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Linh vuc ky thuat dwoc dé cap

Séng ché @& cap dén dang khong cdn cia rugu tir ciy thia, cu thé 13 céc loai
ruou tequila khéc nhau, cac dang ndy 13 hiru dung trong viéc didu tri nhiéu tinh trang

bénh Iy nhd chét e ché monoamin oxidaza (MAO) c6 trong céc d6 udng nay.

Tinh trang k§ thut ciia sing ché

C6 rat nhidu tai lidu lién quan dén viéc san xut ruou chung cét tir cay thua -
agave. Vi du, mo ta chi tiét viéc san xuét tequila tir cdy thua - agave cactus dugc
cung cip trong 4n phdm Tequila Processing and Flavor, ctia Pedro A. Vazquez-
Landaverde va Miriam G. Rodriguez-Olvera, Centro de Investigaciéon en Ciencia
Aplicada y Tecnologfa Avanzada del Instituto Politécnico Nacional Unidad
Querretaro, Cerro Blanco 141 Colinas del Cimatario, Queretaro, Qro., Mexico
76090; 2012 American Chemical Society; trén website //pubs.acs.org, ngay cong bd
(Web): 16/7/2012 | doi: 10.1021/bk-2012-1104.ch015 In Flavor Chemistry of Wine
and Other Alcoholic Beverages; Qian, M., et al.; ACS Symposium Series; American
Chemical Society: Washington, DC, 2012, phan boc 16 cua tai liéu nay dwoc két hop
vao day bing cach vién din dén phdn mé ta ctia né vé viéc xir Iy cac nguyén liéu ban
dAu tir cay thiia, 18n men, chung cit va tang trit. Ngan gon 13, than cdy thia - agave
cactus duge gia nhiét dé thuy phan cac dudng phirc va dugc cit nho va ép dé chiét ra
sird. Sau d6 sird nay dugc pha lofing véi nuéc dé tao ra dich pha lodng thich hop dé
cly gibng ndm men. Sau khi 1én men, moi trudng 1én men dugc cat dé thu duoc san
phdm chung cét. San pham chung cit nay dugc ban dudi dang cac nhan hidu rugu
tequila khéc nhau. Tuy nhién, san phdm chung cit ndy c6 thé duogc tang trit trude khi

dong chai va ban.
Phan mo ta cu thé dugc néu trong nguon vién dan trén day 1a nhu sau:

Cay thua truéng thanh dugc 10t bo hét 14 (dugce goi 1a “pifia”) dugc cit thanh
hai phdn, bén phin, hodc nhidu hon dé d& dang nuéng né trong 16 (48 gid) hodc ndi

hap (12 gid) & nhiét d6 ndm trong khoang tir 106°C dén 116°C. Viéc xir Iy nhit nay
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13 nhim thuy phén cic dudng phirc nhu inulin va tinh bot, dé thu duogc glucoza va
fructoza d& 1én men d& hon. Cac dudng nay chi yéu din dén sy tao thanh etanol,
nhung ciing c¢6 nhiéu hop chit khac duogc tao ra tir qué trinh [én men co chét nay. Cac
hop chét duoc tao ra tlir qué trinh xir Iy nhiét pifias, chu yéu lién quan dén phan tng
Maillard nhw cac hop chét furan, pyran, aldehyt, cac hop chit nito va lwu huynh. Cac
hop chit Maillard chiém luong nhidu nhat 13 metyl-2-furoat, 2,3-dihydroxy-3,5-
dihydro-6-metyl-4(H)-pyran-4-on va 5-hydroxymetylfurfural. Cic pyrazin cling la
nhém céc hop chdt héa hoc quan trong thu duge tir cac phén Ung Maillard. Céc
pyrazin chiém Iuong nhidu nhdt dugc phat hién 1a 2,5-dimetylpyrazin va

trimetylpyrazin.

Céac san phdm phan hiy do nhiét khac ciing dugc tao ra trong budc nudng
nay. Céc axit béo tw do c6 mach cacbon ngin va dai dugc phét hién trong pifias
nuéng chéc 14 do su thity phan céc axylglyxerol, B-xyclocitral va B-damascenon c6
thé 13 cac san phdm phan hiy cla cic carotenoit, trong khi 4-metyl-5-(2-
hydroxyetyl)-thiazol 13 san phdm phén hity cla axit amin thiamin. C4c phenol nhu p-

cresol va 4-etyl phenol 13 san pham phan hiy clia c4c axit phenolic.

Sau khi cac pifia dugc nuéng, ching dugc dua vao may xay cdt va mdy €ép dé
chiét ra sird chira nong d6 dudng cao va phan lon cac hop chat khac. Dich chiét cay

thuia thu dugc thuong dugce 1am sach dé cai thién dich chiét duong.

