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(57) Sang ché dé cap dén quy trinh lam ting d6 6n dinh chéng lai sy oxy hoa cua ché

pham chira axit béo omega-3 da bat bao hoa. Quy trinh nay bao gdm cac budc sau: (i) tao

ra ché phém ban dau chira it nhat mot thanh phéan axit béo omega-3 da bat bao hoa; (ii) tao
ra ché pham lysin; (iii) tron dung dich trong nudce, dung dich nu6e-ruou hodc dung dich
trong ruou ctia ché pham ban dau véi ché pham lysin, va tlep theo, xir Iy hon hop tao thanh
trong cac dleu kién say phun, do do, s€ tao ra san pham ran chira it nhat mot mudi cia
cation c6 ngudn gdc tir lysin v6i anion c6 ngudn gde tir axit béo omega-3 da bat bio hoa;
san phdm c6 ham lugng dung méi SC duoc chon tir nhém sau: SC < 5% trong lugng, SC <

3% trong luong, SC < 1% trong lugng, SC < 0,5% trong lugng. Ngoai ra, sang ché con dé

cap dén ché pham thu duoc bang quy trinh siy phun nay.
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Linh vwe k¥ thuat duoc de cap

Sang ché @& cap dén quy trinh 1am ting d6 6n dinh ctia ché pham chua axit

béo omega-3 da bét bdo hoa chéng lai su oxy héa.

Tinh trang k§ thuit cia sang ché

Nhiéu loi ich v& mit strc khoe c6 lién quan dén viéc hép thu bd sung céc axit
béo da bat bio hoa (axit béo da bat bdo hoa: PUFA) bang mot loat cac chimg ctr thu
thap dugc trong nhiéu thap ky di qua. Viéc ngin ngira bénh tim mach va Iam giam cic
triéu ching cia cac tinh trang viém 13 nhing vi du d& thiy nhét trong s6 nay, tuy
nhién, viéc ngdn ngira cic giai doan thic ddy va tién trién ctia mot s loai bénh ung
thu, 1am giam huyét 4p va mirc cholesterol huyét ciing nhu tic dung tich cuc trong
viéc diéu tri bénh trdm cam va bénh tdm than phan liét, bénh Alzheimer, loan ning doc
va rdi loan thiéu tap trung hoic ting dong, khong ké nhitng bénh khéc, ciing duge bao
c40. Ngoai ra, do mét s6 PUFA dugc coi 1a can thiét dbi v6i su phat trién ctia ndo, hé
thin kinh va mét, ngay nay dinh dudng cho tré so sinh duge bd sung thém PUFA dic
biét.

Tuy nhién, viéc san xuft cic san phém thuc phdm, dinh dudng va dugc phém
chita PUFA bi can trd béi d6 nhay cao cua chiing véi sy hu hong do oxy hoa. Oxy héa
c6 két qua tiéu cuc v& ca dinh dudng 14n cam quan, cu thé 13 n6 lam thay ddi gia tri
dinh dudng nhu phd hily cac axit béo cin thiét; bién mui, giy ra vi kho chiu va mui
manh; nhimmg thay ddi v& mau sic nhu sAm mau chat béo va diu, cling nhu bi mét
huong bi. Su oxy hoa PUFA s& tao ra phtrc hop ca céc san pham oxy héa thir cap dé

bay hoi, va cac san pham nay gay ra vi dac biét kho chiu.
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Ba chién lugc khic nhau d3 dugc md ta trong linh vuc k§ thuét nay va duogc
ung dung trdng cong nghiép dé lam 6n dinh PUFA chdng lai su hu héng do oxy hoa
(Arab-Tehrany E. et al., Trends in Food Science & Technology 25 (2012) 24 — 33):

- thém chat chdng oxy hoa,
- bao vi nang, va
- bién d6i mai truong bao goi.

Mic du thuc té 13 cac chién lugc nay dé ra giai phap dbi véi mot sd van dé lién
quan dén su oxy hoa, van cin cac phuong phap méi dé dap ung dugc nhing thach
thirc cOn tdn tai trong cac trudong hop hién nay va trong twong lai phai thiét 1ap cac
diéu kién bién vé k¥ thuat va kinh té cu thé.

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Hién nay di phat hién ra ring, ché phdm chira axit béo omega-3 da bét bdo hoa
c¢6 thé dugc 1am 6n dinh chéng lai sy oxy hoa bang quy trinh bao gdm cac budc sau
day:

(1) tao ra ché phim ban ddu chira it nhit mot thanh phan axit béo omega-3 da bat
bao hoa;
(i)  tao ra ché pham lysin;

(iii))  tron dung dich trong nudc, dung dich nudc-ruou hodc dung dich trong ruou cua
ché phdm ban dau va ché pham lysin, va dua hdn hop tao thanh vao cac diéu kién siy
phun tiép theo, do d6 s€ tao ra san phém rin chtra it nhit mot mudi cia cation c6
ngudn gdc tir lysin v6i anion c6 ngudn gbe tir axit béo omega-3 da bit bdo hoa; san
pham c¢6 ham luong dung méi SC (Solvent Content: Ham leong dung méi) dugc chon
tr nhom sau day: SC < 5% trong lugng, SC < 3% trong lugng, SC < 1% trong luong,
SC <0,5% trong lugng.
MG ta chi tiét sang ché

Trong ban md ta sang ché ndy, thuat ngit PUFA dugc st dung thay dbi véi
thuat ngir axit béo da bat bao hoa va dugc xac dinh nhu sau: Céc axit béo duge phan

loai dua trén chiu dai va dic tinh bao hoa cia mach cacbon. Axit béo mach ngan co

tir 2 dén 6 va thuong 13 bio hoa. Axit béo mach trung binh c6 tir 6 dén 14 nguyén tix
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cacbon va ciing thudng bio hoa. Axit béo mach dai ¢ tir 16 dén 24 nguyén tir cacbon
hoic nhiéu hon va c6 thé dugc bio hoa hoic khong bao hoa. Trong céac axit béo mach
dai hon, c6 thé c6 mot hodc nhidu diém khong bdo hoa, sinh ra thuat ngir “don bat bio
hoa” va “da bat bdo hoa” twong Gmg. Trong ban mod ta sang ché nay, axit béo da bt
bdo hoa mach dai ¢6 20 nguyén tir cacbon hodc nhiéu hon duéi dang axit béo da bét
bdo hoa hoic PUFA.

PUFA dugc phan loai theo sb va vi tri cua cac lién két doi trong céac axit béo
theo danh phap d3 duogc thiét 1ap. C6 hai loai hodc nhém LC-PUFA, tiy thudc vao vi
tri ctia lién két d6i gan v6i nhém metyl cudi clia axit béo: Nhém omega-3 chira lién két
doi ¢ nguyén tur cacbbn thi ba, trong khi nhém omega-6 khong c6 lién két d6i nao cho
dén tan nguyén tir cacbon th sdu. Do d6, axit docosahexaenoic ("DHA") ¢6 chiéu dai
mach 12 22 nguyén tir cacbon cing véi 6 lién két doi bat diu bang nguyén tir cacbon
thtr 3 tir nhém metyl cubi va duoc ky hiéu 13 “22:6 n-3” (toan bo axit cis-
4,7,10,13,16,19-axit docosahexaenoic). PUFA omega-3 quan trong khic la axit
eicosapentaenoic ("EPA") dugc ky hiu 1a “20:5 n-3” (toan b axit cis-5,8,11,14,17-
eicosapentaenoic). PUFA omega-6 quan trong khac 1a axit arachidonic ("ARA") dugc

ky hiéu 13 “20:4 n-6” (toan b axit cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic).
Céac PUFA omega-3 khac bao gom:

Axit eicosatrienoic (ETE) 20:3 (n-3) (toan bd axit cis-11,14,17-eicosatrienoic),
axit eicosatetraenoic (ETA) 20:4 (n-3) (toan b axit cis-8,11,14,17-eicosatetraenoic),
axit heneicosapentaenoic (HPA) 21:5 (n-3) (toan bd axit cis-6,9,12,15,18-
heneicosapentaenoic), axit docosapentaenoic (axit clupanodonic) (DPA) 22:5 (n-3)
(toan bd axit cis-7,10,13,16,19-docosapentaenoic), axit tetracosapentaenoic 24:5 (n-3)
(toan b axit cis-9,12,15,18,21-tetracosapentaenoic), axit tetracosahexaenoic (axit

nisinic) 24:6 (n-3) (toan bg axit cis-6,9,12,15,18,21-tetracosahexaenoic).
PUFA omega-6 khac bao gdm:

Axit eicosadienoic 20:2 (n—6) (toan bd axit cis-11,14-eicosadienoic), axit
dihomo-gama-linolenic (DGLA) 20:3 (n—6) (toan bd axit cis-8,11,14-axit
eicosatrienoic), axit docosadienoic 22:2 (n—6) (toan bg axit cis-13,16-docosadienoic),

axit adrenic 22:4 (n—6) (toan by axit cis-7,10,13,16-docosatetraenoic), axit

_4-
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docosapentaenoic (axit osbond) 22:5 (n—6) (toan b0 axit cis-4,7,10,13,16-
docosapentaenoic), axit tetracosatetraecnoic 24:4 (n—6) (toan bd axit cis-9,12,15,18-
tetracosatetraenoic), axit tetracosapentaenoic 24:5 (n—6) (toan bd axit cis-6,9,12,15,18-

tetracosapentaenoic).

PUFA omega-3 dugc uu tién dugc st dung trong cdc phuong 4n cua sang ché 13 axit

docosahexaenoic ("DHA") va axit eicosapentaenoic ("EPA").

Khéng mudn bi gidi han béi ly thuyét, duong nhu 1a d6 on dinh vé6i su oxy hoa
gia tang s& dat dugc nho quy trinh cta sang ché 13 do két qua ciia su hinh thanh mubi
gifta lysin va PUFA. Khong quan sat dugc mirc gia ting vé do 6n dinh tuong tng ddi
vGi PUFA khi van con axit tu do, hodc tao ra mot phﬁn cuda este hodc mudi vo co, vi du

v6i Nat, K+, Ca2+, ormg2+.

Ché phdm chua axit béo omega-3 da bt bio hoa ma cé thé duoc 1am 6n dinh
chéng lai su oxy hoa bing quy trinh cia sang ché c6 thé 1a ché phim bt ky chira
lwong dang ké axit béo omega-3 da bit bio hoa tu do. Ché phdm nay con c6 thé chira
cac axit béo c6 ngudn gdc tw nhién khac & dang tw do. Ngoai ra, ché phdm nay con c6
thé chtra c4c thanh phdn ma tu ban than chiing 13 & trang thai rén, 16ng hodc khi & nhiét
d6 méi trudong va ap sudt khi quyén tiéu chuan. Cac thanh phan léng tuong tng bao
gdm céc thanh phin ma c6 thé dugc loai bé dé dang biang cach lam bay hoi va do d6
c6 thé duoc coi 13 c4c thanh phin d& bay hoi ciing nhu cac thanh phan ma khé khin dé
loai bé dugc biang cach 1am bay hoi va do d6 c¢6 thé dugc coi 1a cac thanh phan khong
bay hoi. Trong phin md ta sang ché ndy, cac thanh phan khi dugc coi 13 cac thanh
phan dé& bay hoi. Cac thanh phan d& bay hoi thong thudng 13 nuéc, rugu va cacbon
dioxit siéu tdi han.

Ché phém chira axit béo omega-3 da bit bdo hoa ma cé thé dugc 1am 6n dinh
chéng lai su oxy héa bing quy trinh cta sang ché co thé thu duoc tir ngudn nguyén
liéu phit hop bét ky ma, né c6 thé dugc ché bién thém bing phuong phép thich hop bat
ky d& ché bién ngudn nguyén lidu nay. Ngudn nguyén liéu thuong gip bao gbém phin
bét ky ctia phén thit c4, rau va cac thuc vat khéac ciing nhu nguyén liéu c6 ngudn gdc tir
vi khudn va/hodc tir su 1én men tao. Cac nguyén liéu thong thudng ndy con chira lugng

phil hop céc axit béo c6 ngudn gdc tir nhién khéac. Phuong phép thong thudong dé ché
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bién ngudn nguyén liéu nay co thé bao g0m céac budc dé dat dugce dau thd nhu chiét va
tach ngudn nguyén lidu, cling nhu cic budc dé tinh ché dau thd nhu dé ling va khir két
dinh, khtr axit hoa, tdy mau, va khir mui (vi du, xem tai liéu EFSA Scientific Opinion
on Fish oil for Human Consumption). Quy trinh bat ky dé ché bién ngudn nguyén liéu
nay cé thé bao gdm cac bude dé it nhit chuyén hoa duge mot phin este PUFA omega-

3 thanh PUFA omega-3 tu do twong ting hoic mubi vo co ctia no.

Ché phém dugc uu tién chira axit béo omega-3 da bat bio hoa ma c6 thé dugc
lam 6n dinh chdng lai sy oxy hoa bing quy trinh ctia sang ché c6 thé thu dugc tir ché
phdm cht yéu chira este cia PUFA omega-3 va céc axit béo c6 ngudn gbc tu nhién
khac bang cach phén cit cac lién két este va tiép theo loai bod rugu trude d6 duogc lién
két dusi dang este. Tbt hon 14, viéc phan cat este duge thuc hién trong céac diéu kién

bazo. Phuong phép dé phan cit este 1a da biét trong linh vuc k¥ thuat nay.

Trong ban mo ta sang ché nay, ché phdm 6n dinh chéng lai su oxy hoa tirc 1a do
6n dinh ctia ché phdm nay chdng lai su oxy hoa duoc gia ting. Mot phép do dé xéc
dinh d6 6n dinh ctia ché phdm chdng lai su oxy hoa 13 thoi gian quy nap trong thu
nghiém Rancimat. Phuong phap dé thuc hién thtr nghiém Rancimat 1a d3 biét trong
linh vuc k¥ thuat ndy va/hoic dugce cung cip boi nha san xuét thiét bi duoc sit dung dé
thuc hién thir nghiém Rancimat. Phuong phap khac dé xac dinh do 6n dinh cta ché
phim chéng lai sy oxy héa c6 thé thu duoc nhu du6i ddy. Po én dinh cta hai hodc
nhiéu mau ché phdm hodc hop chit bét ky chéng lai sy oxy hoa c6 thé duge so sanh
bang cach (1) ban ddu xac dinh méc do oxy héa ctia mau, tiép theo (2) dua miu vao
cac diéu kién so sanh (oxy héa) va (3) do mirc do oxy héa clia cac mau sau d6. Mau c6
su gia tdng vé muc do oxy hoa nhd nhét s& c6 d6 én dinh chéng lai sy oxy hoa cao
nhét trong cac diéu kién di cho, trong khi d6 mau c6 su gia ting v& mirc dd oxy héa
16n nhét s& c¢6 do 6n dinh chéng lai su oxy héa thip nhit trong cac didu kién da cho.
Su gia ting vé& mirc do oxy héa ctia miu c6 thé dugc biéu thi bing mot thuit ngit tuyét
dbi, tire 1a dusi dang su khéc biét giita cac gia tri thu dugc trude va sau khi dua vao
cac diéu kién oxy hoa, hoic, theo cach khéc, su gia ting c6 thé dugc bidu thi bang
thuat ngit twong ddi, tirc 1a dudi dang ty 18 cta cac gid tri thu dugc trude va sau khi

dua vao céc dicu kién oxy héa. RO rang 13, sy gidam mic dd oxy hoa bat nguon tir viée
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tiép xtc v6i cac didu kién oxy hoa chi ra réng, muc d6 6n dinh rit cao chéng lai su oxy
héa ma nén dugc lam sang t6 nhu 1a mic dd cao hon mac do én dinh ctia mau thu
duge tir mitc dd oxy héa khong thay ddi 13 két qua cua viée tiép xtic mau véi cac diéu
kién oxy héa c6 thé so sanh duoc.

