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Linh vue ky thuat dwoe dé cap

Séng ché dé cap dén ché pham glycosyl hesperetin méi, va cu thé hon,
sang ché d& cap dén ché phidm glycosyl hesperetin ma c¢6 vi pha tap dugc giam
dang ké, va dé cap dén quy trinh san xuét ché phdm nay. Mic du chi tiét sang
ché s& dugc md ta sau day, thuat ngit glycosyl hesperetin duoc ding trong ban
mo ta 1a dé chi chung dén cic hop chit ma chira hesperetin dugc két hop véi
saccarit (sau day duoc goi 13 “hop chit c6 cdu tric hesperetin®); hesperidin, 7-
O-B-glucosyl hesperetin ¢6 cdu trc mot phan ciia hesperidin, trong d6 gdc
rhamnoza 1a thanh phin cu thanh rutinoza trong hesperidin dwgc giai phéng tir
d6, va a-glycosyl hesperidin, trong d6 mot dwong luong mol hodc nhiéu hon
saccarit nhu D-glucoza, D-fructoza, va D-galactoza dugc lién két véi

hesperidin bang lién két a.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Pi biét rang, trong sé cac vitamin, vitamin P lién quan dén chirc ning
sinh ly ciia vitamin C trong co thé séng, vi du, lién quan dén phan ung
hydroxyl hoa cta prolin va lysin can thiét d6i v6i qua trinh tong hop collagen
1a thanh phéan chinh ctia mé lién két sinh hoc, ciing nhu 1ién quan dén phan tng
oxy héa khir ciia phan ung khir Fe™ " trong xytochrome C thanh Fe™" va, lién
quan dén tac dung ting cudng mién dich ciia ching ting bach ciu; va déong mot

vai trd quan trong trong viéc duy tri va tang cuong suc khde ctia co the song.
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Hesperidin, con dugc biét dén 1a vitamin P, 1a hop chit c¢6 Cong thirc
héa hoc I sau ddy véi cdu tric hesperetin, trong d6 rutinoza chtra rhamnoza va
glucoza lién két v6i hesperetin, va n6 1a dang flavonoit c6 nhiéu trong vé qua
cua hoa quéa ho cam quyt; hon nita, n6 con duoc biét dén va duoc st dung trong
thoi gian dai nhu 13 vitamin P ¢6 chic nang sinh 1y ting cuong mao mach, ngén
ngra chdy mau va didu hoa 4p suét; va duge st dung rong rdi trong cic san

phim thyuc pham, m§ pham va dugc phim chéng han.

Cong thtrc hoa hoc 1:

0
O

OH
CH,

OH OH CH

((Rutinoza) (Glucoza) (Hesperetin)

Rutinoza
Hesperidin (Coéng thtc héa hoc 1)

Ngoai viéc stt dung hesperidin lam tdc nhén lam giau vitamin P nhu la
chét dinh dudng vi lwong, khi xem xét cdu tric héa hoc va chirc néng sinh 1y,
hesperidin ¢6 thé duge dua vao san phidm thuc phdm riéng ré hoic két hop vai
cac vitamin khac 1am chat chéng oxy hoa, chéit &n dinh, tac nhén cai thién chét
lugng, tdc nhén hép thu tia cuc tim v.v..; vao trong dugc phém nhu tac nhan
phong hodc diéu tri bénh, tirc 1a tdc nhan cho cac bénh nhay vé&i hesperidin nhu
bénh do virut, bénh do vi khuén, bénh lién quan dén tudn hoan mau, va khoi u di
cdn ma nhay véi hesperidin; va thdm chi duoc s dung trong m§y phim nhu tac

nhin lam dep da, tdc nhan lam tring da va tac nhan chéng 140 héa nhu chit 1am
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on dinh, chat chong oxy hoa, va tdc nhan hap thu tia tr ngoai, va tdc nhan uc ché

st hinh thanh melamin. Do d6, hesperidin dugc sit dung kha la rong réi.

Tuy nhién, do hesperidin khé hoa tan trong nudc & ndng dd thap chi
khoang 1g trong 50 lit nuéc (hodc khoang 0,002% trong luong/thé tich) & nhiét

d6 moi truong, nén nd kho de sir dung.

V& phuong phap cai thién van dé néu trén, vi dy, tai liéu patent 1 md ta
hop chét a-glycosyl hesperidin, dugc didu ché bang cach cho enzym chuyén hoa
saccarit (hodc glycosyltransferaza) tdc dung véi dung dich chira hesperidin va
dich thiy phén tinh bdt mot phén, c6 d0 hoa tan trong nudc tuong dbi cao, va
duge thiy phan d& dang in vivo dé thuc hién chtc ning sinh ly von c6 cua
hesperidin ma khong ngai gay ra doc tinh bét ky, va phuong phap diéu ché hop

chéit nay.

Lam vi du tiéu biéu vé& a-glycosyl hesperidin, o-glucosyl hesperidin,
duge biét 1a hesperidin da dugc xir ly bang enzym, glycosyltransferaza/glycosyl
hesperidin, hesperidin tan trong nudc, hodc glycosyltransferaza/glycosyl vitamin
P, 1a hop chat dugc thé hién trong Cong thirc héa hoc 2 sau day, trong d6 1 phin
ttr glucoza duoc lién két véi glucoza khéc trong cAu tric rutinoza cua hesperidin
nho lién két a, va duoc thuong mai héa duéi dang san phdm chtra chat nay 1am
thanh phén chinh, vi du “HAYASHIBARA HESPERIDIN S”, tén san phém cla
glucosyl hesperidin, san phdm thwong mai cia cdng ty Hayashibara Co., Ltd.,

Okayama, Japan.

Cong thtrc hoa hoc 2:



40233

OH
o}

CH,

OH OH
R(Rhamnoza)il(Glucoza) (Hesperetin)
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OH OH 00—
(G(Glucoza)

a-Glucosyl Hesperidin (Cong thttc héa hoc 2)

Pa biét ring, cac san phidm thong thudng chuoa o-glycosyl
hesperidin, chtra dong thdi hesperidin dugce biét 1a chit nguyén nhan lam
giam d0 hoa tan trong nudc cuia a-glycosyl hesperidin; va, lam thtr nghiém
dé cai thién do giam néu trén, chuyén hoa hesperidin thanh 7-O-B-glucosyl
hesperetin, nhu dugc thé hién trong Cong thic héa hoc 3 sau day, chit nay
c6 thé thu dugc bang cach giai phéng gbc rhamnoza ma cdu thanh nén cdu
tric rutinoza cua hesperidin va c6 d¢ hoa tan trong nuéc cao hon rd rét so
v6i hesperidin. Vi du, tai liéu patent 2 m6 ta phuong phéb tao ra san phdm
c6 ham luong a-glycosyl hesperidin cao v6i d9 hoa tan trong nudc dugce cai

thién bang cach cho phép a-L-rhamnosidaza (EC 3. 2. 1. 40) tac dong lén

dbi cao d& chuyén hoa hesperidin thanh 7-O-B-glucosyl hesperetin va lam

giam ham lugng cia hesperidin con lai.

Cong thirc héa hoc 3:
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(Glucoza) (Hesperidin)
7-0-B-Glucosyl hesperidin (Cdng thic héa hoc 3)

San phidm chtra glycosyl hesperetin, tac 1a, san pham dugc goi 1a
glycosyl hesperetin nhu hesperidin, a-glucosyl hesperidin, va 7-O-B-
glucosyl hesperetin thong thuong (sau day co thé dugc goi don gidn 13 “san
phém thong thuong”), ¢ vi ding dic biét (bao gdm ca vi thd, vi chét, hodc
vi se) va hdu vi khong mong mudn, tic 13, vi pha tap, dugc mo ta, vi du,
trong tai liéu patent 3, phuwong phéap thém axit malic vao dd udng chra a-
glycosyl hesperidin, tc 14, glycosyl hesperetin, con dugc biét 1a hesperidin

tan trong nudc, la phuong phéap cai thién tdc dung néu trén.

Tuy nhién, cho dén nay, van chua c6 san phadm glycosyl hesperidin
bat ky dugc tao ra ndo ma vi pha tap ciia né dic trung cho san pham théng

thuong nay duoc cai thién dén mtc do hai long nhét.

Tai liéu patent

tai liéu patent 1: Don yéu cau cap patent Nhat s6 3060227

tai lidu patent 2: Pon yéu cau cap patent Nhat s6 3833811
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tai liéu patent 3: Japanese Patent Kokai No. 2011-126849

Ban chit k§ thuét ciia sang ché

Muc dich cua sdng ché

Sang ché, dugc tao ra dé khéc phuc céc thidu s6t néu trén, nham muc
dich tao ra ché phdm a-glycosyl hesperetin ma c6 vi pha tap dwoc giam mdt
cach dang k& so véi cac san phidm thong thudng, va quy trinh tao ra ché

phim nay.