Qua trinh 1én men 18 rang 13 giai doan quan trong va phiic tap nhét cta quy
trinh xr 1y cay thua. Sird 100% tir cay thua hodc sird hdn hop duoc pha lodng béng
nuée dé dat duge ndng do chét kho 1a tir 12 dén 14°BRIX (ndng d6 dudng 12 80 dén
100 g/L). Quy trinh 1&n men dién ra trong céc thing n nhiét & 30°C, mic di mot sb
quy trinh ¢ thé dugc thuc hién & nhiét do trong phong, quy trinh nay c6 thé thay ddi
tiry thudc vao mua trong nim. Quy trinh 1én men phuy thudc hoan toan vao sy chuyén
héa ciia ndm men va phu thudc véi muic do it hon vao céc vi khudn axit lactic va axit
axetic. Nhidu ching ndm men da dugc phat hién trong dich hém céy thua, trong d6
c4c ching quan trong nhét 12 Saccharomyces cerevisiae va Kloeckera africana. Nim
men chuyén héa cic hydrat cacbon, céc axit amin, cac axit béo va cac hop chit hitu

co khac, bién chiing thanh etanol, glyxerol, cacbon dioxit, va, véi luong it hon, thanh
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cac aldehyt, keton, cac rugu cao hon, cac axit hitu co va céc este, cac hop chét nay
duoc goi 13 “cac san phadm phu cta quy trinh 1&n men” hogic “céc sén pham lién
quan”. C4c rugu cao hon, con goi 1a “céc rugu tap” do mui mach nha va mui khé cua
ching, dugc tao ra biang sy phan hiy cac axit amin thong qua cic keto axit (cac 2-
oxo axit). Cc hop chit quan trong nhéit 13 1-propanol, 2-metyl-1-propanol, 2-metyl-
butanol, 3-metyl-butanol, va 2-phenyletanol, hop chit cubi cling nay cé mui nhu
huong hoa hdng. Viéc téng hop céc axit béo trong t& bio ndm men chu yéu tao ra cac
axit béo bao hoa, mach théng véi s6 chén tir 4 dén 18 nguyén tir cacbon, va sy c6 mat
cta lugng nhé cac axit béo c6 s6 nguyén tir cacbon 1é va céc hop chit khong bio hoa
tuy thudc vao diu kién 18n men. Céc axit béo c6 thé két hop véi céc rugu dé tao ra

cac este.

Quy trinh 1én men tién hanh trong 18 dén 24 gid' & nhiét d6 tir 30°C dén 35°C.
Nhiét d6 quy trinh 14 35°C tao ra nhidu hop chit d& bay hoi hon nhiét d6 30°C.
Ngoai ra, da thdy ring viéc bd sung ngudn nito 1am thay ddi su tao thanh hop chét
bdi ndm men trong quy trinh 1én men, mic du tdc dung nay 13 khac nhau tiy thude
vao ngudn nito dwoc st dung. Bang cach bd sung hdn hop 20 axit amin, ching
Kloeckera africana K1 ¢6 thé san sinh va chiu duoc ndng do etanol cao hon, trong
khi d6 su san sinh mét s6 este, ruou, axetaldehyt va o-terpineol dugc gia ting. Khi st
dung Saccharomyces cerevisiae trong dich hém dugc bd sung natri sulfat va céc axit
amin, néng d6 cta cic rwou amyl va isobutanol giam, trong khi ndéng dd cua

propanol va axetaldehyt tiang lén.

Khi quy trinh 1én men két thtic, ham luong ruou dat dén khoang 15% thé
tich/thé tich, day 1a thoi diém dé chung cét. Dich 1én men dugc gia nhiét trong ndi
ddng hodc ndi thép khong gi & nhiét do tir 78°C dén 80°C dé sy bay hoi rugu dién ra.
Hoi bay 1én duoc ngung tu trong céc dng xoin rudt ga duge 1am lanh va thu gom
nude cit. Nuge cit ddu dat dén néng do ruou ~25% thé tich/thé tich, va can budc
chung cAt 14n thi hai, con duge goi 13 tinh cét, dé dat duoc néng dd etanol ~55% thé
tich/thé tich. Sau d6 chét long dugc didu chinh bing nudc dén ndng do ruou 1a 38
dén 40% thé tich/thd tich. Vi phan 16n c4c hop chét 14 d& bay hoi nén chung ciing bay

hoi cling véi etanol trong qué trinh chung c4t. C6 thé phén tach cac phan doan cac
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chét d& bay hoi khac nhau ho3c cac “doan” trong qua trinh chung c4t. Poan diu chia
céc hop chét rét d& bay hoi nhu axetaldehyt va etyl axetat, trong khi d6 doan cubi
chira céc hop chét c6 diém sbi cao hon nhu céc etyl este cua céc axit béo chudi mach
dai. Vi ca hai phan doan nay déu 12 khong mong mubn nén ching cé thé dugc phan
ly ra khoi doan ct gitta. Metanol thu dugc trong doan cudi mic du diém séi ctia né
thap. Etyl lactat, axit axetic va furfural cling dugc cht & phan doan cubi. Cac rugu
isobutyl va isoamyl thé hién nhu 12 céc san phim déu, rugu n-propyl duge phét hién

& phan cat giita, va rugu phenetyl thé hién 13 san pham cudi.

Nhiét déng vai trd quan trong trong viéc tao ra hop chét trong qué trinh chung
ct. Vi c6 thé c6 mot sb phan tmg phan hily dién ra, va sy tao thanh cic aldehyt, céc

keton, cc furan, cac hop chit luu huynh, céc pyrazin, va cac phenol xay ra.