Nhiéu phép do 1a d3 biét trong linh vuc k¥ thuat nay dé xac dinh mic do oxy
héa ctia mau. Theo nghia rong nhit cia sang ché, phép do bit ky c6 thé duge str dung.
Theo phuong 4n dugc uu tién cua sang ché, mot hodc nhiéu phép do sau day s€ dugc
st dung dé xac dinh muc do oxy hoa: Gia tri peroxit (Peroxide Value: PV), Gia tri
anisidin (Anisidine Value: AV), Gia tri totox (Totox Value: TV). PV 1a phép do cho
cac san phdm oxy héa so cip (hinh thanh hydroperoxit & céc lién két doi) va AV 1a
phép do cho cac san phim thoai bién thir cip (hop chat carbonyl). Gi4 tri Totox duoc
tinh 1a Totox = 2*PV + AV (trong d6 PV dugc ghi 18 dén mili duong lugng O, trén
mdi kg mau). Cac quy trinh dé xac dinh gid tri peroxit (PV) va gi4 tri anisidin (AV)
dugc mod ta trong tai li€u chuyén nganh (vi du, xem Official Methods and
Recommended Practices of the AOCS, 6™ Edition 2013, Edited by David Firestone,
ISBN 978-1-893997-74-5; hoic, vi du PV ¢6 thé dugc xac dinh theo Ph. Eur. 2,5,5
(01/2008:20505), AV c6 thé dugc xac dinh theo Ph. Eur. 2,5,36 (01/2008:20536)).

Quy trinh ti€u biéu dé x4c dinh gia tri peroxit (PV) cua mau dugce thuc hién nhu

sau:
Chét phan tng va dung dich:
1. Dung dich axit axetic - cloroform (7,2ml axit axetic va 4,8ml cloroform).
2. Dung dich kali iodua bao hoa. Pugc bdo quén trong t6i.
3. Dung dich natri thiosulfat, 0,1N. C6 ban san trén thi trudng.
4. Dung dich tinh bot 1%. C6 ban san trén thi trudong.
5. Nudc cit hodc nude duge khir ion.
Quy trinh:

Thuc hién viéc xac dinh mau trong cia cac chat phan Uing.
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1. Can 2,00g (£0,02) mau vao binh thity tinh rrlenmeyer c¢6 nit diy dung tich 100ml.
Ghi trong luong chinh x4c dén 0,01g.

2. Bang xy-lanh c6 chia vach, thém 12ml dung dich axit axetic - cloroform.

3. Lic binh cho dén khi mau duoc hoa tan hoan todn (IAm 4m can than trén mot dia

néng c6 thé 13 can thiét).
4. Bang cach st dung pipet Mohr 1ml, thém 0,2ml dung dich kali iodua bdo hoa.
5. Day binh lai va lic dung dich bén trong binh trong dting 1 phiit.

6. Ngay Iap tic thém béng xy-lanh c6 chia vach, 12ml nuéc cit hodc nudc duge khir

ion, day binh lai va lic manh dé giai phéng iot ra khoi 16p cloroform.
7. Nap déy buret bang dung dich natri thiosulfat 0,1N.

8. Néu mau ban dau ctia dung dich 1a mau cam d6 dam, chuan do tir tir bang cach tron
cho dén khi mau sang dan 1én. Néu dung dich lic ban dau c6 mau ho phach sang, quay

trd lai bude 9.

9. Bang cach sir dung co cAu phén tan, thém Iml dung dich tinh bt 1am chét chi thi.

10. Chuén dd cho dén khi mau xanh xam bién mat & 16p nuéc (16p phia trén).

11. Ghi lai chinh x4c s6 ml cta chit chudn d6 duoc st dung dén hai s thap phan.
Tinh toan:

S = chuin d6 miu

B= chuin d6 miu tréng

Gia tri peroxit = (S - B) * N thiosulfat * 1000/trong lwrong mau

Quy trinh tiéu biéu dé x4c dinh Gia tri anisidin (AV) cia mau dugc thuc hién

nhu sau:

Gi4 tri anisidin dugce xac dinh 12 100 14n mat do quang do dugc trong lcm té
bao cia dung dich chira 1g chét dugc dua vao xét nghiém trong 100ml hdn hop cia
dung mo6i va cac chit phan tng theo phuong phap sau ddy. Thuc hién cic budc cang

nhanh cang tdc, tranh dé _tiép xUc v6i anh sdng quang hoa.
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Dung dich thir nghiém (a): Hoa tan 0,500g chét dugc dua vao thir nghiém trong

trimetylpentan va pha lodng dén 25,0ml bang dung méi tuong tu.

Dung dich thtt nghiém (b): (a) thém 1,0ml dung dich 2,5g/l chtra p-anisidin
trong axit axetic bing vao 5,0ml dung dich thir nghiém, lic va bao quan tranh anh

sang.

Dung dich d6i chimg: thém 1,0ml dung dich 2,5g/1 chtta p-anisidin trong axit
axetic bang vao 5,0ml trimetylpentan, lic va bao quan tranh 4nh sing. X4c dinh hé s6
hép thu cta dung dich thir nghiém (a) & budc séng t6i da 350nm bang cach sir dung
trimetylpentan 1am dich 16ng bu. Xéac dinh hé sb hap thu ctia dung dich thir nghiém (b)
O budce séng 350nm trong ding 10 phut sau khi n6 dugce diéu ché, bang cach st dung
dung dich ddi chtng l1am dich léng bu. Tinh toan gi4 tri anisidin (AV) tir cong thirc

sau:

AV = (25%(1,2*A1 — A2))/m

A1l = hé s6 hip thu cua dung dich thir nghiém (b) & budc séng 350nm,
A2 =hé sb hip thu cta dung dich thir nghiém (a) & buéc séng 350nm,

m = khéi lwong ctia chit duoc dwa vao thir nghiém trong dung dich thir nghiém (a),

tinh theo gam.

Khi so sanh d6 én dinh cua mau chéng lai su oxy hoa béng cach (1) xac dinh
mitc do oxy héa, (2) dua vao cac didu kién oxy héa, va (3) xac dinh mirc d6 oxy hoa
lai 1 14n niva, trong ban mo ta sang ché nay, tdt hon 13, muc dd oxy hoéa trong cac budce
(1) va (3) duoc danh gia bang cich xac dinh Gia tri peroxit (Peroxide Value: PV)
va/hodc Gia tri anisidin (4nisidine Value: AV); hon nita, tdt hon 13, cac diéu kién oxXy
héa trong budc (2) duge chon tir mot trong sb cic diéu kién sau ddy: bao quan trong
dd chira mé duoc tiép xuc voi khong khi & nhiét ¢ moi trudng trong khodng thoi gian
xé4c dinh trude 13 it nhit 10 ngdy; bao quéan trong dd chira mé tiép xtic véi khong khi &

50°C trong khoang thoi gian x4c dinh trudc 13 it nhét 3 ngay.

Trong ban mo ta sang ché nay, viéc lam tang d¢ On dinh cia ché pham chong

lai su oxy hoa bang mét quy trinh tirc 13 it nhit mot bién phap mo ta d6 on dinh cta
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ché phém chéng lai su oxy hda, vi du it nhat mot bién phap nhu dugce md ta trén day,

s& duoc gia ting sau khi ché phdm duoc dua vao quy trinh.

Trong ban mé ta sang ché nay, ché phim ban dau chua it nhit mot thanh phan
axit béo omega-3 da bit bdo hoa c6 thé 1a ché phdm bat ky chira luong dang ké it nhét
mot thanh phan axit béo omega-3 da bét bio hoa, trong d6 mbi loai (tirc 14 loai phan
tir) cia PUFA omega-3 tu do (v6i thuat ngit “tu do” thé hién su c6 mit cua chitc axit
carboxylic t do) cAu thinh nén thanh phén axit béo omega-3 da bat bdo hoa khac. Ché
phim nay con c6 thé chua cac axit béo ¢6 ngudn gdc tu nhién khic & dang tu do.
Ngoai ra, ché phdm ndy con cé thé chia cac thanh phdn ma tu ban than ching 13 &
trang thai rén, 1ong hodc khi & nhiét d6 méi truong va 4p sudt khi quyén tiéu chuan.
Céc thanh phn 16ng tuong Gng bao gdm cac thanh phin ma cé thé duge loai bé dé
dang bing cach 1am bay hoi va do d6 c6 thé dugc coi 14 cac thanh phan d& bay hoi
cling nhu c4c thanh phan ma khé khan dé loai bo duoc bang cach lam bay hoi va do d6
c6 thé duoc coi 14 c4c thanh phin khong bay hoi. Trong phin mé ta sang ché ndy, cac
thanh phin khi dugc coi 13 c4c thanh phin d& bay hoi. Céac thanh phin dé bay hoi

thong thudng 1a nude, rugu va cacbon dioxit si€u té1 han.