Phuong thirc thuc hién dé dat dwoc muc dich sang ché

Té4c gia sang ché tap trung vao vi pha tap dugc coi la nhuge diém cua
san phdm thong thudng va nd luc thwe hién nghién ctru véi muc dich khic
phuc dugc nhugc diém nay. Tac gia sang ché gia dinh ring budc phai ton tai
mot hodc nhiéu chit 1am nguyén nhan gy ra vi pha tap cia san phim thong
thudng, ma vén cé trong mot sé nguyén liéu cdu thanh nén san phidm nay
(sau day c6 thé duoc goi don gian la “chit gdy ra vi pha tap”) hoic chat
nguyén nhin nay dugc hinh thanh trong cac budc tao thanh né. Theo gia
dinh nay, tac gia sang ché lap lai nhiéu nghién cu khac nhau dua trén
phuong phép lam gidm vi pha tap cua san pham thong thudng va tim ra ché
pham glycosyl hesperetin méi ma vi pha tap ciia n6 dwge giam mot cach
dang ké so véi san phim thong thuong, khi tdc nhan lam giam cung ton tai
trong budc bat ky ctia qud trinh hinh thanh. Ngoai ra, Tac gia sang ché con

phat hién ra ring hop chét glycosyl hesperetin méi dugc giam dang ké vé
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mau va mui so véi san pham thong thudng. Hon nita, tdc gid sang ché da so
sanh chi tiét cac dau hiéu cua ché pham glycosyl hesperetin méi thu dugc
theo sang ché véi cac dau hiéu cia san pham thong thuong va phét hién ra

nhitng diém sau day:

(A) Ca hai déu 1a cic san phdm trén co s& glycosyl hesperetin nhung
khéc biét vé ham lugng furfural, tic 13, aldehyt thom 1a thanh phan vi luong,

hoic 2-furancarboxyaldehyt theo danh phép IUPAC; va

(B) ché phidm glycosyl hesperetin méi ¢6 vi pha tap duge gidm déng
ké theo sang ché c6 ham lugng furfural dugc giam dang ké so v6i san pham
thong thuong, va néi cach khéc la ché phdm c6 ham lugng furfural gidm
dang ké 1a ché phim glycosyl hesperetin ma dugc giam dang ké vi pha tap so
v6i san pham thong thudng. Dua trén nhitng phat hién nay, tac gid sdng ché
da phat hién ra réng, ham luong furfural chéc chin 12 mot chi sb dé thu duoc

ché phdm glycosyl hesperetin ma dugc lam giam déng ké vi pha tap.

Dua trén co s§ vé cac phat hién trén day, tac gia sang ché da dé xuat
sang ché theo céach tap trung vao ham luong furfural, lam chi sb dé thu duogc
ché pham glycosyl hesperetin ma duoc lam giam dang ké vi pha tap 1a khiém
khuyét cta san phim thong thuong, dugc chira trong ché phidm glycosyl
hesperetin nay; va thu duoc ché phdm glycosyl hesperetin mong mubn, ma
duoc lam giam dang ké vi pha tap so v6i san pham thong thudng, bang cach
st dung tac nhan kht trong budc bit ky cua quy trinh hinh thanh n6 lam
phuong phap dé thu duoc ché pham glycosyl hesperetin nady ma dugc lam

giam dang ké ham lugng furfural.
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Sang ché giai quyét muc dich néu trén bang cach tao ra ché phdm
glycosyl hesperetin ma hiu nhu khong chta furfural. Thudt ngit “hdu nhu
khong chira furfural” trong ban mo ta nay la dé chi ham luong cua furfural
trong glycosyl hesperetin ¢ mirc thdp dang ké so véi san phim thong thuong.
N6i mot cach cu thé, c6 nghia 1a mirc 6 ham lugng furfural thuong nhé hon
200ppb, trong d6 1ppb tuc la mot phan ty, t6t hon 12 nho hon 100ppb, tot
hon nita 12 nhé hon 50ppb, con tt hon nita 1a nhd hon 30ppb, tot nita 12 nho
hon 20ppb, dic biét t&t hon 1a nhd hon 15ppb, va tét nhat 1a nhé hon 10ppb,
khi dugc xac dinh bang phwong phéap phin tich dugc md ta sau day bang
cach st dung quang phd khdi sic ky khi (sau day dugc viét tit 1a “phép phan
tich GC/MS”) dugc thé hién trong muc “(1) Ham lugng furfural” trong Vi du
thtt nghiém 1 dugc mo td sau day. Trong sé cac ché phdm glycosyl
hesperetin theo sang ché, céc ché phdm ma ham lugng furfural cia né duge
lam giam dén muc téi da dén dudi gigi han phat hién cua phép phén tich
GC/MS 1a cac ché phdm glycosyl hesperetin c6 chét luong cao 1o rét ma vi
pha tap cua n6 dugc lam giam mot cach dang ké so v6i san pham thong
thuong va cd mau sdc ciia noé ciing duoc giam rd rét. Bo qua viéc sir dung
ché phdm glycosyl hesperetin theo sang ché trong céac linh vuc dugc pham,
thiét bi chinh xac, v.v., glycosyl hesperetin c6 dd tinh khiét cao nhit 1a
khong can thiét khi dugc st dung trong cac linh vuc thuc phdm, thuc phdm
dic san (“shikohin”), m§ phidm, nguyén li¢u/vat liéu cdng nghiép, thic dn
chin nudi, mdi, vat liéu may mac, nhitng san phém khac bao gém hang hoa,
hodc cdc san phdm nhua; tirc 1a ché phidm glycosyl hesperetin khong nhét
thiét phai 1a ché phidm c6 ham lugng furfural giam dén mirc thap hon giéi

han phat hién, cling khong cin phai 12 ché phim hoan toan khong c6
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furfural. Do d6, ché pham glycosyl hesperetin theo sang ché bao gdm céac
ché phdm hau nhu khong chira furfural hodc céc ché phdm ma chwa furfural
& mtrc do thap don dang ké so v&i san phdm thong thuong hodc & muc khong

thé phat hién duoc, mién 1a dat dugc muc dich mong mudn cia sang ché.

Sang ché giai quyét muc dich khac néu trén day bang cach d& xuét
phuong phép tao ra ché pham glycosyl hesperetin, phuong phap nay bao
gdm cac bude (a) didu ché dung dich nuéc chta hesperidin va dich thuy
phan tinh bt mot phin, (b) d& enzym glycosyltranferaza tac dong trong
dung dich nuéc dé tao ra glycosyl hesperetin chira a-glucosyl hesperidin, va
(¢) thu gom glycosyl hesperetin tao thanh, trong d6 mot hoac nhiéu buéc
trong sb cac budce tir (a) dén (c) dugc thyc hién v6i sy c6 mdt cua tac nhén
khtr, hodc tdc nh4dn khir dugc thém vao nguyén liéu ban dau duogc st dung
trude khi thwe hién mot hodc nhiéu bude tir (a) dén (c) va/hoic dugc thém

vao san pham tao thanh & buédc bat ky.

Ngoai ra, sang ché giai quyét muc dich khac dugc néu trén day bing
cach dé xut san phém thuc phém, san phém ddc san, my phém, duoc phém,
san pham gidng thubc, hoa chét, nguyén lidu/vat liéu cong nghiép, dd an,
mdi ba, vat liéu may mic, nhitng san pham linh tinh khac bao gdm ca tap
hoa, hodc cic san pham nhua, tit ca cac chat nay chia glycosyl hesperetin

theo sang ché.

Sang ché con giai quyét muc dich khac dugc néu trén day bang cach
dé& xuit phuong phap lam giam vi pha tap cia san pham chtra glycosyl

hesperetin, phuong phéap nay bao gdm budc dé san phim tiép xuc voi tdc

-10-
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nhan khu.

Tac dung cua sang ché

Khéng gidng véi cac san pham thoéng thudng, ché phdm glycosyl
hesperetin theo sang ché khac biét & chd duoc 1am giam dang ké vi pha tap.
Theo phuong phép tao ra ché phdm glycosyl hesperetin theo sing ché hoic
phuong phap lam gidm vi pha tap cua san phdm chira glycosyl hesperetin
theo sang ché, c6 thé co lgi ich thuc tién khi tao ra ché phdm glycosyl
hesperetin ma duoc lam giam déang ké vi pha tap so v6i san phidm thong
thuong & quy md cong nghiép, én dinh, va c6 hiéu suit twong ddi cao, ciing
nhu dé dang thuc hién va cé chi phi thdp hon. Do dé, ché phim glycosyl
hesperetin theo sang ché tét hon 1a c6 thé duoc st dung trong cdc vt
pham/hang héa/san phdm trong d6 san phdm théng thuong hiu nhu khong
dugc st dung hodc ¢6 vin dé do vi pha tap cua riéng n6 hodc cung vdi van
d& mau sic cua no, hodc thdm chi do mui vi cia nd. Do ché phém glycosyl
hesperetin theo sang ché c6 vi pha tap giam déang ké, cling nhu dugc giam rd
rét vé mau sic va mui vi so vé6i san pham thdéng thudong, nén nd c6 loi ich
thuc tién dang ké & chd tao ra san phim chit lugng cao khi chung dugc tao

ra qua cac budc gia nhiét.

M ta chi tiét saing ché

Phan sau diy s& giai thich cdc phuwong phap duoc wu tién theo sédng
ché, n6 chi nham minh hoa cho céac phuong phép thuc hién dugc wu tién cua

sang ché, ma khong lam giéi han sang ché.

-11-
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Ché phdm glycosyl hesperetin theo sang ché giébng vé6i san pham
thong thudng & chd ching chira chu yéu glycosyl hesperetin, nhung ché
phim glycosyl hesperetin theo sang ché 1a ché phidm glycosyl hesperetin méi

ma dugc lam gidm dang ké vi pha tap so véi san phim thong thudng.

Thuat ngt “glycosyl hesperetin” dugc dung trong sang ché 1a dé chi
ché phdm ma chira (1) a-glycosyl hesperidin va (2) mot hodc cé hai chét gbm
hesperidin va 7-O-B-glucosyl hesperetin, tic Ia, hén hop cua glycosyl
hesperetin lam thanh phan chinh; va con gdm (3) flavonoit nhu narirutin,
diosmin, neoponxirin, va glucosyl narirutin, va (4) cic thanh phan vi lugng
nhu mubi. Téng phéan trim (% theo khéi lugng) cia céac thanh phéan (1) va
(2) néu trén trong ché pham glycosyl hesperetin theo sang ché (sau day goi
don gian 1a “ham lugng glycosyl hesperetin”, trir khi ¢6 quy dinh khac), trén
co s& chét ran khd (dry solid basis: d.s.b.), thudong 1a it nhét 90% khdi luwgng
nhung nho hon 100% khéi lugng, tot hon 14 it nhit 93% khéi luong nhung
nho hon 100% khdi lugng, tdt hon nita 1a it nhit 95% khéi luong nhung nho
hon 100% khéi luong, tot hon nira 12 it nhat 97% khéi lugng nhung nho6 hon
100% khéi lwong, va it nhit 98% khéi lwong nhung nhé hon 100% khoi
lugng (trong toan by ban mo td, “% theo khdi luong” duge viét tat 1a “%”,

néu khéng c6 quy dinh khac).