Nuéc cét dd dugce tinh cAt duoc didu chinh béng nude dén ham lwong etanol 13
40% c6 thé duogc tang trit trong hai thang dén ba nam trong cac thing gb sdi. Cac
aldehyt bay hoi va/hodc tao thanh céc axetal. Bing cach tang trit trong céc thing gd,
céc hop chit d& bay hoi nhu vanilin, guaiacol, eugenol, cresol va cac phenolic khac
di chuyén tir gb vao nuéc cit, 1am tron huong vi. Céc etyl este khong chi duoc tao ra
trong qué trinh 1én men va con dugc tao ra ca trong qua trinh tang trfr. D& c6 bao cao
rdng cac este c6 thé duoc tao ra sau do trong qua trinh tang trt bang phan tng este

hda céc axit béo véi etanol & ndong do cao.

Phin mo6 ta trén ddy 1a nhu duoc thdy trong tai liéu vién dan néu trén. Rét
nhiéu hop cht 14 thanh phan ctia san phdm chiét xuét tlr cdy thua va/hodc rugu dugc
san xudt tir cdy thua d3 duogc nhan dién; tuy nhién, voi kién thtrc ctia ngudi ndp don,
viée dd uéng thudng dugc ban trén thi trudng 12 tequila hodc céc loai khac thu duogc
tir cAy thua c6 hoat tinh ¢ ché MAO 14 chua duoc biét dén. Vi di biét rang céc chét
trc ché MAO c6 thé duoc sit dung 1am céc chat ting khi sic, cac chét chbng trdim cam
va dé diéu tri nhidu bénh khac, gdm céa bénh Parkinson, nén "nudc ting luc" khdng
cdn ma chtra céc thanh phin khong con cua céc d6 udng nay 1a hitu dung trong cac

truong hop nay.
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Ban chét ky thuit clia sing ché

Nhu néu trén, sang ché tan dung sy c6 mdt cua cac chét tc ché MAO trong
ruou duoc s&n xuét tir cac san phém chiét xuét tir cay thua. Cac chét trc ché MAO ¢6
thé c6 mit trong phé”m chiét tr ban dau hodc duoc tao ra trong qué trinh 1én men hodc
duoc tao ra trong qua trinh chung cit hodc tang trit hodc dugc tao ra do két hop cia
c4c qua trinh nay. Cu thé 13, ngudi ndp don da chi ra réng viéc loai bé cdn ra khoi
céc loai rwou c6 ban trén thi trudng nay bing cach sir dung chén khong 1am phé huy
it nhit mdt murc hoat tinh tc chd MAO nhét dinh. Do d6, cac ché phém theo sang ché
phai duoc didu ché tir cac ruou nay bang céc quy trinh ma bao tdn dugc cac thanh
phan d& bay hoi ndy. C4c quy trinh ndy bao gbm phuong phép thdm thau nguoc, cot
quay va cac phuong phap khac ma khong din dén sy mét mat cac hop chat dé bay
hoi.

Do d6, theo mdt khia canh, sang ché dé cap dén ché phdm dugc didu ché bang
cach xtr Iy dd ubng c6 cdn thu duoc tir cdy thiia bang quy trinh thAm thau ngugc hogic
quy trinh bao tén thanh phan dé bay hoi khic. Theo mt phuong an, d6 ubng c6 con
thu dugc tur cdy thua da dugc san xuét bang cach gia nhiét than cdy thua - agave
cactus dé thuy phan cac dudng phuc; va cit nho va ép than cay da duge gia nhiét nay
dé chiét ra sir6; pha lodng sird nay béng nudc dén 12 dén 14°BRIX va cdy giéng nim
men vao moi trudng pha lodng nay; 1én men sird di pha lodng dugc cly giéng nim
men ndy dé thu duoc san phdm 1én men; va chung cit san pham 1&n men nay dé thu

duoc san phim chung cét.

Séang ché ciing dé cap dén cac phuong phap dé didu tri c4c tinh trang bénh ly
duge dac trung bang su hoat dong qua muc cia MAO bing cach cho ddi tugng can
diéu tri ding lugng hitu hiéu cua ché pham theo séng ché. Phuong phép nay dic biét

lién quan trong truong hop bénh trAm cam hodc bénh Parkinson.

Ngoai ra, sang ché con d& cap dén phuong phap thtr nghiém hoat tinh Gc ché
MAO véi sy ¢6 mit cua etanol. Etanol v6i lugng dang ké s& gay nhiéu thir nghiém
nay. Do do, cac thir nghiém chuén ma khong tinh dén su c6 mit cla cdn s& cho két

qua nham lan.
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Do dé, theo mot khia canh khéac, sang ché d& cép dén phwong phap thir
nghiém dbi véi cac chit rc ché MAO véi su c¢6 mit cua etanol, phwong phap nay
gdm viéc bd sung nicotinamit adenin dinucleotit va alcohol-dehydrogenaza vao thir
nghiém. Chi tiét hon, thir nghiém nay gbm viéc bd sung vao miu cin phan tich
kynuramin dihydrobromua, cling vé&i nicotinamit adenin dinucleotit va alcohol-
dehydrogenaza véi lwong hitu hidu véi co chét; b sung MAO A hoic MAO B; u &
37°C; dirng phan tmg bing ki®m manh va dénh gi4 két qua bang budc séng kich

thich 12 310nm va budc séng phat xa 1a 405nm.
MBS ta vin tit cic hinh vé

Fig.1 thé hién két qua cta viéc danh gia hoat tinh tic ché MAO trong tequila
cd céc thoi gian tang trit khac nhau nhu duge danh giad bang kit thir nghiém thuong

pham chuan.