Theo d6, ché phdm ban dau théng thudong, khong ké dén cac thanh phan dé bay
hoi, c6 ham luong PUFA 14 PC (tic 13 tbng ham lugng ctia mdt hodc nhiéu axit béo
omega-3 da bat bdo hoa ti do) it nhit 13 25% trong luong, tdi da 1a 75% trong luong
c4c axit béo c6 ngudn gde ty nhién khac & dang tu do, va tdi da 13 5% trong lugng clia
c4c thanh phin khac ma tu ban than chung 13 & trang thai rdn hodc 16ng & nhiét do moi
truong va 4p suét khi quyén tiéu chudn. Tuy nhién, mic d6 cao hon cua axit béo
omega-3 da bét bio hoa c6 thé thu duoc biang cach tinh ché nguyén liéu ban diu twong
tng. Theo phwong 4n dugc wu tién cla sang ché, ché phim ban dau, khong ké dén cac
thanh phan d& bay hoi, c6 ham lugng PUFA 14 PC (ttrc 13 tong ham lugng clia mot
hodc nhiéu axit béo omega-3 da bt bdo hoa tur do) la it nhét 50% trong luong, tdi da 1a
50% trong luong cac axit béo cb ngudn gde tu nhién khac & dang tu do, va t6i da 13
5% trong lwong cla c4c thanh phin khac ma tur ban than ching 13 & trang thai ran hoic
16ng & nhiét d6 mai truong va ap sudt khi quyén tiéu chudn. Theo phuong 4n dugc wu

tién khac cua sang ché, ché phidm ban diu, khong ké dén cac thanh phan dé bay hoi, c6
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ham luong PUFA 13 PC (tirc 13 tdng ham luong ctia mot hodc nhiéu axit béo omega-3
da bit bdo hoa tu do) 14 it nhit 75% trong luong, ti da 1a 25% trong luong céc axit
béo c6 ngudn gdc ty nhién khac & dang tu do, va tdi da 13 5% trong lugng clia cac
thanh phin khic ma tu ban thin chung 13 ¢ trang thai ran hodc 1éng & nhiét d6 moi
trudng va 4p sudt khi quyén tiéu chuan. Theo phuong 4n dugc uu tién khac cia sing
ché, ché phim ban dau, khong ké dén cac thanh phan dé& bay hoi, c6 ham lugng PUFA
13 PC (tirc 12 tdng ham luong ciia mdt hodc nhidu axit béo omega-3 da bét bdo hoa tu
do) la it nhit 90% trong luong, t6i da 1a 10% trong luong cac axit béo c6 ngudn gdc tur
nhién khac & dang tu do, va t6i da 1a 5% trong luong cuia cac thanh phin khac ma tu
ban than ching 13 & trang thai rin hoic léng & nhiét dd moi truong va ap sut khi
quyén tiéu chuin. Theo phuong an duoc uu tién khéac ctia sang ché, ché phdm ban dau,
khong ké dén céc thanh phin d& bay hoi, ¢6 ham luong PUFA 1a PC (tirc 13 tong ham
luong ciia mot hodc nhiéu axit béo omega-3 da bat bio hoa tu do) 13 it nhit 90% trong
luong, t6i da 1a 10% trong luong céc axit béo ¢ ngudn gde tu nhién khac & dang tu
do, va t6i da 1a 1% trong luong cta cac thanh phin khic ma tu ban than ching 13 &

trang thai ran hodc 16ng & nhiét d0 moi trudong va ap suat khi quyeén tiéu chuan.

Ché phdm lysin dugc cho trong budc (ii) cia quy trinh theo sang ché 1a ché
phim chira lugng dang ké lysin tw do (Lys). Ché pham lysin con c6 thé chira cac thanh
phin ma tir ban than chung 13 & trang thai rén, 10ng hodc khi & nhiét do mdi trudng va
ap sudt khi quyén tiéu chuin. C4c thanh phén 16ng tuong tng bao gdm céc thanh phan
ma c6 thé dugc loai bo d& dang bang cach 1am bay hoi va do d6 ¢ thé duge coi 14 cac
thanh phin d& bay hoi ciing nhu cdc thanh phin ma kho khan dé loai bé dugc bing
cach 1am bay hoi va do d6 c6 thé duogc coi 13 cac thanh phan khong bay hoi. Trong
phan mé ta sang ché nay, cac thanh phan khi dwgc coi 13 cac thanh phén dé bay hoi.
Céc thanh phén d& bay hoi thong thuong 13 nudc, ruou va cacbon dioxit siéu téi han.
Ché pham lysin thong thudng chira it nhat 95% trong lugng, 97% trong luong, 98%
trong luong, or 99% trong luong lysin tur do, khong ké dén cac thanh phan dé bay hoi.
Ché phém lysin dugc wu tién chua it nhit 98% trong luong lysin tu do, khong ké dén
c4c thanh phan d& bay hoi.
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Theo phuong 4n dugc uu tién ciia sang ché, khong ké dén cac thanh phan dé
bay hoi, ché phim ban diu chira chi yéu 13 PUFA tu do va cac axit béo c6 ngudn gbc
tu nhién khac & dang tu do va ché phém lysin chua chu yéu 1a lysin tu do, do d6 s€ tao
ra thanh phdm chi yéu 1a chtra mubi cta lysin véi PUFA va cac axit béo c6 ngudn gbc
tu nhién khac.

Theo d6, trong phuong an dugc wu tién cia sang ché, ché phdm ban diu trong
budc (i) va ché pham lysin trong budc (ii) duoc tao ra theo cach ma it nhét sp% trong
lugng cta san phim chia mot hoaé nhidu mudi cta céc cation c6 ngudn gde tir lysin
v6i cac anion ¢6 ngudn gde tir mot hodc nhidu axit béo omega-3 da bit bio hoa va cac

axit béo co nguén géc tu nhién khéc, trong do6 sp dugc chon tir 90, 95, 97, 98, 99, 100.

Trong buéc (iii) ciia quy trinh theo sang ché, ché phdm ban dau va ché phdm
lysin duge két hop voi nhau. Bude két hop nay cé thé duge thuc hién bang phuong
phép bt ky cho phép hinh thanh ché phdm san phim chira it nhit moét mudi cia cation
c6 ngudn gde tir lysin véi anion c6 ngudn gde tir axit béo omega-3 da bat bio hoa.
Theo d6, cach théng thudng dé két hop ché phdm ban dau va ché pham lysin c6 thé 1a
tron dung dich trong nuéc, dung dich nuée-rugu hodc dung dich trong rugu ciia mdi
loai va tiép theo loai bo dung mdi. Theo cach khic, tiry thudc vao cac thanh phin con
lai ctia ché phdm ban diu va ché phim lysin, c6 thé khéng can thiét dé thém dung méi
nhung c6 thé 13 thich hop dé két hop truc tiép ché phdm ban diu va ché phim lysin.
Trong ban md ta sang ché nay, cach thirc dugc wu tién dé két hop ché pham ban dau va
ché pham lysin 13 tron dung dich trong nuéc, dung dich nude-rugu hoic dung dich
trong ruou ctia mdi loai va tiép theo loai bo dung méi.

Trong ban mo ta sang ché ndy, cation c6 ngudn gbc tir lysin 1a cation thu dugc
bang cach proton hoa lysin.

Trong ban mo ta sang ché nay, anion cé ngudn gdc tir axit béo omega-3 da bat
bao hoa 13 anion thu dugc bang cach khir proton hoa axit béo omega-3 da bét bdo hoa.