B4 qua viéc sir dung glycosyl hesperetin theo sang ché trong linh vuc
duogc phém, thiét bi chinh xac, v.v., khi né6 dugc st dung trong linh vuc thuc
phdm, san phidm dic san, m¥ pham, nguyén liu/vat liéu cong nghiép, thic
an chan nudi, moi, vat liéu may mac, nhitng san phém khéac bao gém cac loai

hang hoa, hodc céac san pham nhua, trong d6 glycosyl hesperetin c6 do tinh

-12-
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khiét cao nhét c6 thé khong thuc su cdn thiét hodc tham chi ché pham c6 do
tinh khiét twong déi thdp hdu nhu ciing khong gay ra van d& cu thé bat ky,
giéi han trén cia glycosyl hesperetin theo séng ché thuong 1a 99% tinh theo
d.s.b., mc nay dé dang cho phép cung cip & quy mo cong nghiép va & mic
chi phi thdp hon; 98% tinh theo d.s.b., mirc nay cho phép cung cip & mirc
chi phi thap hon; va thim chi & muc thap t6i da dén 97% hoic thdp hon tinh
theo d.s.b., mic ndy cho phép cung cip & mirc chi phi thip hon nita, trong
khi viéc xem xét sy hinh thanh san phdm cudi cung va c6 thé cho phép cung
cip san phidm & muc chi phi thidp hon. Tuy nhién, trong trudng hgp ham
luong tinh theo d.s.b., cta glycosyl hesperetin trong glycosyl hesperetin theo
sang ché 1a tvong ddi thip, chic chin s& doi héi lugng 16n hon trong trudng
hop st dung chit ¢6 ham luong glycosyl hesperetin cao hon, din dén viéc
thuc hién kho khan va kha nang thuc hién khong theo y mubn. Dé tranh céc
khiém khuyét nay, giéi han thip hon cia ham lugng glycosyl hesperetin
thuong it nhat 90%, tdt hon 1a it nhit 93%, tét hon nita 14 it nhat 95%, va tot

hon nita 1a it nhit 97%.

Vi du vé cac phuong an dugc wu tién cia glycosyl hesperetin theo
sang ché bao gém céc chit ¢6 ham lugng o-glycosyl hesperidin 1a it nhat
50% nhung nhé hon 100%, khi glycosyl hesperetin la a-glycosyl hesperidin

nhu a-glucosyl hesperidin.

Trong trudong hop tao ra glycosyl hesperetin theo sang ché dudi dang
ngudn a-glucosyl hesperidin & mirc chi phi thip hon, gi6i han trén cua ham
luong a-glucosyl hesperidin trong glycosyl hesperetin theo sang ché co thé

thuong 1a 90% hoac thdp hon dé d& dang tao ra né & quy mod cdng nghiép,

-13-
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v6i lugng tuong dbi 16n va & mire chi phi thdp hon; tét hon 1a 85% hodc thip
hon dé tao ra n6 & muc chi phi thip hon nhiéu; va t6t hon nira 12 80% hoic
thdp hon dé tao ra hop chit nay & muc chi phi thp hon nita. Trong khi gié6i
han dudi cua luong a-glucosyl hesperidin thuong 1a it nhit 60%, 65%, hoic
70% véi ly do twong tu nhu & ham lugng glycosyl hesperetin néu trén day.
Cu thé, vi du vé cac phuong an dugc wu tién cua glycosyl hesperetin theo
sang ché bao gdm hop chat c6 ham luong o-glucosyl hesperidin nim trong

khoang tir 60 d¢én 90% tinh theo d.s.b.

Ham luong glycosyl hesperetin trong ché pham glycosyl hesperetin
theo sang ché duoc néu trén day cé thé duoc xac dinh béng thiét bi do bat ky
thuong duogc st dung trong linh vuc k¥ thuat. Vi du vé viéc xac dinh nay la
nhu sau: ham lugng glycosyl hesperetin duge xac dinh bang cach 1y miu
glycosyl hesperetin theo sang ché; pha lodng hodc hoa tan mau véi nude tinh
khiét dé tao ra né)ng do, vi du 0,1% trong lugng; loc dung dich tao thanh
bang mang loc thwong mai kich ¢& 0,45um; dwa dich loc vao sic ky long
tinh ning cao (sau diy goi la “HPLC” (high-performance liquid
chromatography)) bing cach st dung chit phan tng loai hesperidin, dugc
phan phéi thuong mai bdi Cong ty Wako Pure Chemical Industries, Ltd.,
Tokyo, Japan, 1 chit chuin trong cac diéu kién sau diy; va tinh ham lugng
glycosyl hesperetin dua trén dién tich cua mdi dinh xuét hién trong phd sic
ky & bude song UV 1a 280nm va trong luong phan tir twong tng vGi mdi
dinh cua mdi ché phidm glycosyl hesperetin nhu hesperidin, a-glycosyl
hesperidin (o-glucosyl hesperidin, v.v..), hodc 7-O-B-glucosyl hesperetin.

Viéc xac dinh lugng glycosyl hesperetin dugc trinh bay duéi day:
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Diéu kién phan tich HPLC:

o Thiét bi HPLC: “LC-20AD”, dugc phén phéi thuong mai béi

Cong ty SHIMADZU CORPORATION, Kyoto, Nhit Ban

e May khit khi: “DGU-20A3", dugc phan phdi thwong mai boi Cong

ty SHIMADZU CORPORATION, Kyoto, Nhat Ban

o Cot: “CAPCELL PAK C18 UG 1207, dugc phan phéi thuong mai

bdi Cong ty Shiseido Co., Ltd., Tokyo, Nhat Ban

J Thé tich miu truyén: 10pl

o Dung moi rira gidi: nudc/axetonitril/axit axetic (80/20/0,01 (theo

ty 18 thé tich))

o Tbc do chay: 0,7ml/phut

J Nhiét do: 40°C

° Phat hién: “SPD-20A”, detecto UV, dugc phéin phéi thuong mai

bdi Cong ty SHIMADZU CORPORATION, Kyoto, Nhat Ban

o Budc song do: 280nm

J Thiét bi xt 1y dit lidu: “CHROMATOPAC C-R7A” dugc phan

phdi thwong mai béi Cong ty SHIMADZU CORPORATION, Kyoto, Nhat Ban
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Xac dinh luong glycosyl hesperetin:

(1) Ham luong hesperidin: Pugc phén tich theo HPLC va dugc tinh
toan dua trén co s& ty 1€ cua dién tich dinh cta hesperidin trong mau vé6i dién
tich cta chit phan @ng loai hesperidin 1a chit chudn, dwgc phan phdi thuong
mai boi Cong ty Wako Pure Chemical Industries, Tokyo, Nhat Ban, & ndng do

quy dinh trude.

(2) Ham lugng o-glucosyl hesperidin: Pugc phén tich theo HPLC va
duoc tinh toan dua trén co s& ty 1€ cia dién tich dinh cla a-glucosyl hesperidin
trong mau v6i dién tich cua chit phan ng loai hesperidin 1a chit chuin, duoc
phan phéi thwong mai béi Cong ty Wako Pure Chemical Industries, Tokyo,
Nhat Ban, & ndng d6 quy dinh truéc; va dua trén ty 1€ trong luwong phan tir cia

a-glucosyl hesperetin véi hesperidin.

(3) Ham luong 7-O-B-glucosyl hesperetin: Dugc phén tich theo HPLC
va dugc tinh toan dua trén co s& ty 1€ cta dién tich dinh ctia 7-O-B-glucosyl
hesperetin trong mau v6i dién tich cia chét phan tng loai hesperidin 1a chét
chudn, dugc phan phdi thwong mai bdi Cong ty Wako Pure Chemical
Industries, Tokyo, Nhat Ban, ¢ néng d6 quy dinh trudc; va dua trén ty 1€ trong

lugng phén tr ctia a-glucosyl hesperetin véi hesperidin.

(4) Ham luong cua cac glycosyl hesperetin khic: \duoc phan tich theo
HPLC va dugc tinh toan dua trén co sé ty 1€ cia dién tich dinh cua moi loai
glycosyl hesperetin khac trong mAu voi dién tich cia chit phan tGng loai

hesperidin 1a chat chudn, dugc phan phdi thuong mai bdi Cong ty Wako Pure
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Chemical Industries, Tokyo, Nhat Ban, ¢ n6ng d6 quy dinh trudc; va dua trén
ty 1& cta trong lugng phén tir cla cac a-glucosyl hesperetin twong ung khéac véi

hesperidin.

Thuét ngit “ham lugng cua glycosyl hesperetin tinh theo d.s.b.” trong
glycosyl hesperetin theo sang ché tic 1a phin tram (%) cua téng ham lugng
glycosyl hesperetin dugc xac dinh trong cdc muc tir (1) dén (4) trén day véi
trong lugng tinh theo d.s.b. cla glycosyl hesperetin theo sang ché duoc st dung

lam mau.