Fig.2 thé hién két qua cua viéc danh gia hoat tinh tc ché MAO cuia tequila v6i
c4c nhan hang khac nhau va c6 thoi gian tang trit khac nhau st dung kynuramin lam

co chat.

Fig.3 thé hién két qua coa thir nghiém e ché MAO véi kynuramin 1am co

chét sau khi tach cac tequila thanh céc phan doan khac nhau.

Fig.4 12 bidu db thé hién hoat tinh ttc ché MAO ciia c4c phan doan khac nhau

trén cOt dua trén thir nghiém kynuramin.

Fig.5 thé hién két qua cta cac thir nghiém trc ché MAO trén mAu tequila ma
da dugc dem thdm thiu nguoc va so sanh hoat tinh trong phﬁn ¢0 véi hoat tinh trong

phén dich loc.

MG ta chi ti€t sang che

Céc dang khong con ctia do udng c6 con dugc 1am tlr cac san pham chiét xuét
tlr cdy thua 13 doi tuong cla sang ché. Cac d6 ubng c6 con nay gom rugu pulque,
tequila, ruou mezcal, rugu sotol, rugu Bacanora hogc céc san pham lén men khac
dugc 1am tr dudng thu dugc tir cdy thuia. Theo sang ché, con da duogc loai bo trong

c4c diéu kién ma c4c hop chét dé bay hoi khac van dugc gitt lai.
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Céac ché phdm nay c6 tinh chit e ché monoamin oxidaza (MAO) va do d6 1a
hitu dung d& st dung 1am céc chét ting khi séc, cac chét chdng trdm cam hozc aé
didu tri c4c bénh nhit dinh nhu bénh Parkinson. Sing ché con dé cap dén phuong
phép phan loai va didu ché hodc pha trén cac chiét phidm khac nhau dé chon loc tac
dung kich thich sinh 1y hodc chéng trAm cam mong mubn dé sir dung 1am nuéc ting
luc va/hodc chét tang khi sic br:ing cach danh gia hoat tinh MAO véi sy ¢6 mét cua
cdn. Theo khia canh vé phuong thiic phén loai/danh gi4 cla sang ché, cac dd udng tir
cay thua c6 diém s6 e ché monoamin oxidaza (MAO) d6i véi mdi dang MAO,
A+B, duoc bidu thi dudi dang phén tram tc ché so véi dbi ching khong c6 mit chit
e ché. Vi du v& diém sb ddi véi rugu mescal, tequila, Bacanora, sotol va pulque
duogc thé hién trén vi du 6. Vi du 7 thé hién két qua tuong ty khi céc phan doan thu

duoc bing quy trinh thim thiu nguoc duoc phan tich.

Nhu duge thé hién & day, cac dd uéng khéc nhau thu dugc tir cay thua cé thé
dugc phén tich truc tiép vé& ham lugng céc chét uc ché MAO A va MAO B cta
ching. Didu nay c6 thé tao ra hé thong diém s6 trong d6 két qua dbi véi dd udng cu
thé c¢6 thé duoc dua 18n nhan. Céc dd udng khac nhau c6 thé duoc xép loai vé6i thang
do dya trén ham luong cua chung so véi, vi du, cac dd udng tuong tu véi nhan hang
khac. Didm sé c6 thé 1a dbi véi céc td hop céc chét tc ché ca MAO A va MAO B
hodic dbi v6i mdi chét Gc ché riéng r&. Do do, dbi voi thang do 1 dén 10, voi 10 13
didm sb t6t nhat va 1 14 diém sé kém nhét, dd udng ma thé hién mirc tc ché 80% dbi
v6i MAO A so véi muc tre ché 40% ctia nhin hang canh tranh trong céc thir nghiém
gidng nhau, c6 thé cho diém 9 so véi diém 5 cta dd udng c6 hoat tinh thip hon.
Tuong quan gifta muc e ché véi thang diém nhit dinh c6 thé duoc thiét ké dé cung
cép thong tinh hitu ich cho ngudi tiéu dung. T4t nhién 13 thang diém duoc st dung
hodc diém sb dugc chon khong can 13 tr 1 dén 10, ma thang diém bat ky khéc co thé

duogc chon mdt cach tuy y, chéng han nhu thang diém A dén F.

Céc thir nghiém MAO dugc sir dung dé do phin trim Gc ché chip nhan céc
mAu v6i ndng do etanol cao. Phuong phap thir nghiém theo sang ché 13 cin thiét dé
do chinh x4c mtc dd Urc ché hoat tinh MAO va phai chiu dugc cac mau cb néng dé

etanol 16n hon 40%, etanol 13 thanh phin chinh ctia cic méu can dugc phan loai.
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Nong do cdn thudng gip phai véi cac ruou thila duoc chung cat 13 6% d6i véi pulque
dén khoang 60% dbi véi mot sb loai tequila va mescal, nhung cic mau thudng gip
phai hon s& c6 ndng do cdn 13 40% (80 proof (ndng d6 rugu cat)). Do tinh d& bay hoi
cta mot s6 (nhung khong phai tAt ca) chét tc ché MAO thu duoc tlr cdc dd udng tir
cay thiia nén dic biét quan trong 13 khong bay hoi etanol ra khéi miu trong didu kién

ap sut giam hodic bing cach chung cét & 4p suét khi quyén.