Cén Iuu ¥ rang, mudi cia lysin véi axit béo da bat bdo hoa ban than né da duoc
biét trong linh vuc k¥ thuat nay (xem EP 0734373 B1), tuy nhién, khong biét duoc
rang, mudi ndy c6 do dn dinh véi su thoai bién do oxy hoa 16n hon so véi PUFA tu do

hoac PUFA-este.
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Xét vé do 6n dinh thuc chét cia mubi cta lysin v6i PUFA omega-3, khong can
thiét phai thém lugng déng ké chit chéng oxy hoéa vio cac mudi nay. Theo do, trong
phuong 4n dugc wu tién cia sang ché, san phim thu dugc trong budec (jii) chta lugng
khong dang ké cac chit chdng oxy hoa, trong d6 lwong khong dang ké tirc 13 ché phdm
nay chia it hon 5% trong lugng, 3% trong lugng, 1% trong lugng, hodc 0,1% trong
luong chit chéng oxy héa. Theo phuong 4n dugc wu tién hon, san pham khéng hé
chira chit chéng oxy héa. Theo phuong 4n duoc wu tién cla sang ché, san pham chua
luong khéng dang ké chit chdng oxy hoa, trong d6 lugng khoéng dang ké tirc 13 san
phim chira it hon 5% trong lugng, 3% trong lugng, 1% trong luong, hodc 0,1% trong
lwong chat chdng oxy hoa va trong d6 chit chéng oxy hoa duoc chon tir vitamin C va
este cua nod, axit erythorbic va este cia no, vitamin E va este ctia no, polyphenol va
este clia no, carotinoit, galat va este cia nd, hydroxyanisol dugc butylat hoa va este
cia nd, hydroxytoluen dugc butylat hoa va este cua no, dau huong thdo,
hexylresorcinol v este ctia né. Theo phuong 4n dugc wu tién hon, san phdm khong hé
chtra chit chéng oxy hoa, trong d6 chit chdng oxy héa dugc chon tir vitamin C va este
cua nd, axit erythorbic va este cua nd, vitamin E va este ciia nd, polyphenol va este cua
nd, carotinoit, galat va este cua nd, hydroxyanisol dugc butylat hoa va este cua no,
hydroxytoluen dugc butylat hoa va este ctia néd, diu hwong thao, hexylresorcinol va

este cua no.

Theo sang ché, san phém c6 d6 6n dinh chéng lai su oxy hoa cao hon so v6i d
én dinh cta ché phdm ban ddu. Tt 1, it nhit mot bién phap mo ta do On dinh cia ché
phém chéng lai su oxy hoa, vi du it nhit mot bién phéap nhu duge mo ta trén day, chira
rang d6 6n dinh chdng lai su oxy héa ctia san phém 12 16n hon so vé6i d6 6n dinh caa

ché phim ban dau.

Theo phuong 4n duoc wu tién ciia sang ché, nhém chire axit carboxylic t do va
lysin dugc cho védi lugng duong lugng mol thong thudong dé tao diéu kién thuan loi
cho su hinh thanh mubi dinh luong. Theo d6, theo phuong 4n duge uu ti€n vé quy
trinh theo sang ché, ché phim lysin trong budc (ii) duge tao ra theo cich ma ty 1€ R =
n(ca)/n(lys) cua lugng nhém chirc axit carboxylic n(ca) trong ché phim ban dau dugc

cho trong buéde (i) va téng lugng lysin tu do n(lys) trong ché pham lysin dugc cho
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trong bude (ii) nam trong khodng dugc chon tr 0,9 <R < 1,1, 0,95 <R < 1,05, 0,98 <
R < 1,02. Theo phuong 4n dugc dic biét vu tién, R nim trong khoang 0,98 <R < 1,02.
Luong nhom chire axit carboxylic n(ca) trong ché phdm ban dau dugc cho trong budc
(i) c6 thé dugc x4ac dinh bing quy trinh phan tich tiéu chuin da biét trong linh vuc k§

thuét nay, vi du chuin do bazo axit.

Theo phuong 4n dugc wu tién cta sang ché, ché phim ban déu dugc cho trong
bude (i), khong chira lugng dang ké este cta axit béo, do do s& tao ra san phim khong
chira luong dang ké este cua axit béo. Theo d6, trong phuong 4n dugc wu tién ciia sing
ché, ché phim ban diu dugc cho trong bude (i) khong chira nhidu hon x(fe)% trong
lugng este cta axit béo, do d6 sé& tao ra san phdm chua tdi da 14 x(fe)% trong luong
este cua axit béo, trong do x(fe) dugc chon tir 5, 3, 1, 0,3, 0. Theo phuong an dugc dic

biét uu tién, x(fe) 1a 1.

Nhu dugce néu trén ddy, mubi ctia lysin véi axit béo da bat bio hoa tu ban than
né di duoc biét dén trong linh vuc k§ thut nay (xem EP 0734373 B1), tuy nhién,
khéng biét rang, cac mudi ndy c6 d6 én dinh chdng lai su thoai bién do oxy héa 16n
hon khi so v6i d6 én dinh ciia PUFA tu do hoic PUFA-este. Ngoai ra, quan trong 13,
mudi lysin-PUFA dugc mo ta 1a “du trong sudt rat dic, dau ndy s& chuyén hoa thanh
dang biéu hién sap ran va on dinh & trang thai ndy ¢ nhiét d6 thip” (xem EP 0734373
B1, page 1, lines 47 to 48). Két qua 1, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
thuat nay khoéng hé mong doi ring mubi cia lysin véi PUFA omega-3 c6 thé thu duoc
bang quy trinh siy phun. Thay vao d6, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§
thuat nay s& mong doi ring mudi s& hu hong trong cac diéu kién siy phun do su hu
héng vi oxy héa & nhiét d gia ting khi khong c6 mit lugng déang ké dung méi, chit
chéng oxy héa va chét bao bao vé, va (b) két tu thanh dam vé mit co hoc ngin can
duoc qua trinh siy phun dua trén su xuit hién udc doan cia cac mudi nay dudi dang
sap ran. Do d6, hién nay, d4ng cha y 13 dd phat hién ra ring, trén thuc té mudi cia
lysin v6i PUFA omega-3 c6 thé thu dugc nhd qua trinh sdy phun theo cach dé dang,
Cac diéu kién siy phun ludn dugc didu chinh theo thiét bi sdy phun cu thé dugc st

dung. Tuy nhién, tot hon 14 trong pham vi thuc hién & phong thi nghiém thong thuong,
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nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay s€ thuc hién viéc diéu chinh
ndy trong ting trudng hop cu thé

Pé thuc hién budc siy phun theo quy trinh theo sang ché, dung dich trong
nudc, dung dich nuge-rugu hodac dung dich trong rugu dugce st dung. Théy réng, mudi
Lys ctia PUFA hoa tan kém trong dung mdi ruou tinh khiét. Ngoai ra, con phat hién ra
rang cac mudi ndy c6 biéu hién gidng gel khi dugc hoa tan & néng do cao trong nudc
nguyén chit. Do d6, hé dung mdi trong nudc-ruou c6 thé duoc st dung dé tranh céac
vin dé nay. Theo d6, trong phuong 4n duoc wu tién cua sang ché, dung mdi cua hén
hop duoc dua vao céc didu kién sdy phun 13 hé dung méi trong nuGe-rugu chira 20%
trong luong dén 90% trong luong nudc va 80% trong luong dén 10% trong lugng

dung moi rugu.

Ham luong dung moi cia san phim ran s& thay doi tiy thudce vao cac diéu kién
sdy phun va chit nén dugc sir dung, tuy nhién hién nay phat hién ra rang, thim chi &
ham luong dung mdi rit thp trong san phdm ran, su hu héng do oxy héa ciing khong
xay ra. Nhu di duoc chi ra trén ddy, diéu nay khong duoc mong doi. Do d6, tét hon 13,
theo sang ché s& thu duoc san phdm rin c6 ham lwong dung mdi thip. Do d6, theo
sang ché, trong budec (iii), dung dich trong nuée, dung dich nuée-rugu hodc dung dich
trong rugu cua ché phém ban diu va ché phém lysin truéce hét duoc tron v6i nhau, dua
vao cac diéu kién séy phun tiép theo, do d6 s€ tao ra san phém ran chira it nhit mot
mudi cta cation c¢6 ngudn gdc tir lysin véi anion c6 ngudn gbc tir axit béo omega-3 da
bét bdo hoa, véi ham luong dung méi SC duge chon tir nhém sau day: SC < 5% trong
lugng, SC < 3% trong lugng, SC < 1% trong luong, SC < 0,5% trong luong. Theo

phuong an dugc dédc biét vu ti€n cua sang ché, SC dugc chon 13 SC < 1% trong lugng.