So v6i san phidm thong thuong, ché pham glycosyl hesperetin theo sang
ché 1a ché pham dugc lam giam ding ké vi pha tap va, thu duogc khi quan tdm
dén ham luong furfural, hau nhu khong chtra furfural. N6i cdch khac, ham
lwong furfural trong ché phdm glycosyl hesperetin theo séng ché 1a chi sb dé
thu duoc glycosyl hesperetin ma dugc lam gidm dang ké vi pha tap, va sang
ché mé ta phuong phép tao ra glycosyl hesperetin nay bang cach st dung ham
lugng furfural 1am chi s6. Pa duoc biét rong rai rang ham lugng furfural cang
thiy thap hon thi vi pha tap cla ché phdm glycosyl hesperetin dugc 1am giam

mot cach dang ke cang nhiéu.

Trong quéa trinh phén tich da khia canh ché phidm glycosyl hesperetin
theo sang ché, tac gia sang ché phat hién ra ring, trong sb cac ché phim
glycosyl hesperetin theo sang ché, cac ché phdm ma hiu nhu khong chira
furfural va 4-vinyl anisol (sau day dugc viét tat 1a “4-VA™) con duoc biét 1a
4-metoxystylen, mdt loai phenol ete, dugc lam giam rd rét vé vi pha tap, ciing

nhu mau sic. Ham lugng ctia 4-VA, dugc uée tinh 1a thanh phén c6 thé duoc
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tao ra tir nguyén lidu bat ky dugc st dung dé tao ra glycosyl hesperetin theo
sang ché, thuong nhé hon 30ppb so véi khéi luong cua glycosyl hesperetin
tinh theo d.s.b.; va ham lugng clia 4-VA thuong la mbi lién hé song song véi
ham luong furfural trong glycosyl hesperetin ma ¢6 ham luong furfural nho
hon 200ppb. Thuat ngit “hau nhu khong chita 4-VA” dugc ding trong sang
ché 1a dé chi rang, tuong tw nhu & furfural, ham lugng cia 4-VA 13 & muc
thdp dang ké so véi san phdm thong thuong. Cu thé, ham luong cua 4-VA
trong glycosyl hesperetin theo sdng ché thudng nhod hon 30ppb, t6t hon 14 nhé
hon 15ppb, tét hon nita 1a 10ppb, con t&t hon nita 12 nhé hon 5ppb, tét hon
nita 12 nhé hon 3ppb, va con tdt hon nita 12 nhé hon 2ppb so véi khéi luong
cta glycosyl hesperetin tinh theo d.s.b., khi dugc xéc dinh theo phuong phap
phan tich s dung phép phan tich GC/MS dugc thé hién trong muc “(2) 4-VA”

trong Vi du thtt nghiém 1 duwoc md ta sau day.

Ngoai ra, ché pham glycosyl hesperetin theo sang ché c6 diu hiéu co
loi 12 duge lam giam dang ké vi pha tap 1a khiém khuyét cta san phidm thong
thudng; hoic né khong chi ¢6 ddu hidu c6 lgi 1a duge lam giam dang ké vi
pha tap so vé6i san phim thong thudng ma con gitt lai duge d4u hiéu c6 1gi nay
thdm chi khi dwoc gia nhiét sau khi dugc hoa tan trong dung dich nuéc. Vi
pha tap cua ché phdm glycosyl hesperetin theo sdng ché ¢6 thé dugc danh gia
bing danh gid cam quan b&i nhitng nguoi tinh nguyén dugc thé hién trong

phan “Thir nghiém 2: P4nh gi4 cam quan” dugc md ta sau day.

Ché pham glycosyl hesperetin theo sdng ché c6 diu hiéu k¥ thuat co
loi 12 dugce giam 16 rét vé mau séc so v6i san phidm thong thudng (sau day co6

thé duoc goi 1a “cdp d6 mau”). Cap do mau cla ché phdm glycosyl hesperetin
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theo sang ché duoc x4c dinh bang phuong phép duoc thé hién trong muc “(2)
Tong mau va cAp d6 mau” trong Vi du thtt nghiém 1 dugc mé ta sau day va
duge chi rd nhu sau: Dung dich nuéc véi ndng do xac dinh trude cia glycosyl
hesperetin theo sang ché dugc dua vao xir Iy nhiét trong binh chia day kin, va
dung dich tao thanh dugc quan sat bang kinh hién vi vé téng mau cla no va
duoc xac dinh hé sb hép thu cia né ODyonm va OD720um & budc song tuong
ung la 420nm va 720nm, tiép theo tinh toan su khac biét gilta cac hé sb hap
thu nay, OD420nm - OD720nms dé thu duoc gié tri dé su dung lam cép dd mau.
Phuong 4an dugc uu tién vé ché phdm glycosyl hesperetin theo sdng ché bao
gém cac phuong 4n ma c6 su khac biét néu trén nhé hon 0,24, tot hon 1a 0,20
hoac thép hon, tdt hon nira 1a 0,17 hoic thép hon, va con tdt hon nira 13 0
hoic cao hon 0,15 hodc thp hon. Do san phdm thong thudng c6 khiém khuyét
la bi gia tang 1o rét vé cép dd mau cua n6 khi dugc dun néng, dung dich nudc
trén ddy dugc dun ndong mot cach chu y trong khi thyc hién thir nghi€ém nay aé
danh gid mot cach chinh xadc mau sic cua glycosyl hesperetin theo sang ché

von ¢6 va mic ¢ mau sac khi dun néng.

Phuong 4n duoc wu tién vé glycosyl hesperetin theo sing ché bao
gdm cac chat ma c6 do din dién 1a nho hon 10pS/cm, t6t hon 1a nhé hon
8uS/cm, tot hon nita 12 nhé hon 6uS/cm, con tt hon nira 13 16n hon OpS/cm
nhung nhé hon 4,5uS/cm, khi duge xdc dinh bang cach diéu ché no trong
dung dich nudc 1% trong luong, dun néng dung dich nuéc & 100°C trong 30
phut trong dd chira dugc day kin tuong dbi, va lam nguodi dung dich da dugc
dun néng dén 20°C t‘ruc’fc khi x4c dinh d6 din dién ctia né. P din dién c6

thé duoc xac dinh bang thiét bi do do din dién thong thuong. Do san pham
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thong thudng c6 dd din dién 1a 16n hon 10uS/cm, glycosyl hesperetin theo
sang ché c¢6 diu hiéu diac trung la ham luong hop chét c¢6 thé dugce ion hoéa
nhé hon so véi san phadm thong thudng. Ly do ma tai sao dung dich nuéce
chira glycosyl hesperetin theo sang ché dugc dun néng trong thir nghiém trén

day duoc thiét 1ap theo quan diém vé& d6ng hoc cia cdp d6 mau néu trén day.

Phuong an dwgc uwu tién vé glycosyl hesperetin theo sing ché bao
gém cac chit ma c¢6 ham luong canxi, kali, magie, va natri tuong ddi thép, la
cac hop chit ion ma anh huong 1én do dan dién cua glycosyl hesperetin, so
vOi san phém thong thuong. Ham lugng cia canxi, kali, magie, va natri
trong glycosyl hesperetin theo sdng ché dugc xac dinh bing phuong phép
phan tich phd phat xa plasma ngdu hop cam Gng, thudng dugce s dung trong
linh vuc k§ thuat nay. Vi du vé glycosyl hesperetin theo sang ché bao gdm
c4c chit ma ¢6 ham luong canxi, kali, magie, va natri lan luot 1a Ippm hoac
thdp hon, 0,1ppm hoic thip hon, 0,2ppm hoic thdp hon, va 0,4ppm hoic
thip hon, so vé6i glycosyl hesperetin tinh theo d.s.b.; 1an luot 1a tét hon nira
la 0,6ppm hodc thép hon, 0,06ppm hodc thép hon, 0,1ppm hodc thép hon, va
0,3ppm hoic thp hon; va t6t hon nita 1a Oppm hodc 0,5ppm hodc thip hon,
Oppm hodc 0,05ppm hodc thdp hon, Oppm hoic 0,08ppm hodc thap hon, va

Oppm hodc 0,2ppm hoac thp hon.

Do d6, xét thdy ché phdm glycosyl hesperetin theo sang ché duoc
giam vé& ham luong hop chit ion kha dung v& sinh Iy nhu mubi va cac thanh
phan ion khéc, so véi san phim thong thuodng, ché phidm glycosyl hesperetin
nay dugc giam ca vé d0 dan dién va n@)ng dd cua cac thanh phﬁn kim loai

(hodc ion kim loai) nhu canxi, kali, magie, va natri.
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Sau day s& la nhiing gidi thich tudn tu vé phuong phap tao ra
glycosyl hesperetin va phuong phép lam gidm vi pha tap cua san phadm chua

glycosyl hesperetin theo sing ché.

Phuong phap diéu ché theo sang ché tao ra glycosyl hesperetin, va
phuong phép nay bao gdm céc bude sau: (a) Piéu ché dung dich nuéc chira
hesperidin va dich thiy phan tinh bot mot phan; (b) dé glycosyltransferaza
phan Gng v6i dung dich nudc tao thanh dé tao ra glycosyl hesperetin chira
a-glucosyl hesperidin; va (c) thu gom glycosyl hesperetin tao thanh; trong
d6 mot hoac nhiéu buéce tir (a) dén (¢) duoc thuc hién véi su c6 mat cua tac
nhan kht hodc tdc nhin khur dugc thém vao nguyén liéu ban dau trude khi
thuc hién mot hodc nhidu bude tir (a) dén (c) va/hodc duge thém vao san
pham tao thanh cda budc bat ky trén day. Sau day la giai thich tudn tu vé
nguyén liéu- didu ché, cac phan Ung enzym nhu phan Ung chuyén
saccarit/chuyén glycosyl hoa, xtr 1y bang tic nhan khir, va phuong phép

tinh ché dugc st dung trong phuong phap diéu ché trén day.