Céc ché phim theo sang ché c6 thé dugc sir dung 1dm san phim bd sung cho
thuc phém va/hodc dugc dua vao trong thuc phém hodc thube, hodc duge st dung dé
didu tri bénh trdm cam, bénh Parkinson hodc tinh trang khé & néi chung. Ché phim
nay c6 thd con duoc sir dung 13m chit phu gia hodc chét thay thé cho ca phé hogc si
dung trong c4c san phdm da tach cafein. Cac ché phdm nay c6 thé dugc tron véi hai
hodc nhidu chit mang, t4 dugc va/hodc chét pha lodng ma chdp nhan dugc vé mit
duoc 1y hodc vé mit dinh dudng. Do d6, néi chung, cac ché phim theo sang ché c6
thé duoc dua vao trong nude ép hodc cic dd udng khong con khac nhu nude cola
hodc nudc x6-da huong hoa qua, hodc co thé duoc tiéu ding truc tiép. Céc ché phém
ndy ciing c6 thé duoc dua vao trong thuc phdm nhu cac chét 16ng khong nau, vi du
dau gidm, va duoc tiéu ding ciing v6i cac thanh phan rin ctia mén xa 1at. Lugng ché
phdm duoc tiéu ding hodc dugc dung cho dbi twong phu thudc nhiéu vao ban chét
tinh trang bénh ly can dugc didu tri cling nhu néng do cua cac chit tc ché MAO x4c
dinh dugc ¢6 trong chinh ché phdm d6. Miic chit tic ché MAO hitu dung d6i véi cac
tinh trang bénh 1y khac nhau 13 d& duoc biét dén trong linh vuc k¥ thust ndy va cé thé
tuan theo cac huéng din nay. Viéc sir dung 1am san pham bd sung cho thuc pham 1

di twong thudc phan quyét clia cic nha dinh dudng hodc ngudi hanh nghé khéc.

Do d4, sang ché gom cac loai thyc phdm va céc loai d6 udng ma chira ché

phim theo sang ché vé6i luong hitu hidu ¢ c6 tac dung sinh 1y mong mudn.

Mot phuong phép loai bo thanh céng etanol ra khéi nguyén li¢u dd udng ban
dAu 14 phwong phap thdm thdu ngugc (reverse osmosis: RO). Mang RO véi gidi han
trong lugng phén tur 14 100 Dalton tach etanol ra khoi cac chét (rc ché MAO duoc tao
thanh nhd c4c vi sinh vat hodc dugc tao thanh trong qué trinh chung cAt hodic cac

chat (rc ché ma cé thé von c6 trong nguyén liéu ban dau. Viéc tach céc chat uc ché
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MAO dugc thuc hién ma khong st dung phuong phap chan khéng hodc chung cét.
Do d6, céc ché phim theo sang ché co thé duoc didu ché vi du, bang cach pha lodng
v6i nuéce cat 0,75 lit tequila (hodc dd udng chung ct tir cdy thua khac) dén thé tich
7.5 dén 75 lit, tuy theo néng dd etanol cudi cung mong mudn. Vi dy, 0,75 lit tequila &
ndng d6 ruou 80 proof (ndng d6 con 12 40% theo thé tich) duoc pha loing dén 7,5 lit,
tai diém nay nguyén lidu d& pha lodng c6 ndng do cdn 12 4% theo thé tich. Tequila da
pha loéng dugc tudn hoan trong hé théng thdm thau nguge duge 1p mang c6 gisi
han trong Ivgng phan tr ~100 Dalton (Tangent Membranes, Inc., RO MINI) trong d6
nguyén liéu pha lodng nay dugc cd trd lai dén thé tich 0,75 lit. Viéc giam tiép etanol
dat dugc bing cach pha logng nguyén liéu lai 13n nita dén 7,5 1it hodc nhidu hon va
tiép tuc tudn hoan qua hé thdng RO. Pé tao ra ché phdm nhu nuée ting luc theo sang
ché, viéc pha loang va tudn hoan tiép c6 thé duoc tiép tuc cho dén khi san pham dugc
xem nhu 12 khong cdn. Sau d6, cac chét tic ché MAO hoat tinh duoc chira trong phan
khong cdn, dic va sau d6 cb thé dugc bd sung céc vitamin, c4c chit khoang, cac axit
amin, protein hoic cafein, néu mudn, va c6 thé dugc dua vao ché phim thuc phim

hodc ché phim dd udng khac nhu néu trén.

Khia canh quan trong trong viéc tao ra cac ché phim theo sang ché 13 & chd
mdt sb trong s cac chét te ché MAO 14 cac hop chit d& bay hoi va néu ché phdm
ndy duoc tao ra bang cach bay hoi etanol théng qua, vi du, viéc chung ct bang nhiét
hodc trong didu kién ap sudt giam, thi sy tdn thét céc chét trc ché MAO cén thiét s&
x4y ra.

Vi du thye hién sing ché

Céc vi du du6i ddy duoc dua ra dé minh hoa, nhung khong nhim giéi han

pham vi bao h cua sang ché.