Ngoai ra, sang ché con bao gém ché phidm cé thé thu dugc bang quy trinh bt
ky ctia sang ché.

Ngoai ra, sang ché con bao gdm viéc st dung ché phdm thu dugc bing quy
trinh bit ky ctia sang ché, dé san xuét cac san phim thuc phdm chira axit béo omega-3
da bat bio hoa.

Trong ban mb ta sang ché ndy, san phdm thuc pham bao gém, nhung khéng chi

gi¢i han &, sdn pham nudéng, san pham bo sung vitamin, sdn pham an kiéng, d6 udng
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tang luc, banh tir bot nhao, san phém banh phu bdt, san phém thuc phém dugc nuéng
bao g(‘A)m, vi duy, banh ngot, banh phomat, banh nuéng loai nhé, banh quy, banh dang
thanh, banh my, banh cudn, banh nuéng xdp, banh nuéng mém, banh mi nuéng nhod
kidu Anh; san phim thuc phdm 16ng vi du, d ubng, dd ubng ting ning luong, dd udng
cong thire cho tré so sinh, bita dn dang 1ong, nudc chiét hoa qua, xi-ré da vitamin, bita
an thay thé, thuc pham lam thudc, va xi-ré; san phdm thuc phim dang ban rin nhu
thuc phém cho tré em, sita chua, kem; dd trang miéng lanh; stta chua lanh; banh qué
hdn hop; nuée sdt salat; va hdn hop thay thé trimg; va cac loai banh quy, banh quy
gion, dd an ngot, phén an nhd, banh nuéng dugc phu, dd an dang hat/snack, va banh
nuéng mém khéc; db 4n snack tim mudi nhu miéng khoai tay chién, miéng ngd chién,
béanh trang ngd chién, snack tao hinh, bong ngd, banh quy man hinh xoén, khoai tay lat
mong, va cac loai hat; cac loai snack ddc bi¢t nhu dips, snack hoa qua séy kho, snack
thit, tép md, thanh thuc phém tdt cho strc khoe va céac loai Véy gao/ngd; snack banh
keo nhu keo; san phém thuc phém an lién nhu my an lién, vién sup an lién hoac thuc

pham dang vién cOm &n lién.

Ngoai ra, sang ché con bao gdm viéc sir dung ché pham, thu duoc bang quy
trinh bat ky ctia sang ché, dé san xuét cac san phidm dinh dudng chira axit béo omega-3

da bit bio hoa.

Trong ban moé ta sang ché nay, cac san phdm dinh dudng bao gom loai bit ky
trong sb cac loai duoc phém dang dd an, chat dinh dudng hodc thirc an bd sung dn

kiéng, vi du d€ bo sung vitamin, khoang chat, chat xo, cac axit béo, hodc axit amin.

Ngoai ra, sang ché con bao gém viée sir dung ché phim, thu dugc bing quy
trinh bit ky cta sang ché, dé san xudt dugc phim chua axit béo omega-3 da bt bio

hoa.

Trong ban md ta sang ché nay, duoc pham c6 thé con chira ta dugc dugc dung
cling nhu tdc nhan c6 tac dung dugc tinh khac, bao gém, vi du, tdc nhan lam ha muc
cholesterol nhur statin, tac nhan chdng ting huyét p, tac nhan chdng dai thao duong,
tac nhan chéng mét tri nhd, tac nhan chéng trAm cam, tac nhan chéng béo phi, chét e

ché su thém &n va tadc nhan lam ting tri nhd va/hodc chiic nang nhan thirc.
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Quy trinh dwoc wu tién theo sang ché dugce ddc trung boi mot trong s6 céac lua

chon sau day:

° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 5; PC = 25; SC < 1% trong lugng
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 3; PC =25; SC < 1% trong lugng
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 2; PC = 25: SC < 1% trong lugng
e 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 1; PC = 25; SC < 1% trong lugng
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 5; PC = 25; SC < 1% trong lugng
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 3; PC =25; SC < 1% trong lugng
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 2; PC = 25; SC < 1% trong lugng
® 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 1; PC = 25; SC < 1% trong luong
° 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 5; PC =25; SC < 1% trong luong
° 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 3; PC =25; SC < 1% trong luong
° 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 2; PC =25; SC < 1% trong luong

° 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 1, PC =25; SC < 1% trong luong

° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 5; PC = 50; SC < 1% trong lugng
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 3; PC = 50; SC < 1% trong lugng
e 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 2; PC = 50: SC < 1% trong lugng
° O,90<R< 1,10, x(fe) = 1; PC = 50; SC < 1% trong luong
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 5; PC = 50; SC < 1% trong luong
® 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 3; PC = 50; SC < 1% trong lugng
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 2; PC = 50; SC < 1% trong lugng
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 1; PC = 50; SC < 1% trong luong
° 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 5; PC = 50; SC < 1% trong lugng

° 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 3; PC = 50; SC < 1% trong lugng
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0,98 <R < 1,02, x(fe) = 2; PC = 50; SC < 1% trong lugng

0,98 <R < 1,02, x(fe) = 1; PC=50; SC < 1% trong lugng

0,90 <R < 1,10, x(fe) = 5; PC=75; SC < 1% trong lugng
0,90 <R < 1,10, x(fe) = 3; PC=175; SC < 1% trong luong
0,90 <R < 1,10, x(fe) = 2; PC=75: SC < 1% trong lugng
0,90 <R < 1,10, x(fe) = 1; PC=75; SC < 1% trong lugng
0,95 <R <1,05, X(fe) =35; PC=75; SC < 1% trong lugng
0,95 <R < 1,05, x(fe) = 3; PC=75; SC < 1% trong luong
0,95 <R < 1,05, x(fe) = 2; PC =75; SC < 1% trong lugng
0,95 <R < 1,05, x(fe) = 1; PC =75; SC < 1% trong luong
0,98 <R < 1,02, x(fe) = 5; PC=75; SC < 1% trong lugng
0,98 <R < 1,02, x(fe) = 3; PC=75; SC < 1% trong lugng
0,98 <R < 1,02, x(fe) = 2; PC =75; SC < 1% trong lugng

0,98 <R < 1,02, x(fe) = 1; PC = 75; SC < 1% trong lugng

0,90 <R < 1,10, x(fe) = 5; PC = 90; SC < 1% trong lugng
0,90 <R < 1,10, x(fe) = 3; PC =90; SC < 1% trong lugng
0,90 <R < 1,10, x(fe) = 2; PC =90: SC < 1% trong lugng
0,90 <R < 1,10, x(fe) = 1; PC =90; SC < 1% trong lugng
0,95 <R < 1,05, x(fe) = 5; PC =90; SC < 1% trong lugng
0,95 <R < 1,05, x(fe) = 3; PC =90; SC < 1% trong lugng
0,95 <R < 1,05, x(fe) =2; PC =90; SC < 1% trong lugng
0,95 <R < 1,05, x(fe) = 1; PC =90; SC < 1% trong lugng

0,98 <R < 1,02, x(fe) = 5; PC =90; SC < 1% trong lugng
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® 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 3; PC =90; SC < 1% trong luong
® 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 2; PC = 90; SC < 1% trong lué)ng
L 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 1; PC=90; SC < 1% trong luong

Ché phdm duoc vu tién thu duge bang quy trinh cia sang ché bang céach st dung
phuong phap sdy phun trong budce (iii) duge boc 1 trong phin mé ta dugc dic trung

* boi mot trong s6 céc lua chon sau day:

® 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 1, SC < 3% trong luong, sp = 90
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 1, SC < 3% trong luong, sp = 95
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 3, SC < 3% trong lugng, sp = 90
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 3, SC < 3% trong luong, sp = 95
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 1, SC < 3% trong luong, sp = 90
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 1, SC < 3% trong luong, sp = 95
® 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 3, SC < 3% trong lugng, sp =90
® 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 3, SC < 3% trong lugng, sp = 95
® 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 1, SC < 3% trong luong, sp = 95
e 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 1, SC < 3% trong luong, sp =97
° 0,98 <R < 1,02, x(fe) =3, SC < 3% trong luong, sp = 95

° 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 3, SC <3% trong lugng, sp =97

° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 1, SC < 1% trong lugng, sp =90
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 1, SC < 1% trong lugng, sp =95
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 3, SC < 1% trong lugng, sp = 90
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 3, SC < 1% trong lugng, sp = 95
o 095<R<1,05,x(fe) =1, SC < 1% trong lugng, sp = 90

® 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 1, SC < 1% trong lugng, sp =95
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® 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 3, SC < 1% trong lugng, sp = 90
® 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 3, SC < 1% trong lugng, sp = 95
® 0,98 <R <1,02,x(fe)=1,SC<1% tfong luong, sp =95
® 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 1, SC < 1% trong lugng, sp = 97
® 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 3, SC < 1% trong lugng, sp = 95

° 0,98 <R < 1,02, x(fe) = 3, SC < 1% trong luong, sp =97

® 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 1, SC < 0,5% trong lugng, sp = 90
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 1, SC < 0,5% trong lugng, sp =95
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 3, SC < 0,5% trong lugng, sp = 90
° 0,90 <R < 1,10, x(fe) = 3, SC < 0,5% trong lugng, sp = 95
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 1, SC < 0,5% trong lugng, sp = 90
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 1, SC < 0,5% trong lugng, sp = 95
® 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 3, SC < 0,5% trong lugng, sp = 90
° 0,95 <R < 1,05, x(fe) = 3, SC < 0,5% trong lugng, sp = 95

° 0,98 <R < 1,02, x(fe) =1, SC < 0,5% trong lugng, sp = 95
° 0,98 <R < 1,02, x(fe) =1, SC < 0,5% trong lugng, sp = 97
® 0,98 <R < 1,02, x(fe) =3, SC < 0,5% trong lugng, sp = 95
° 0,98 <R < 1,02, x(fe) =3, SC < 0,5% trong lugng, sp = 97
Vi du thire hién sang ché

Phuong phép phan tich:

San phdm oxy hoa chinh (hydroperoxit ¢ lién két d6i) dugc dinh lugng bing
cach xac dinh Gi4 tri peroxit (PV) theo Ph. Eur. 2,5,5 (01/2008:20505). San phim oxy
héa thir hai (hop chit carbonyl) duoc dinh luong bang cach xac dinh Gi4 tri anisidin
(AV) theo Ph. Eur. 2,5,36 (01/2008:20536).
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Céc thanh phén oligomeic PUFA ciing nhu din xuét ciia chiing (ding dé chi
chung thanh phén oligome) duoc dinh lwrong bang phuong phap sic ky gen (GPC, pha
styroldivinylbenzen vdi tetrahydrofuran chira axit triflo axetic dugc sir dung lam dung
moi rira giai). Detecto chi s§ khic xa (refractive index: RI) dugc sir dung dé phat hién.
Do thuc té 13, c4c hé sb dap tng cu thé cia cac thanh phdn mau 14 khong duge biét, ty

16 s& duoc tinh dua trén ty 18 dang phan sb cta téng dién tich sic ky do.
Ham lugng nuée duoc xac dinh bang phép chuan do Karl-Fischer.
Ham luong etanol duoc x4c dinh bang quang phd 1-H-NMR.
Gi4 tri axit dugc xac dinh bang phép chuin do bang kali hydroxit.

Vi du tht nghiém 1: Axit eicosapentaenoic (EPA) tu etyl este cua axit
eicosapentaenoic (EPA-OEt)

5,00kg etyl este cua axit eicosapentaenoic (EPA-OEt) (c6 ban sin trén thi
truong, chét luong tiéu chuin) c6 ham lugng EPA theo tinh toadn 13 92,0% (92,0%
trong luong EPA tu do trong téng trong lugng), Gia tri anisidin 1a 5,0A/g, Gia tri
peroxit 1 6,5mmol/kg va ham luong oligome 13 0,2% dién tich (sic ky gel, detecto RI)
dugc dua vao binh hai 16p dung tich 30 lit (dugc lam tro bén trong bang nito) va dugc
pha lodng bang 5,0 lit etanol. 1,6kg Dung dich NaOH (50%) dugc thém vao va dung
dich tao thanh duoc khudy trong 30 phat & 30°C — 50°C. Tiép theo, hén hop phan tmg
dugc pha loding bang 15 lit nude va 1,4 lit axit phosphoric (85%) dugc thém vio sau
d6. Céac pha dugc tach ra sau 10 phut khudy lién tuc va pha chtra san phdm duoc rira
b?lng 5 lit nuée. Thu dugc 4,639kg axit eicosapentaenoic dudi dang dau co Gia tri
anisidin 1a 3,1A/g va Gia tri peroxit 1a 8,6mmol/kg. Ham lugng oligome khong duoc
xac dinh.

Vi du thtr nghiém 2: Axit docosahexaenoic (DHA) tur etyl este cua axit
docosahexaenoic (DHA-OE}Y)

5,00kg etyl este ciia axit docosahexaenoic (c6 ban sin trén thi trudng, chét
luong tiéu chuin) c6 ham lugng DHA theo tinh toan 13 82,8% (82,8% trong luong
DHA tu do trong téng trong lwong) va ham lugng tong PUFA omega-3 1a 92,8%
(92,8% trong luong omega-3PUFA tu do trong téng trong luong), Gia tri anisidin 13
16,0A/g, Gia tri peroxit 1a 26,lmmol/kg va ham lugng oligome 12 0,4% dién tich (séc
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ky gel, detecto RI) dugc dua vao binh hai 16p dung tich 30 lit (duoc lam tro bén trong
bang nito) va duoc pha lodng bang 5,0 lit etanol. 1,6kg Dung dich NaOH (50%) duoc
thém vao va dung dich tao thanh dugce khudy trong 30 phit & 30°C — 50°C. Tiép theo,
hdn hop phan tng duoc pha lodng bang 15 lit nuéc va 1,4 lit axit phosphoric (85%)
dugc thém vao sau d6. Cac pha dugc tach ra sau 10 phut khudy lién tuc va pha chira
san pham dugc rira bang 5 lit nuéc. Thu dugc 4,622kg axit docosahexaenoic duéi
dang dau c6 Gia tri anisidin 1a 1,7A/g va Gia tri peroxit 1a 7,9mmol/kg. Ham luong
‘oligome khong dugc xac dinh.
Vi du thir nghiém 3: Mubi L-Lysin cla axit eicosapentaenoic— (EPA-Lys) tir axit
eicosapentaenoic (EPA) va L-lysin (L-Lys)

2,00kg axit eicosapentaenoic tir Vi du thtr nghiém 1, c6 gia tri axit 1a 177,8mg
KOH/g sau khi chuin do, duoc hoa tan trong 2kg etanol va duoc két hop vai 1,69kg
dung dich L-lysin trong nuéc (51,3% trong lwong). Dung dich déng nhit thu dugc
duge sy phun bing may sdy phun dugc thiét ké théng thuong duge trang bi voi hai
thuc thé va khoang siy c6 kich thuéc 300mm x 900mm véi nhiét d6 cira vao 1a 170°C
va nhiét do cira ra 1a 80°C. Thu duogc 1,798kg bdt mau be c6 ham luong nudce 13 0,24%
va ham luong etanol la < 0,1%. Mubi nay c6 Gia tri anisidin 13 2,1A/g va Gia tri
peroxit 1a 1,3mmol/kg. Ham lugng oligome khong duogc xac dinh.
Vi du tht nghiém 4: Mubi L-Lysin ciia axit docosahexaenoic (DHA-Lys) tir axit
docosahexaenoic (DHA) va L-lysin (L-Lys)

2,00kg axit docosahexaenoic tir Vi du thir nghiém 2, c¢6 gia tri axit 13 166,3mg
KOH/g sau khi chuén d6, dugc hoa tan trong 2,0kg etanol va duoc két hop véi 1,81kg
dung dich L-lysin trong nuéc (51,3% trong luong). Dung dich ddng nhét thu duoc
dugc sy phun bang may siy phun dugc thiét ké thong thuong duoc trang bi voi hai
thuc thé va khoang séy ¢0 kich thuéc 300mm x 900mm véi nhiét do ctra vao 1a 170°C
va nhiét do ctra ra 1a 80°C. Thu dugc 1,892kg bot mau be c6 ham lugng nudce 13 0,27%
va ham luong etanol 13 < 0,1%. Mudi nay c6 Gia tri anisidin 13 3,1A/g va Gia tri
peroxit 1a 1,7mmol/kg. Ham lugng oligome khong dugc xac dinh.