Neuyén lidu diéu ché:

Vi du vé hesperidin 1am nguyén liéu diéu ché dugc sit dung trong
ban m6 ta nay bao gdm loai hesperidin bat ky duoc st dung trong viéc diéu
ché san phdm thong thudng va cac chit c6 do hesperidin tinh khiét twong
dbi cao, ciling nhu cac chit khic, c6 dd hesperidin tinh khiét tvong dbi
thép, nhu dich chiét, dich hoa qua,va san phém duoc tinh ché mot phﬁn co
nguén géc tr thuc vat chira hesperidin, mdt hodc nhiéu chét nay co thé

duoc st dung két hop mot cach thich hgp. Vi du vé thuc vat chua
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hesperidin néu trén bao gém, vi du, Cam chanh thudc vé chi Citrus cia ho
Rutaceae (Ctru ly hwong) nhu quyt, cam, ho cam quyt chira axit mui huong,
ho cam quyt giéng hdn hop, tangors, budi lai quyt, budi, kim quét, va cam
déng; trong d6 phan chtra hesperidin 1a phdn qua, vo, hat, qua chua chin,

V.V..

Vi du v& dich tinh bot thity phan mot phan 1am nguyén liéu diéu ché
duoc st dung trong ban mo td nay bao gdm céc chit ma c6 thé chuyén
glycosyl héa thanh hesperidin dé tao ra a-glycosyl hesperidin dugi dang
glycosyl hesperetin, khi described glycosyltransferaza dugc mé ta sau day
duoc cho phu v6i ching; dich tinh bt thiy phin mot phan nhu amyloza,
dextrin, xyclodextrin, maltooligosaccarit, cling nhu tinh bt héa long va
tinh bdt gelatin hoa, mdt hodc nhiéu chét nay coé thé duoc lya chon mét

cach tuy y.

Luong dich thuy phén tinh bt mot phan duogc st dung trong phan Ung
enzym dugc md ta sau day thuong ndm trong khoang tir 0,1 dén 150 14n, tbt
hon 1a khoang 1 dén 100 14n, va t6t hon nita 1a nim trong khoang tir 2 dén 50
lan lugng hesperin nguyén liéu tinh theo khéi luong. Trong phan ng enzym,
saccarit bt ngudn tlr dich tinh bot thiy phan mot phan dugc chuyén glycosyl
héa thanh hesperidin dé tao ra mot cach hiéu qué a-glycosyl hesperidin, trong
d6 dich tinh bét thiy phdn mot phén tt hon 1a e duge st dung vé6i lugng du
© so v6i hesperidin sao cho khdng con lai hesperidin khong phan Ung trong hé
phan Ung enzym & muc cang thdp cang tot. Ly do 1a & chd, trong bude tinh
ché dugc md ta dudi day, dich tinh bot thuy phin mot phén va saccarit thu

duge tir d6 c6 thé duoc phan tach twong d6i d& dang ra khéi a-glycosyl
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hesperidin; tuy nhién, do hesperidin cho thdy dong hoc gibng v6i a-glycosyl
hesperidin va rat kho dé tach ra khoi a-glycosyl hesperidin, d¢ hoa tan trong
nude cua glycosyl hesperetin tao thanh s& giam hoan toan mot cach kho khan,
khi hesperidin nguyén ven c6 do hoa tan trong nudc kha thdp van con lai véi

luong kha 16n.

Phan rng enzym:

Thuét ngit “phan tng enzym” dugc dung trong sang ché 1a dé chi phan
tmg enzym cho phép glycosyltransferaza phan ung véi hesperidin va dich
thiy phén tinh bdt mot phan lam nguyén liéu diéu ché néu trén day dé tao ra

a-glycosyl hesperidin.

Vi du vé glycosyltransferaza dugc sit dung trong phan ung enzym bao
gdm a-glucosidaza (EC 3.2.1.20), xyclomaltodextrin glucanotransferaza (EC
2.4.1.19, sau day duoc goi la “CGTaza”), va a-amylaza (EC 3.2.1.1) v.v.. Vi
du vé o-glucosidaza trén day bao gdm cac chat ma c6 ngudn gbc tr mo dong
vat va thuc vat nhu gan lgn va hat kiéu mach; va cac chit ma co nguén gbc tir
dich nudi cdy ndm thudc Ching Mucor, Penicillium, va Aspergillus bao gdm
Aspergillus niger, v.v.., hodc dich nudi cdy khac thu duge trong qua trinh nudi
cidy nidm men thudc ching Saccharomyces trong moi truong nudi cdy dinh
dudng. Vi du vé CGTaza bao gdm céc chdt ma c6 ngudn gbc tir Ching
Bacillus, . Geobacillus, Klebsiella, Paenibacillus, Thermococcus,
Thermoanaerobacter, — Brevibacterium,  Pyrococcus, Brevibacillus, va
Saccharomyces. Vi du vé a-amylaza bao gdm cac chit ma cé ngudn gbc tur

dich nudi céy vi khuin thudc chiung Geobacillus hodc nam thudc ching
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Aspergillus bao gdm ca Aspergillus niger, mot hodc nhiéu chét nay cé thé
dugc str dung trong hdon hop thich hop. Glycosyltransferaza tu nhién hodc téi
td hop bét ky ¢6 thé dugc sir dung lam glycosyltransferaza nhu néu trén mién
la chung dat dugc muc dich cua sang ché, va néu san phdm thuong mai hoéa
ctia n6 1a sdn c6, chang c¢6 thé dwgc st dung thich hgp. T4t ca cac
glycosyltransferaza trén day khong can thiét phai dugc st dung sau khi tinh
ché, va ching thuong dugc st dung thdm chi & dang enzym tho mién 13 dat

dugc muc dich cia sang ché.

Khi sir dung glycosyltransferaza ty nhién hodc tai td hop trén day,
hiéu suét tao thanh cua a-glycosyl hesperidin ¢6 thé duoc gia ting do viéc lua

chon dich thuy phan tinh bot mot phan thich hgp véi enzym trén day.

Trong truong hop st dung a-glucosidaza trén ddy, maltooligosaccarit
nhu maltoza, maltotrioza, va maltotetraoza hodc dich tinh bot thuy phin mot
phan c6 duong lugng dextroza (DE) nam trong khodang tur 10 dén 70 c6 thé
dugc sit dung mdt cach thich hgp; trong truong hop sit dung CGTaza trén day,
a-, B- hodc y-xyclodextrin hodc cac chat ma duoc xép loai tir tinh bot 16ng hoa
¢6 DE 1a 1 hodc thdp hon cho dén dich tinh bdt thity phan mot phan ¢6 DE la
khoang 60 c6 thé dugc sit dung mot cach thich hop; va trong trudng hop st
dung o-amylaza trén day, dich tinh bot thuy phan mét phin ma dugc xép loai
tr tinh bot long héa c6 DE 1a 1 hodc thdp hon cho dén dextrin c¢6 DE la

khoang 30 ¢6 thé dugc st dung mot céch thich hop.

Vi du vé& dung dich chira hesperidin dugc s dung trong phan ng

enzym bao gom céac chit ma chua hesperidin cang nhiéu cang tot; tot hon 1a,
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dugc st dung 1a huyén phul chtra hesperidin hodc dung dich chira hesperidin &
ndng do twong ddi cao, duge didu ché bing cach hoa tan hesperidin trong moi
truong nhu nuée & nhiét do tuong d6i cao hodc trong mdi trudng pH kiém 16n
hon 7,0 bang cach st dung tac nhan kiém. V& tac nhan kiém nay, cic chét sau
day dugc st dung mdt cach thich hgp; mot hodc nhiéu chét 1a dung dich nudc
kiém manh c6 ndng d6 nim trong khoang tir 0,1 dén 1,0N chtwra natri hydroxit,

kali hydroxit, natri cacbonat, canxi hydroxit, va nuéc amoniac.

Nong dd cua hesperidin trong dung dich, dugc diéu ché bing
hesperidin va tdc nhén kiém, thuong 1a khoang 0,005% trong luong/thé tich
hoic cao hon, tét hon 1a ndm trong khoang tir 0,05 dén 10% trong lugng/thé
tich, t5t hon nita 1a nim trong khoang tir 0,5 dén 10% trong luong/thé tich, va

con tdt hon nita 12 ndm trong khoang tir 1 dén 10% trong lugng/thé tich.

Khi dugc st dung & dang huyén phu dugc diéu ché ma khong sir dung
tdc nhan kiém bét ky, hesperidin duwgc tao hdn dich trong mdi truong nhu
nuée dé tao thanh dang huyén phu, trong d6 ndng do cia hesperidin thuong
ndm trong khoang tir 0,1 dén 2% trong luong/thé tich, tét hon 1a nim trong
khoang tir 0,2 dén 2% trong lvgng/thé tich, va tét hon nira 1a nim trong

khoang tur 0,3 dén 2% trong lugng/thé tich.

Mic du nhiét d6 va thoi gian, ma tai thoi diém d6 glycosyltransferaza
duoc phéan ng v4i hesperidin. va dich thiy phén tinh bt mot phan, s& bién
dbi tuy theo ndng do clia hesperidin va dich thity phén tinh bot mot phin duoc
stt dung trong phan Gng enzym nay, cling nhu phu thudc vao loai, nhiét do toi

uu, do pH tdi vu, hodc luong enzym duogc st dung, nhiét do thuong nam trong
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khoang tir 50 dén 100°C, t6t hon 14 nim trong khoang tir 60 dén 90°C, tot hon
nita 12 ndm trong khoang tir 70 dén 90°C; va thoi gian nam trong khoang tir 5

dén 100 gid, tdt hon 1a tir 10 dén 80 gid, va tot hon nita 1a tir 20 dén 70 gid.