Vidul

Thir nghiém dbi v6i céc loai tequila khac nhau s dung céc hé thir nghiém cé ban
trén thi trudng

Kit hoat tinh MAO ¢6 ban trén thi trudng dugc sir dung dé kiém tra cac mau

tequila khac nhau c6 ban trén thi trudng hodc mezcal, S1, S1 DW, S2 va S3. Kit nay
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duoc mua tir Sigma-Aldrich (kit hoat tinh monoamine oxidaza Cat. No. MAK136),
chtta céc hop chét tc ché MAO di biét, clorgylin va pargylin, lam dbi chung va
tyramin 1am co chit enzym. Peroxidaza tlr cdy cai ngua cfing dugc dua vao kit nay
dé tuong tac véi hydro peroxit dugc tao ra tir viéc oxy hoéa tyramin dé& phan tmg véi
chét danh diu duge chia trong d6, d Amplex®. Tac dung cia MAO A va/hodc B tao
ra chudi céc su kién dan dén su phat xa huynh quang. S1 va S3 13 cac loai tequila,
trong d6 S1 1a dang tang trit 14u nam cua S3 va S1 DW la mau dugce hoan nguyén véi
nude cit cia S1 sau khi 1am kho trong dong khi argon. S2 12 mau mezcal, dugc 1am
tlr cac loai cAy thuia khong phai cdy thua xanh. DW 1a nude cat (distilled water). Dit
liéu huynh quang dugc tinh dbi v6i phan tram tc ché so véi d6i chimg dung dich
dém (khong c6 chét tic ché). Chat i ché da biét dbi véi MAO A, clorgylin, va cht
trc ché da biét dbi véi MAO B, pargylin, dugc dua vao lam dbi chimg. Nhu dugc thé
hién trén Fig.1, tuy thudc vao mAu, su e ché chon loc dbi véi MAO A hoidc B ¢c6 thé

dat duogc.
Vidu2
Kiém tra céc loai tequila khac nhau st dung thir nghiém chi véi kynuramin

Thir nghiém khac trong d6 chi ¢6 kynuramin la co chét va chét danh dau thir
nghiém duoc st dung trong vi du ndy. Thir nghiém nay st dung kynuramin lam co
chat MAO va né 13 co chét cho ca MAO A va B. P4y la phuong phép mong mubn
hon vi tac dung d6i véi peroxidaza hodc su nhiéu phé duoc loai trir. Sy oxy hoa
kynuramin dan dén sy thay dbi OD & buéc séng 360nm va 320nm. San phdm ciing
phéat huynh quang va cé thd dugc phat hién bing murc gia ting cudng do phat xa &

ché do chay 400 véi budc song kich thich & 320nm.

Thir nghiém nay dugc thuc hién trong cac dia 96 15 1am bang polystyren trong
theo phuong thuc sau: B& sung dung dich dém phosphat (205pl / 100mM / dd
pH bing 7,2) vao céc 18 sau d6 1a 20pl mdi mdu chiét va chét wc ché dbi ching
clorgylin (d6i v6i MAO A) va pargylin (d6i v6i MAO B) & nong d6 10uM. MAO A
va MAO B téi td hop cta ngudi (ndng d 0,5mg/ml protein) dugc mua tir Corning®
va mdi thtr nghiém dugc cung cép 3pg protein ndy. Mot s6 thir nghiém duoc chay

v6i protein vo hidu lam doi ching cling duge cung cép bai Corning®. (Céc) chat e
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ché, dung dich dém va protein dugc dé U so bd trong may doc dia doc mét do quang
PowerWave™ duoc dit & 37°C trong 10 phut. Sau do6 co chét kynuramin dugc bd
sung vao mdi 18 va dia ndy dugce tiép & 37°C trong 30 phut. Dia nay dugc doc &
OD 360nm va muc thay d6i d6 hap thu tir thoi diém khong dén 30 phut duge tinh va
chuyén thanh % c ché. Cac mau S40, S41, S42 14an luot 13 blanco, reposado va
afiejo, va 13 céc loai tequila tir cing mdt nha san xuét & cac giai doan tang trit 0, 1
va 2. S1, S3 14 céc tequila nhu trong vi du 1 va S2 1a mezcal. Phén trdm tc ché dugc

tinh tir mtc thay dbi mat do quang & 360nm tir thoi diém 0 dén 30 phut.
Két qua dugc thé hién trén Fig.2.

(Mot loai tequila dugc sir dung lam mau (DJ1942) chta 40% etanol duoc
kidm tra v& tdc dong gy nhifu ddi véi thir nghiém khong c6 alcohol-dehydrogenaza

va NAD va mirc gdy nhiéu duoc thé hién).
Vidu3
Téac dung cua viéc tang tri

Thtt nghiém kynuramin dugc st dung dé kiém tra ba muc do tang trit khéc
nhau cua tequila, S40, S41, S42 va so sanh cac phan chiét bing nudc va metylen
clorua cua cac mau nay. Cac tequila c6 thoi gia tang trit 1du hon thé hién hoat tinh trc
ché MAO gia ting so véi cac phin cét c6 thoi gian tang trit ngén hon, nhu dugc thé

hién trén Fig.3.
Vidu4
Phén doan hoat tinh rc ché MAO

Tequila (1750ml) duoc pha lodng dén 5000ml bang nudc khir ion va duoc
chia thanh ba phdn, va mbi phan duoc chiét bang diclometan (4 x 100ml). Céc phan
chiét duoc gom lai, rira bang nuéc khtr ion (2 x 100ml) va lam kho béng natri sulfat
khan. Giam thé tich miu xuéng 10ml bang cach bay hoi dung moéi sir dung thiét bi
bay hoi kiéu quay sau d6 bd sung silic oxit kho vao va loai bé dung mdi ¢ nhigt 4o
trong phong. Silic oxit da hép thu mau dugc nap kho 1én cdt silic oxit véi thé tich gia
thé 50ml va cOt ndy duogc chay véi gradien ting budc st dung hexan:etyl axetat