Vi du thtr nghiém 5: Mubi natri cia axit eicosapentaenoic (EPA-Na) tir axit
eicosapentaenoic (EPA) va NaOH
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Thu dugce 50g axit eicosapentaenoic theo cach tuong tu véi Vi du thir nghiém 1,
c6 gi4 trj axit 12 183,3mg KOH/g sau khi chudn d6, dugc hoa tan trong 50ml etanol va
dugc két hop vdi 6,54g natri hydroxit trong 30ml nude trong didu kién khudy. Dung
dich ddng nhét thu duoc dugc siy phun bang may siy phun & quy md phong thi
nghiém Biichi B190 véi nhiét do ctra vao 1a 140°C va nhiét do ctra ra la khoang 80°C.
Thu duogc 28,6g bot mau be nhat. Sau khi bao quan trong 3 thang & nhiét do mdi
trudong, mudi nay s& c6 vé bén ngodi mau xam va tai thoi diém nay né c6 Gia tri
anisidin 1a 41,1A/g va Gi4 tri peroxit 12 5,0mmol/kg. Ham luong oligome dugc xéc
dinh 13 2,4% dién tich (sic ky gel, detecto RI).

Vi du thtr nghiém 6: Mudi natri cia axit docosahexaenoic (DHA-Na) tir axit
docosahexaenoic (DHA) va NaOH

Thu dugce 50g axit docosahexaenoic theo cach tuong tu véi Vi du thir nghiém 2,
c6 gia tri axit 1a 169,5mg KOH/g sau khi chuin d6, dugc hoa tan trong 50ml etanol va
dugc két hop véi trong didu kién khudy 6,04g natri hydroxit trong 30ml nudce. Dung
dich ddng nhét thu dugc dugc sdy phun bing may sdy phun & quy mé phong thi
nghiém Biichi B190 véi nhiét d ctra vao 13 140°C va nhiét do cira ra 1a khoang 80°C.
Thu dugc 27,5g bt mau be nhat. Sau khi bao quan trong 3 thang & nhiét do moéi
truong, mudi ndy s& c6 vé bén ngodi mau x4m va tai thoi diém nay nd c6 Gia tri
anisidin 1a 77,9A/g va Gia tri peroxit 1a 6,9mmol/kg. Ham lugng oligome dugc xac
dinh 12 3,4% dién tich (sic ky gel, detecto RI).

Vi dy thir nghiém 7: Dénh gia v& do f)n dinh ctia PUFA va dén xuét cia n6 sau khi bao
quan ¢ nhiét do gia tang (50°C) va ti€p xtic véi khong khi

Khoang 50g mdi loai etyl este 16ng EPA-OEt va DHA-OEt duoc sir dung trong
Thir nghiém 1 va 2 cling nhu céc axit béo long EPA va DHA thu dugc trong Thir
nghiém 1 va 2 dugc nap vao chai Schott Duran dung tich 250ml véi duong kinh trong

1a khoang 60mm (do cao nap vao 1a khoang 20mm).

Khoang 50g mdi loai muébi lysin rin EPA-Lys va DHA-Lys thu dwoc trong Thir
nghiém 3 va 4 dugc nap vao chai cb rong bang polyetylen c6 dung tich 250ml (55mm
* 55mm * 80mm) (dd cao nap vao l1a khoang 60mm — 70mm).

Tét ca cac chai dugc dua cing nhau vao ndi mé trong 10 sdy c6 van théng hoi

mé& & 50°C va duge giit trong cac diéu kién nay trong 26 ngay. Két qua vé cac phan
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tich dugc thuc hién sau d6 cling nhu cac két qua thu dugc dbi v6i mudi natri ma duge
b4o quan & nhiét dd mdi truong (xem Thir nghiém 5 va 6) dugc tong hop trong Bang

sau day (Bang 1).

Bang 1
Tha Gia tri anisidin | Gi4 tri peroxit (PV) | Ham | luong
nghiém | (AV) [A/g] [mmol/kg] oligome [% Dién
tich]*
t=0 |t = 26[t=0 t = 26(t=0 |t = 26
ngay ngay ngay
EPA-OEt | Chat ban | 5,0 | 1843 6,5 267,7 02 |370
dau 1
DHA- Chat ban | 16,0 | 1732 26,1 282,0 0,4 32,6
OEt dau 2
EPA-OH |1 3,1 424 8,6 14,7 n.d. 20,6
DHA-OH |2 1,7 894 7,9 20,6 n.d. 34,7
EPA-Lys |3 2,1 <1,0 1,3 <10 n.d. 0,6
DHA-Lys | 4 3,1 <1,0 1,7 <10 n.d. 0,9
EPA-Na |5 nd. | 41,1 ** n.d. 5,0 % n.d. 2,4 **
DHA-Na |6 nd. | 77,9 ** nd. 6,9 ** n.d. 3,4 **

* sic ky gel, detecto RI
** sau 3 thang ¢ nhiét do moi truong

n.d. (not determined) = khong xac dinh
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh 1am ting d &n dinh chéng lai su oxy hoa cta ché phdm chua axit béo

omega-3 da bt bio hoa, quy trinh nay bao gém cic budc sau:

(1) tao ra ché phim ban du chira it nhat mét thanh phan axit béo omega-3

da bat bio hoa;
(i)  tao ra ché phdm lysin; va

(ii1))  trdon dung dich trong nudc, dung dich nudc-rugu hodc dung dich trong
ruou cia ché phim ban ddu véi ché phdm lysin, va tiép theo, xit Iy hdn hop tao thanh
trong cac didu kién siy phun, do do, sé& tao ra san phdm rin chira it nhat mét mudi cia
cation c6 ngudn gdc tir lysin véi anion c6 ngudn gbc tir axit béo omega-3 da bét bio
hoa; san phdm c6 ham luong dung médi SC duge chon tir nhém sau day: SC < 5%

trong lugng, SC < 3% trong luong, SC < 1% trong lugng, SC < 0,5% trong luong,

trong d6, ché pham ban dau & budc (i) va ché pham lysin & budce (ii) dugce tao
ra theo cach sao cho it nhat 90% trong lugng cua ché pham san pham chira mdt hodc
nhi€u muoi cua cation c¢6 ngudn goc tur lysin vdi cac anion c6 ngudn goc tir mot hodc

nhi€u axit béo omega-3 da bat bao hoa va cac axit béo c6 ngudn goc tu nhién khac.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 ché phdm ban dau duoc tao ra trong bude (i) khong
chira nhiéu hon x(fe)% trong lugng este cda axit béo, trong d6 x(fe) dugc chon tir 5, 3,

2,1,03,0.

3. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 2, trong d6 ché phdm ban déu
trong budc (i) va ché phim lysin trong budc (ii) duoc tao ra theo cach ma it nhat %
trong luong sp cuia san phdm chira mot hodc nhiéu mudi cia céc cation cb ngudn gbc
tir lysin v6i cdc anion c6 ngudn gdc tir mot hodic nhidu axit béo omega-3 da bat bio
hoa va cac axit béo co ngu?)n géc tu nhién khéc, trong d6 sp dugc chon tir 95, 97, 98,
99, 100.

4. Ché phdm thu dugc bang quy trinh theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3.
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