Mic du do6 pH va nhiét do, ma tai d6 glycosyltransferaza dugc phan
tng v&i dung dich kiém c6 ndng d6 hesperidin twong dbi cao, s& thay doi tuy
thudc vao loai, d0 pH t6i wu, nhiét dd tdi vu, hoidc luong enzym duogc su
dung, cling nhu tuy thudc vao ndng d6 ctia hesperidin, chiing ¢6 thé duoc didu
chinh dén do pH cao nhat c6 thé va nhiét do ma tai d6 enzym la c¢6 kha ning
nhét; trong d6 do pH nim trong khoang tur 7,5 dén 10, va tdt hon 1a tir 8 dén
10; va nhiét do nim trong khoang tu 40 dén 80°C, va tbt hon 1a nim trong
khoang tir 50 dén 80°C. Do ban than hesperidin dé bi phan huy trong dung
dich kiém, tét hon 1a né nén dugc giit trong céc diéu kién dugc che chin anh

sang va yém khi cang nhiéu cang tot dé tranh su phan huy.

Khi glycosyltransferaza dugc cho phan tng v6i hesperidin & dang hén
dich, d6 pH cua enzym dugc st dung s€ thay dbi tuy thudc vao loai, enzym,
nhiét do t6i wu, do pH t6i vu, hodc lugng enzym dugc s dung, ciing nhu
ndng do cua hesperidin trong hdn dich; tuy nhién, thuong la do pH s& nim

trong khoang tu 4 dén 7, t&t hon 1a khoang tu 4,5 dén 6,5.

Ngoai ra, néu cin, phan tng chuyén glycosyl hoa hodc phan ung
chuyén saccarit hesperidin.c6 thé dugc tao diéu kién dé dang mot cach tuy ¥
bang cach ting do hoa tan cta hesperidin trudc phan ung enzym dugc mo ta
trén diy theo cach cho phép luong mot hoac nhidu dung méi hitu co cé thé

terong hop véi nudc cao nhu ruou thdp hoic keton thdp bao gdm metanol,
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etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, axetol, va axeton dé cung ton tai
trong dung dich ¢6 ham lugng hesperidin cao, ddc biét la dung dich nudc ¢6

ham Iuong hesperidin cao.

Trong céc thuat ngit vé khia canh kinh té, lwong va thoi gian phan ung
ciia enzym 1a gin nhu twong dwong nhau, va do d6 lugng glycosyltransferaza
thuong duge thiét 1ap thich hop dén mtrc d6 da dé két thuc phan Gtng enzym
trong thoi gian tir 5 dén 150 gio, t6t hon 1a tir 10 dén 100 gid, tot hon nita 1a
tir 20 dén 80 giod, tuy thudc vao loai enzym dugc st dung. Bang cach st dung
glycosyltransferaza khong di dong, phan tng enzym mong mubdn c6 thé duogc
thuc hién mdt cach thich hop 1dp lai nhiéu l4n trong mdt mé hoic theo cach

lién tuc.

Tuy thudc vao viéc.str dung, dung dich phdn Ung enzym chira
hesperidin va a-glycosyl hesperidin, thu dugc sau phan ng chuyén glycosyl
hoa trén day, co thé dugce s dung nguyén ven nhu thé hodc dugc dua vao tinh
ché lién tuc bang cach st dung nhwa hép thu xdp tong hop va dua vao thiy
phan mot phan bing amylaza nhu glucoamylaza (EC 3.2.1.3) hodc B-amylaza
(EC 3.2.1.2) dé 1am giam sb gdc a-D-glucosyl cua a-glycosyl hesperidin. Vi
du, trong trudng hop st dung glucoamylaza trén diy trong phan ung enzym,
a-maltosyl hesperidin hodc cac phén tir cao hon co thé dwgc thuy phan dé tao
ra va tich tu a-glucosyl hesperidin cung véi glucoza. Trong khi dé, trong
truong hop st dung p-amylaza trén ddy, a-maltotriosyl hesperidin va cac phan
ttr cao hon c6 thé duoc thuy phan dé tao ra va tich tu hon hop cua a-glucosyl

hesperidin va a-maltosyl hesperidin cung véi maltoza.
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Glycosyl hesperetin ¢6 do hoa tan trong nuéc tuong dbi cao duoc didu
ché bing cach dé glucoamylaza va o-L-rhamnosidaza phan tung dong thoi
hodc lién tuc theo trinh ty ngiu nhién véi dung dich phan ung enzym chira
hesperidin va a-glycosyl hesperidin thu dugc sau phan ung chuyén glycosyl
hoa, nho d6 duong lugng mol hodc nhiéu glucoza dugc lién két qua lién két
trong cdu trGc rutinoza cua o-glycosyl hesperidin s& dugc giai phong ra aé
chuyén hoéa a-glycosyl hesperidin thanh a-glucosyl hesperidin, dan dén su gia
ting ham lugng cua a-glucosyl hesperidin va viéc chuyén héa hesperidin c6
dd hoa tan trong nudc thip thanh 7-O-B-monoglucosyl hesperetin c6 do hoa

tan trong nudc tuwong doi cao.

Tuong tu v6i glycosyltransferaza, glucoamylaza va a-L-rhamnosidaza
c6 mbi lién hé mat thiét giita luong enzym cta chung va thoi gian phan tng
enzym, va do do, dua trén khia canh kinh té, luong enzym néu trén tot hon 1a
dugc thiét 14p dén muc du dé lam chAm dt phan Gtng enzym cua nd trong
vong tir 5 dén 150 giv, tét hon 1a tr 10 dén 100 gid, tét hon nita 1a tir 20 dén
80 gio, tuy thudc vao loai enzym dugc st dung. Bing cach st dung a-L-
rhamnosidaza khong di dong, phdn Ung enzym mong mubn c6 thé duoc thuc
hién mot cach thuén loi 1ap lai nhiéu 14n hoic lién tuc trong mdt mé hodc theo

cach lién tuc

X1 1y bang tdc nhan khir:

Thudt ngit “xu ly bang tic nhan kht” nhu dugc dé cap dén trong ban
md ta nay tc 1a viéc xt ly vi pha tap giam dang ké cua glycosyl hesperetin

bé’mg tac nhan khir; hoic mot lugng quy dinh trude tdc nhan khir dugc mo ta
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sau day dugc st dung trong mot hodc nhidu buéc sau diy (a) diéu ché dung
dich nudc chtra hesperidin va dich tinh bt thuy phdn mot phan, (b) dé
glycosyltransferaza phan tng véi dung dich nuéc tao thanh dé tao ra glycosyl
hesperetin chita a-glucosyl hesperidin, va (c) thu gom glycosyl hesperetin tao
thanh; hodc duogc thém vao mdt hodc nhiéu nguyén liéu ban dau bat ky trudce
cac bude tir (a) dén (c) trén day va/hodc cla san phdm tao thanh trong céc

budc nay.

Téac nhan kht c6 thé duogc st dung trong sang ché khong bi gi¢i han
dic biét mién 1a chung dat dugc muc dich cia sang ché, va cé thé dugce st
dung tdc nhén khtr hitu co hodc v6 co thong thudong bit ky c6 sin trong linh
vuc k§ thuédt nay. Tuy nhién, do glycosyl hesperetin theo sang ché duogc du
dinh dé st dung chu yéu cho ngudi, viée sit dung mong mudn 12 viéc sir dung

ma c6 dd an toan cao va c¢6 d6 6n dinh va kha nang thuc hién tot.

Vi du cu thé vé tac nhan khir dugc uu tién st dung trong séng ché bao
gdm tac nhian khir vo6 co nhu hydroxylamin, hop chat hydrazin, clo dioxit,
hydro, hop chat hydro (hydro sulfua, natri bohydrua, lithi nhém hydrua, kali
nhom hydrua, v.v..), hop chit luu huynh (luu huynh dioxit, thioure dioxit,
thiosulfat, sulfit, sit (I1) sulfat, natri persulfat, kali persulfat, amoni persulfat,
canxi sulfit, v.v..), nitrit, thiéc clorua, sit (IT) clorua, kali iodua, hydro
peroxit, benzoyl peroxit lodng, hydroperoxit, va clorit nhu natri clorit; va tac
nhan kht hitu co nhu phenol, amin, quinon, polyamin, axit formic va mudi
cua no, axit oxalic va mudi ctia no, axit xitric va mubi cua no, thioure dioxit,
saccarit khir, benzoyl peroxit, benzoyl persulfat, diisobutylnhdm hydrua,

catechin, quercetin, tocopherol, axit galic va este «cua no,
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etylendiaminetetraaxetat (EDTA), dithiothreitol, glutathion da khu, va
polyphenol. Mot hodc nhiéu tdc nhan khir hitu co va vo co trén diy cé thé

dugc st dung trong hdon hop thich hop.

Trong s6 cac tac nhan khir vd co va tc nhan kht hitu co trén day, loai
vd co duoc sit dung wu tién hon bdi vi ndé lam gidm dang ké vi pha tap vén c6
ciia san pham thong thudng va tao ra glycosyl hesperetin c6 chit lugng cao véi
mui vi dugc giam. Mic du ly do nay khong chic chin, c6 thé uéc doan nhu
sau: tac nhan khir hitu co 12 hop chit hitu co va do d6 ching ¢6 thé tao ra vi
pha tap hodc mau séc va ban than cac chit nay hodc cac thanh phan phan huy
ctia chiing van con lai trong qua trinh tao ra glycosyl hesperetin theo sdng ché
ma khong duoc loai bo hoan toan, tao ra anh hudng ti€u cuc 1én chét luong cua

glycosyl hesperetin.

