ubng tir tra vira thu dugce duge dem di phén tich tiép vé cic thanh phan
khac cua n6 bang phuong phap duoc md ta trong phan 2 dudi day. Ngoai ra, d6 udng
tir tra duoc xac dinh vé do duc (hé ) hép thu & mat do quang 680nm) béng cach su
dung quang phd ké UV-kha kién Shimadzu UV-1600 (véi cic 6 vudng c6 do dai

duong di la 10mm), san phém cua Shimadzu Corporation.
2. Phuong phép phan tich
(1) Xac dinh pectin

Viéc xac dinh pectin dugc thuc hién béng cach xr ly so bo cac mau dé thu
duoc dich 16ng tha nghiém dé xac dinh pectin hoa tan va bang cach xac dinh lugng
axit galacturonic theo phuong phap m-hydroxydiphenyl. Cu thé, etanol 80% thé tich

duoc thém vao tur 0,25 dén lg mau, va hon hop duoc dun néng hoi luu trong 6ng duoc
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lam mat bang khong khi & 80°C trong 1 gio. Tiép d6, hdn hop phan ung dugce cho qua
gidy loc soi thuy tinh, va phan can con lai dugc rira bang etanol 80% thé tich. Nudc
duoc thém vao phﬁn can da duoc rira, va hon hop tao thanh dugc dun nong héi luu
trong dng duoc lam mat bang khong khi trong 1 gio va tiép theo dugc cho qua gidy loc
soi thay tinh. Dich loc duge lam ngudi va dugc pha loang dén thé tich cu thé dé thu
duogc dich long tht nghi€ém dé xac dinh pectin hoa tan. Lugng axit galacturonic tao
thanh duoc dinh lugng bang phuong phap m-hydroxydiphenyl. Trong quy trinh dinh
luong bang cach sir dung m-hydroxydiphenyl, luong pectin hoa tan dugc tinh theo
phuong trinh sau day st dung 0,91 lam hé s6 hiéu chinh (axit galacturonic dugc su

dung lam chét chuan noi).
Luong pectin hoa tan = lugng axit galacturonic x 0,91
(i1) Xac dinh glyxeroglycolipit

Mbi mau duge loc trong didu kién 4p suat bang cach st dung mang siéu loc
(Millipore Corporation; Biomax Ultrafiltration Discs, PBMK, polyetesulfon, 300.000
NMWL), va phan cin con lai trén mang duoc thu gom dé thu dugc phan doan co trong
lugng phan tu 1a 300.000 hoac 16n hon. Phan doan tao thanh dugc hoa tan trong nudc,
va dung dich duogc axit hoa bang HCIl va duoc phan bd thanh hai pha 1ong sir dung etyl
axetat. Trong hai pha, pha etyl axetat dugc hép phu vao cot chiét pha ran ODS (Waters
Corporation; Sep-Pak Plus C18) va dugc dua di phan doan va rtra gidi su dung dung
mdi hdn hop nudc/etanol trong khi ndng do etanol dugc thay doi lién tuc. Trong s6 cac
phan doan tao thanh, phan doan dugc phan bd trén ODS vai etanol 100% duoc dua
qua sic ky pha nguoc dé thuc hién phan tich dinh lugng glyxeroglycolipit. Cac diéu

kién phan tich dugc néu dudi day.

Cot pha nguoce: TSK-GEL (Tosoh Corporation; duong kinh trong ID 4,6mm x
chiéu dai L 150mm)

Thé tich tiém mau: 10pl

Téc do chay: 1,0ml/phut.

Bo6 do RI: Shimadzu RIA-10A
Dung moi rtra giai: metanol 95%

Nhiét do: 40°C
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(iii) Xéc dinh hop chat catechin

Hop chit catechin duogc xac dinh béng HPLC. Quy trinh x4c dinh cu thé 1a

nhu sau.
Hé HPLC: Tosoh HPLC System LC8020 model II
Cot: TSKgel ODS80T sQA (4,6mm x 150mm)
Nhiét do cot: 40°C
Pha dong A: Nudc:axetonitril:axit trifloaxetic (ty 1€ 90:10:0,05)
Pha dong B: Nudc:axetonitril:axit trifloaxetic (ty 1¢ 20:80:0,05)
Phat hién: UV 275nm
Thé tich tiém: 20ul

Tdc do chay: 1 ml/phut.