(100% hexan, 90: 10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90, 100%
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etyl axetat). Trong qué trinh chay cot, cdc phan doan 7ml dugc thu gom. Cac mau

dugc thir nghiém nhu sau:

Céac thtr nghiém MAO ddi voi A va B duoc thuc hién trén cac dia 96 16 mau
den Thermo Scientific™ (#7205), mdi thir nghiém chtra 1ul miu duoc hoa tan trong
DMSO, 87pl dung dich dém kali phosphat 100mM, d6 pH b%mg 7,4, 3ul dung dich
gbc kynuramin 0,75mM. Tép hop cac dung dich dbi ching véi mdt minh DMSO
(0 cht trc ché), 1ul clorgylin 50uM trong DMSO 1am déi chimg tc ché MAO A va
1ul pargylin 50uM trong DMSO lam dbi chimg tic ché MAO B dugc bd sung mdi
dia. Khi t6i wu héa thir nghiém, tap hop khong protein doi khi duge dua vao cac dia
nay.

MAO A va MAO B téi tb hop ctia ngudi (Corning®, SUPERSOMES™) dugc
bd sung vao céac 16 d6i v6i mbi thir nghiém tuong tmg & ndng d6 750ng protein trong
9ul dung dich dém.

Pia dugc 0 & 37°C trong 30 phut va sau do bd sung 100l dung dich NaOH
2N vao mbi 18. Pia duoc doc trong quang phé ké huynh quang & budc séng kich
thich 310 va budc song phét xa 405.

Pé nhén dién hoat tinh (rc ché trong cic phan doan cdt, 25ul cla mdi phan
doan dugc cho vao cac Ong siéu ly tAm dung tich 1,5ml va bay hoi dén kho trong
thiét bi Savant™ SpeedVac™. DMSO (5ul) duoc bd sung vao mdi bng va 1ul duoc
thtr nghiém hoat tinh Gc ché d6i véi MAO A va B theo phuong phap néu trén. Fig.4
thé hién hoat tinh trc ché MAO A va B trén cac phan doan dugc thu gom.

Su trc ché MAO déng ké duoc thiy trén céc phan doan 6 dén 13.
Vidu5
Pidu ché cac dAu chira chit tc ché MAO

Pha lodng tequila (100ml) dén 200ml bing nuéc khu ion va chiét bang
diclometan (3 x 50 ml). Cac phan chiét duge gom lai va cho qua c{t natri sulfat khan.
Dung mdi dugc bay hoi bang cach st dung thiét bi bay hoi kiéu quay va thu dugc

30mg diu. Cac miu diu nay e ché MAO A khoang 75% va MAO B khoang 87%.
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Pha lodng tequila (100ml) dén 200ml bang nuéc khir ion va chiét bang
diclometan (3 x 50 ml). Céac phn chiét dugc gom lai va cho qua cot natri sulfat khan.
Dung méi dugc loai bo bang cach bay hoi trong thiét bi Kuderna Danish dugc lam
4m bing bdn nudc néng & 70°C, thu dugc 17mg dAu. Cac miu diu ndy thé hién mirc

trc chd8 MAO A 55% va muc trc ché MAO B 88%.
Vidu6
Thir nghiém ddi véi cdc mau tequila thuc chét khac nhau

Nhu duoc ban lun trén ddy, cac mau c6 hoat tinh trc ché MAO phai khong
duoc bay hoi trong diéu kién ap sudt giam néu khong céc hop chét s& bay hoi dong
thoi véi etanol. Do d6, cic mau nén duge thtr nghiém ma khong bay hoi etanol dé
loai bo sy méat mét cac hop chét trc ché MAO va dé phéan loai chinh xé4c hoat tinh ¢
ché MAO ctia san phém duoc duge phan tich. Cac th nghiém duge thuc hién trong
cé4c dia 96 15 mau den Thermo Scientific™ (#7205) nhu sau:

M3di thi nghiém gdm 5pl mau, 0,975pg kynuramin dihydrobromua, 0,75 pmol
nicotinamit adenin dinucleotit (NAD) trong tong thé tich 93pl véi nude mudi dém
phosphat 100mM, d6 pH béng 7.4.

Alcohol-dehydrogenaza dugc pha lodng dén 0,25 don vi/ml va bd sung 3pl
vao cac 13. Céc dia dugc G ¢ nhiét d6 25°C dén 37°C trong 15 pht.

MAO A va B tai t6 hop cia nguodi (Corning) dugc cung cép & ndng dd
5mg/ml duoc chia vao trong cac lo v6i lugng 20pl mdi lo va dugc pha lodng cho thir
nghiém bang 246pl dung dich dém, sau d6 4ul ctia mdi MAO dugc bd sung vao cac
15 twong mg cta no.

Céc dia duoc G & 37°C trong 30 phiit va bb sung dung dich NaOH 2N (100ul)
vao va céc dia dugc doc & budce séng kich thich 310 va budc séng phat xa 405.