Trong s6 cac tac nhan khir vo co, nhitng chit dugc goi 1a subsulfat phu
(co thé duoc goi la sulfit), 1a chit ma chtra ion kim loai va ion SO, , HSOj",
8032', 82042', hoéc 82072' 1a siéu an toan, On dinh va c6 kha niang thuc hién, 1a
thich hop hon d& st dung 1am tac nhan khir khi thuc hién séng ché. Cu thé, céc
tac nhan khtt vo co sau dy co thé 1a thich hop nhat dé st dung trong sang ché:
Subsulfat nhu natri sulfit, kali sulfit, natri hydro sulfit, natri hyposulfit, kali
hyposulfit, natri pyrosulfit, kali pyrosulfit, natri metasulfit, kali metasulfit,

natri metabisulfit, va kali metabisulfit.

Céac tac nhan kht néu trén diy dugc su dung trong budc bat k¥ cta qué
trinh tao ra glycosyl hesperetin hodc dugc st dung trong nguyén liéu ban dau

va/hodc san pham tao thanh cua cic budc nay; tuy nhién, muc dich chinh cua
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sang ché ¢6 thé dat dugc voi luong tac nhan khur thdp hon nhiéu khi tic nhan
nay dugc st dung lam nhiéu 1an trong hai hoic nhiéu buéc hoic dugc thém vao
nguyén liéu ban dau trudc khi thuc hién mét hodc nhiéu bude va/hodc duoc

thém vao san pham tao thanh & budc bat ky.

Téng luong chét phu trg cia tadc nhan khur trén day dugc st dung trong
mdi budc tir (a) dén (c) trén day thuong it nhit 1a 0,001%, tét hon 1a tir 0,01
dén 3%, tot hon nita 1a tir 0,01 dén 1%, va con t6t hon nita 1a tir 0,01 dén 0,5%
so v6i khéi lugng cia dung dich phan tng enzym, thu dugc sau buéc (b) trén
day, hoac so véi chét thu duoc sau khi hoan thanh tit ca cac phan tng enzym,
khi enzym bat ky khac khong phai 1a glycosyltransferaza dugc st dung. Trong
truong hop st dung tic nhin khir trude bude (c), tdc nhan con lai thuong duge
loai bé hau hét trong budc tinh ché; theo d6 hau nhu khong phét hién dugc tac
nhan khir ndo trong glycosyl hesperetin tao thanh thu dugc la san phdm cudi
cung. Téng luong tac nhan khir, duge thém vao mot 14n hodc nhiéu l4n trong
cac budc trén day, thuong it nhét 1a 0,001%, tét hon 1a it nhit 0,01%, va tét
hon nita 12 0,01 dén 1% khéi luwong so voi khoi lugng cia dung dich phéan @ng
enzym thu dugc sau phan ng enzym trén day. V& nhiét d6 ma tai d6 tic nhan
khtr dugc thém vao, chung thuong 1a nhiét d¢ dugce st dung trong cac budc tir
(a) dén (c) trén day, hodc tuy y 1a nhiét d6 khac vuot qua nhi¢t d6 trén. Vi du
cu thd v& nhiét do nay 1a khong thp hon nhiét d6 moi truong, t6t hon 1a it nhét
50°C, t&t hon nira 1a it nhét 70°C, tbt hon nira 1a it nhat 80°C, va con tbt hon

nita 12 tir 90 dén 120°C.

Phuong phap tinh ché:
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Dung dich phan ung enzym vua thu dugc cé thé duoc s dung nguyén
nhu thé duéi dang glycosyl hesperetin theo sang ché; tuy nhién, ching thudng
dugc didu ché thanh glycosyl hesperetin & dang 16ng, chét rin, hoic dang bot
béng cach st dung mot cach thich hgp, mot minh hodc két hgp v6i, mot hodc
nhiéu phuong phép trong sb cac phuong phéap tach, phuong phéap loc, phuong
phép tinh ché sir dung nhya xp tong hop, phuong phap cd dic, phwong phéap
phu mu, phuong phap sdy kho, v.v.., tit ca cac phuong phap nay da biét trong

lIinh vuc k¥ thuat nayl.

Vi du vé nhya xbp téng hop néu trén bao gbdm nhua tong hop nhu styren-
divinyl benzen copolyme khong ion, nhua phenol-formalin, nhya acrylat, va
nhya metacrylat, tit ca cac nhua nay khong c6 tinh ion nhung c¢6 dd x6p va bé
mit hdp thu 1én: Nhua c6 tén thuong mai la AMBERLITE XAD-1,
AMBERLITE XAD-2, AMBERLITE XAD-4, AMBERLITE XAD-7,
AMBERLITE XAD-8, AMBERLITE XAD-11, AMBERLITE XAD-12, v.v..,
dugc phan phdi thuong mai bdi Cong ty Rohm & Hass Company, Philadelphia,
USA.; nhua c6 tén thuong mai 1a DIAION HP-10, DIAION HP-20, DIAION HP-
30, DIAION HP-40, DIAION HP-50, DIAION HP-2MG, SEPABEADS SP70,
SEPABEADS SP207, SEPABEADS SP700, SEPABEADS SP800, v.v.., dugc
phan phdi thuong mai béi Cong ty Mitsubishi Chemical Industries Ltd., Tokyo,
Nhat Ban; va nhua khéc ¢6 tén thuong mai 1a IMACTI Syn-42, IMACTI Syn-44,
IMACTI Syn-46, v.v.., dugc phén phdi thuong mai bdi Cong ty IMACTI

Company, Amsterdam, the Kingdom of the Netherlands.

Theo phuong phép tinh ché bang cach st dung nhua xbp téng hop,

glycosyl hesperetin hép thu vao nhua x6p tong hop, trong khi dich tinh bot thuy
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phan mot phén con lai, saccarit hoa tan trong nuédc, v.v.., duge rua giai tr cot
kém theo nhua ma khong hip thu vao nhua, khi dung dich phan tng enzym dugc
nap vao cdt. Trong trudng hgp nay, hesperidin, 7-O-B-glucosyl hesperetin, va a-
glycosyl hesperetin dudi dang glycosyl hesperetin thuong twong ty nhau, va do
d6, chung c6 thé khong bi tach riéng bang cach st dung nhua xbp téng hop; tuy
nhién, mic du viéc thyc hién tré nén kho khdn va hicu suét giam, glycosyl
hesperetin, ma hép thu chon loc vao cot ¢c6 kém theo nhua xép téng hogp, s€ duoc
rira ra khoi dung mdi kiém lodng hodc nuéc, va tiép theo nap mot lugng tuwong
d6i nho dung modi hitu co hodc dung dich hdn hop cua dung mdi hiru co va nudc,
terc 13, dung dich metanol hodc etanol trong nudc, dé trugc hét roa giai a-
glycosyl hesperidin ra khoi cot va tiép d6 hesperidin con nguyén ven dugc rira
giai bang cach gia ting thé tich nap vao hoic gia ting ndng do ciia dung moi hitu
co. Dung dich tao thanh chira glycosyl hesperetin dugc xac dinh bang cach lam
bay hoi, tiép d6 loai bo dung mdi hitu co con lai va ¢6 dung dich tao thanh dén
ndng dd x4c dinh trude dé thu duoc glycosyl hesperetin theo sang ché c6 ham
lugng hesperidin giam. Do budc rira giai glycosyl hesperetin bang dung moi hitu
co néu trén day con anh hudng dén budc tai tao ra nhua Xép tong hop, ¢ thé lap

lai viéc stt dung nhuya mot cach thich hop.

Glycosyl hesperetin ¢6 ham lugng glycosyl hesperetin gia ting ¢ dang
16ng theo sang ché c6 thé duoc tao ra theo cach ma, sau khi hoan thanh phan ung
enzym va trude khi cho dung dich phan ng enzym tao thanh tiép xuc voi nhua
xép téng hop, vi du, loai bo cac chét khong hoa tan dugc tao ra khi dung dich
phan tng enzym dugc dun néng, loai bd cac chit protein trong dung dich phéan

ing bang cach xtr 1y ching bang magie nhom silicat, magie aluminat, v.v..; hoac
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khtt mudi dung dich bing nhua trao dbi ion axit manh (dang H), nhua trao dbi

ion bazo vira phai/bazo yéu (dang OH) hodc céc chét tuong tu thé.

Ngoai ra, glycosyl hesperetin dang 16ng néu trén day c6 thé dugc say khod
thy v va dugc nghién thanh ché phidm dang hat chua glycosyl hesperetin bang

phuong phap sdy khé thong thuong.

Theo cach nay, glycosyl hesperetin co thé duogc tao ra trong d6 vi pha
tap, dac trung cua san phidm théng thuong nhu 1a mot khiém khuyét, dugc 1am
giam mot cach hi¢u qua va dang ké. Trong khi d6, T4c gia sdng ché khang dinh
rang vi pha tap ciia sin phim thong thudng ma khong can xu 1y bat ky tac nhan
khir hdu nhu khong bi thay ddi véi viée sir dung khong dang ké phuong phép
tinh ché dugc néu trén day: Phwong phép tinh ché thong thudng, ma st dung, vi
du, nhua x6p tdng hop néu trén day thuong duge st dung trong viée diéu ché san
phém thong thuong, s€ loai béo mdt cach thuén loi, dff)ng thoi cac chat kém theo
nhu mudi hoa tan trong nude, cling nhu dich tinh bdt thiy phan mot phan va
saccarit hoa tan trong nudc; tuy nhién, rat kho dé lam giam mot cach dang ké vi
pha tap ddc trung cua san phdm théng thuong, bat chdp cach st dung phuong
phép tinh ché trén day. C6 thé wc doan rang, chat nguyén nhan bat ky gy ra vi
pha tap, chira trong glycosyl hesperetin, c6 dong luc hoc hip thu vao va khir
thAm hut tir nhya x6p tdng hop twong tw véi cac ddc tinh nay cua glycosyl
hesperetin, va do do chit nguyén nhin nay khong thé bi tach ra khoi glycosyl

hesperetin.