Chuong trinh gradien:

Thoi gian (phut) % A % B
0 100 0

5 92 8

11 90 10
21 90 10
22 0 100
29 0 100
30 100 0

Chat tham chiéu: Catechin, epicatechin, galocatechin, epigalocatechin,
catechin galat, epicatechin galat, galocatechin galat, va epigalocatechin galat (cac chét

phan ung co6 do tinh khiét cao do Kurita Analysis Service Co., Ltd. san Xuat).

Két qua duoc thé hién trong Bang 1. Trong bang nay, ham lugng cla pectin tir
la che, glyxeroglycolipit (“Glyxero™) va hop chét catechin duoc biéu thi lan luot theo
%, png/ml, va ppm. Db ubng tir tra dong géi, ma théa man tat ca cac yéu cau sau day:

ham luong pectin tur 14 che 12 0,003-0,1%; ham luong glyxeroglycolipit la 0,1-20
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ne/ml; ham luong hop chét catechin 14 100-600 ppm; va do duc (hé¢ s hap thu & mat
do quang 680nm) 1a 0,005-0,25, s€ tao ra vi umami va vi kokumi manh nhung lai ¢6
d6 se giam trong khi dat can bang tot gitra vi umami va do se, cling nhu cho thay murc

d6 lang cin giam ngay ca khi dugc bao quan trong thoi gian dai.
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Bang 1

1 2 3 4 5 6 7 8
Hop chét catechin 80 80 80 80 110 110 | 110 | 110
0D680 0,002 | 0,006 | 0,24 | 0,27 | 0,002 | 0,006 | 0,24 | 0,27
Pectin 0,052 10,052 | 0,052 | 0,052 | 0,052 | 0,052 | 0,052 | 0,052
Glyxero 10 10 10 10 10 10 10 10
Khi bat dau uéng A A A A A 0 0 A
Trong khi udng X X X X A O @) A
Khi udng xong x A @) X X O O X
Do 6n dinh khi bao quan | O 0 O X 8 0 0 x

9 10 11 12 13 14 15 16
Hop chat catechin 590 | 590 | 590 | 590 | 620 | 620 | 620 | 620
0D680 0,002 | 0,006 | 0,24 | 0,27 | 0,002 | 0,006 | 0,24 | 0,27
Pectin 0.052 1 0,052 | 0,052 | 0,052 | 0,052 | 0,052 | 0,052 | 0,052
Glyxero 10 10 10 10 10 10 10 10
Khi bat ddu ubng A @) 0O A X X X X
Trong khi udng A O ) A A A A A
Khi udng xong X O O X X A @) X
D6 6n dinh khi bao quan | O 8 6] X 0 0 0 x

17 18 19 20 21 22 23 24
Hop chat catechin 350 | 350 | 350 | 350 | 350 | 350 | 350 | 350
0D680 0,130 | 0,130 { 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130
Pectin 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,001 | 0,003 | 0,003 | 0,003 | 0,003
Glyxero 0,050 | 0,1 20 25 10,050 0.1 20 25
Khi bat ddu ubng A A A A A 0 0 A
Trong khi udng X A A X X O O X
Khi uéng xong x X X x A O O A
Do 6n dinh khi bao quan | A 0 0 0 A 0 0
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25 26 27 28 29 30 31 32
Hop chat catechin 350 | 350 | 350 | 350 | 350 | 350 | 350 | 350
0D680 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130 | 0,130
Pectin 0,100 | 0,100 | 0,100 | 0,100 | 0,105 | 0,105 | 0,105 | 0,105
Glyxero 0,050 | 0.1 20 25 10,050 0,1 20 25
Khi bat dau uong A 0 8 A A A A A
Trong khi udng X O ) X x A X
Khi uéng xong A O O A X x X X
D6 6n dinh khi bao quan | A o) 0 x X X x
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YEU CAU BAO HOQ
1. Db ubng tir tra dong goi chira cac thanh phan (a) dén (c):
(a) 0,003-0,1% pectin thu duogc tir 14 che,
(b) 0,1-20ug/ml glyxeroglycolipit, va
(¢) 100-600ppm hop chét catechin,

trong d6, d6 udng tir tra dong goi c¢6 d6 duc (hé sé hap thu & mat do quang 680nm) 1a

0,25 hoac nho hon.

2. Db ubng tir tra theo diém 1, trong dé, ty 18 cua hop chit catechin loai galat (c’) trong

thanh phan (c) [¢’/c x 100(%)] nam trong khoang tir 40 dén 95%.
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