St dung thtr nghiém nay, céc mau tequila khac nhau dugc kiém tra véi két qua

duoc thé hién trong bang 1.
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Bang 1
Diém sb cta céc dd udng khac nhau thu duge tlr cdy thuia
Nhén hang % Uc ché MAO A % Uc ché MAO B
Suerte Blanco 5 6
Suerte Reposado 7 12
Suerte Anejo 14 19
Qui blanco 33 7
Don Julio 70® Anniversary 12 6
Grand Patron Piedra 32 49
Don Julio Blanco 9 8
Don Julio Repesado 18 22
Don Julio Anejo 10 26
Don Julio 1942 18 35
Patron Silver Roca 39 11
Patron Roca Anejo 21 40
Patron Grand Platinum 38 9
Esperanto 36 4
Avion Silver 31 7
1800 silver 11 11
Cuervo Silver -1 4
Cuervo Gold 4 40
“Cheap” Mezcal 43 2
“Expensive” Mezcal 40 8
Ketel One Vodka -2 -2
Jaegermeister 49 55
Tres Generacion 15 ‘ 41
Clorgylin/Parglyin (d6i ching duong) 97 82
DMSO (déi chiing am) 2 1
DMSO (,d(“)i ching am) -2 -1
Inhib (d6i chimg duong) 98 96
Inhib (dbi chimg duong) 98 95
Vidu7

Anh huéng cta thim thau nguoc (RO)

Thiét bi RO Mini tir Tangent Membranes, Inc. dugc lép mang loc gidi han
trong lugng phén tir ~100 dugc sir dung 8 tach etanol ra khoi tequila trong khi van
gitt lai céc hop chét tc ché MAO. O day, 1,5 lit tequila afiejo (DJA) dugc pha loang
dén 15 lit bang nudc cét va duge tudn hoan trong thiét bi RO Mini cho dén khi thé
tich duoc giam trd lai con 1,5 1it. Hoat tinh uc ché MAO ctia 10, 20, 30 va 40ul mau
dic va dich loc dugc déanh gia. (Fig.5).
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Nhu dugc thé hién trén Fig.5, miu dic van gitt cac chit ¢ ché MAO A va B
trong khi céc chat trc ché MAO khong c6 mit trong dich loc, dich loc nay chi chira

etanol va nudc tir miu pha loang.

Bang 2 thé hién két qua dbi v6i cac @b udng khac nhau cling nhu nguyén liu
ban dau tequila dugc pha lodng (duge dan nhan dbi chimg RO dugc pha loéng), Phan
¢6 RO thtt nhat, Phin ¢6 RO thir hai, Phin loc RO thir nhét va Phan loc RO th hai.
Cac phﬁn loc duoc thé hién trong thir nghiém tc chéd MAO 13 ¢6 it hoat tinh trc ché,

trong khi héu hét hoat tinh van con lai trong phﬁn cO.

Bang 2

Méu % Uc ché MAO A % Uc ché MAO B
Kirkland Anejo (Costco brand) 23 32
Milagro Anejo 26 23
Don Julio Anejo 17 32
Don Julio 1942 19 35
Pulque 14 26
Sotol 71 58
Milagro Barrel Res Anejo 27 15
Déi ching RO duge pha loang 17 35
Phén c6 RO thtt nhét 23 52
Phin c6 RO tht hai 34 49
Phin loc RO thtt nhit 10 7
Phan loc RO thtt hai 3 8
Clorgylin/Parglyin 97 83
DMSO 1 1
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YEU CAUBAO HO
1. Ché pham chira c4c hgp chét (e ché monoamin oxidaza (MAO), ché pham nay dugc
didu ché bing céach loai bé etanol ra khoi dd uéng ¢6 ¢con duge chung cAt thu dugc tir
cay thua, viéc loai bd etanol nay xay ra bing mot quy trinh ma gitt lai cac hop chét d&
bay hoi khac ngoai etanol, quy trinh ndy 13 quy trinh thAm thiu nguoc hodc cot hinh

noén quay.

2. Ché phim theo diém 1, trong d6 dd udng c6 con dugc chung cét 12 san phdm chung

cat duoc san xuét bang cach:
a) gia nhiét thin cay thua (agave cactus) dé thiry phan céc duong phc;
b) c4t nhé va ép than than ciy da gia nhiét dé chiét ra sird;
¢) pha lodng sir6 nay bing nudc dén ndng d6 12 dén 14°Brix va chy gibng nim
men;
d) 1én men sird pha lodng da dugc chy gibng nay dé thu duoc san pham 1én men; va
e) chung cét san phdm 1&n men d8 thu dugc san phdm chung cét.
3. Ché phdm theo diém 2, trong d6 budc a) dugc thuc hién béng cach hép.
4. Ché pham theo didm 2, trong d6 budc b) dugc thuc hign trong may xay cit va may
ép.
5. Ché pham theo diém 2, trong d6 quy trinh & bude d) bao gdm 1én men & nhiét do

nam trong khoang tir nhiét d trong phong dén 30°C véi su c¢6 mit cua S. cerevisiae

va K. africana.

6. Ché pham theo diém 2, trong d6 bude e) dugc thye hién cho dén khi san pham chung

cAt dat dén ndng dd etanol it nhét 12 38%-40% thé tich/thé tich.

7. Thuc pham hoic dd ubng chira ché phim theo diém 1 hodc diém 2.
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