So v6i san phdm thong thuong, glycosyl hesperetin theo sang ché duogc

lam gidm dang ké vi pha tap cling nhu vé ca do dan dién va ham luong cia hop
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chét ion lién quan dén do dan dién. Vi du v& hop chét ion nay bao gdm céc hop
chAt nhu narirutin, diosmin, va neoponxirin, 13 cac chét vé co ban 1a cung ton tai
trong hesperidin nhu 1a chit cho glycosyl hesperetin; glucosyl narirutin, glucosyl
neoponxirin, v.v.., 1a san phidm phu ctia phin (g enzym, ciing nhu cdc san phim
phéan hay cua n6 va céc hop chit 1ién quan chit ch& véi céc san phdm phan huy
nay; furfural nhu furfural dugc st dung lam chi sb thuc hiéu sang ché, rugu
furfurylic, va hydroxymetyl furfural, cling nhu mudi cia no; va cac hop chét
khac ma giai phong ra cac cation kim loai canxi, kali, magie, natri, v.v.., khi ¢
dang dung dich; tAt ca cac chat nay co ngudn gbc tir nguyén liéu diéu ché
glycosyl hesperetin hodc dugc tao ra nhu la san phdm phu trong cic buédc thuc
hién quy trinh nay. Thong thuong, glycosyl hesperetin theo sang ché chi chua it
cdc thanh phan néu trén nhu narirutin, diosmin, neoponxirin, glucosyl narirutin,

va glucosyl neoponxirin dugc x4c dinh trén day.

Nhu di néu trén day, glycosyl hesperetin, ma dugc lam giam dang ké vé
ham lugng furfural, theo sdng ché 1a glycosyl hesperetin ¢6 chat luong cao ma
vi pha tap cua né dugc lam gidm mot cach dang ké so voi san phidm thong

thuong.

Co ché 1am sao dé glycosyl hesperetin ma vi pha tap dugc lam giam
mot cach dang ké, thu dugc theo phuong phap tao ra glycosyl hesperetin theo

sang ché 1a khong chic chan, tuy nhién, c6 thé dugc wdc doan nhu sau:

(1) Trong viéc diéu ché glycosyl hesperetin theo sang ché, tac nhan
khtr x4c dinh trude tdc dong 1én chit ma 1a nguyén nhan giy ra vi pha tap bat

ngudn tir nguyén liéu diéu ché, dé che di, phan hiy, hodc lam bieén doi chung dé
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thu dugc glycosyl hesperetin mong muén ma dugc lam giam dang ké vi pha

tap;

(2) Trong cac budc tao ra glycosyl hesperetin theo sang ché, tac nhan
khir xac dinh trude lam giam hodc e ché sy hinh thanh chit 1a nguyén nhan
gdy ra vi pha tap; hodc dé che di, phan huy, hoic lam bién dbi chung dé thu
dugc glycosyl hesperetin mong muén ma dugce 1am giam dang ké vi pha tap;

hodc

(3) Cac chit nhu duogc thé hién trong cac muc (1) va (2) trén diy duoc
lam bién ddi béng tac nhan khir x4c dinh trudc dé tao thuan lgi cho viéc tach
glycosyl hesperetin trong budc tinh ché bang cach st dung chat hip thu xép
tong hop, v.v.., va dé thu duoc glycosyl hesperetin mong mubn ma duge lam

giam dang ké vi pha tap.

Phuong phap lam giam vi pha tap cua ché phidm chwa glycosyl
hesperetin theo sang ché 1a phuwong phéap bao gdm budc dé ché phdm nay tiép
xic véi tac nhan khi xac dinh truée. Thudt ngit “ché phdm chira glycosyl
hesperetin”, nhu dugc dé cap dén trong phuong phap theo sang ché tuc 1a ché
phdm ma thudng chta glycosyl hesperetin lam thanh phan chinh. Theo phuong
phédp nay, mau séc cta ché phdm chira glycosyl hesperetin con ¢6 thé dugc lam
giam modt cach hiéu qua, rd rét. Didu kién dé cho ché phdm chua glycosyl
hesperetin tiép xuc véi tac nhan khtr xac dinh trude should tt hon 1a n6 duoc
thuc hién & trang théai dung dich hodc hén dich hon 1a & trang thai ran, béng
cach st dung dung mo6i thich hop nhu nuéc. Vi du vé glycosyl hesperetin duoc

cho tiép xtic vé6i tac nhan kht bao gdm glycosyl hesperetin chta mot hodc
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nhiéu hesperidin, a-glycosyl hesperidin, va 7-O-B-glucosyl hesperetin. Vi du vé
cac ché phidm chira glycosyl hesperetin nay bao gdm céc chit ma chira glycosyl
hesperetin v6i lwong, thuong it nhét 70% nhung nhé hon 100%, tdt hon Ia it
nhét 80% nhung nhoé hon 100%, va tt hon nita 1a it nhat 90% nhung nhé hon

100%.

Tac nhan khtr dugc st dung trong phwong phép lam gidm vi pha tap cua
glycosyl hesperetin theo sang ché 1a twong ty v6i cac tdc nhan dugce st dung
trong phuong phép dé tao ra glycosyl hesperetin theo séng ché. Lugng tdc nhan
khtr twong rng duogc thém vao glycosyl hesperetin thuong la it nhét 0,00001%,
t6t hon 1a tir 0,0001 dén 0,5%, t6t hon nira 1a tir 0,001 dén 0,4%, va con tot hon
nita 13 tir 0,001 dén 0,3% khéi luong so v6i khdi lugng ctia glycosyl hesperetin
tinh theo d.s.b., trong d6 hdn hop tao thanh dugc tron dén ddng nhéit dé cho
phép glycosyl hesperetin tiép x@ic voi tdc nhan khir, dan dén lam giam dang ké

vi pha tap dac trung cua san phim théng thuong.

Glycosyl hesperetin theo sang ché vira thu dugce ¢o thé duoc tao ra, vi
dy, & cac dang khac nhau nhu chét l6ng, dang bot nhao, dang rén, dang vién

c6m hoidc dang bot.

Vi glycosyl hesperetin, thu dugc theo phuong phép tao ra glycosyl
hesperetin va phuong phép lam gidm vi pha tap cua ché pham chua glycosyl
hesperetin theo sang ché, tu ban than n6 da dwoc lam giam déng ké vi pha tap
cua né va con dugc gidm rd rét vé mau sic va mui vi cia né, ciing nhu dugc cai
thién vé do bén nhiét ctia nd; né co cic d4u hiéu c6 loi 1a dugc 1am giam dang

ké vi pha tap cta n6 va dugc giam rd rét vé mau sic va mui vi cia no so Vvoi
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cia dic tinh nay cua san phdm thong thuong, thdm chi khi dugc dun nong &
nhiét d6 nim trong khoang tir 80 dén 100°C trong it nhit 30 phut hodc duge
bao quan & nhiét do mdi trudng hodc & nhiét do cao hon mot chit so v&1 nhiét
d6 moi truong trong hang chuc phut cho dén hang thang trong budc dua né
vao, hodc sau khi dua né vao san phim thyc phdm, san phdm dic san bao gdm
thude 14 va xi ga, m¥ phém, duoc phém nhu tc nhan dé lam giam d¢ nhay cam,
san phdm gidng thudc, hoa chit, nguyén liéu va vat liéu cong nghiép, dd an,
mdi ba, vat liéu may mic, nhitng san phém linh tinh khac bao gém ca tap hoa,
hodc san phidm nhwa. Do d6, vi glycosyl hesperetin theo sang ché s& lam hai
hoa béng c4c chat ¢6 vi nhu axit, mudi, vi se, vi ngon, hoic vi de“ing, va co do
dung nap axit va do 4n dinh nhiét tuong dbi cao, n6 c6 thé duge st dung mot
cach rong rdi va thudn lgi trong cc san phidm thuc pham néi chung, bao gbdbm
c4 cac chat bd sung va khiu phan in cho nhitng st dung dic biét cho strc khoe:
gia vi, banh keo kiéu Nhat; banh keo kiéu phuong Tay; chét lam ngot lanh; dd
uéng bao gém tra nhu tra xanh, tra den, tra thao duoc, nudc hoa qua, dd uéng
c6 ga, ca phé, ca cao, va nudc uéng tonic; rugu nhu ruou sake Nhat, rugu
whiski, ruou vang, ruou mui, va rugu manh; chét phét; bdt nhao; dd dim; san
phdm thuc pham dong chai va dong hop; thit ché bién; cdc san phdm tir thit
cé/ca; san phdm ché bién tir sita/tring; san phidm rau qua ché bién; san phim
hoa qua ché bién; va san phidm ngii cbe ché bién, v.v.. Ngoai ra, glycosyl
hesperetin theo sang ché ¢6 thé dugc sir dung mdt cach thuén lgi trong dd 3n va
mdi ba 1am thirc in cho dong vat nhu vat nudi trong nha, gia cam, ong, tam, va

c4 nhu tac nhan lam giau vitamin P, tdc nhan cai thién ddc tinh vu tién, v.v..

Ngoai ra, glycosyl hesperetin theo sing ché c6 thé duoc st dung lam
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thuc phém cho séc dep va dugc dua mdt cach thich hop vao thuc phém cho sic

dep va céac thuc phidm khac bao gdm ca dd udng.

Glycosyl hesperetin theo sang ché c6 thé dugc s dung trong cac hang
muc sau ddy: M§ phdm l1am sach nhu xa phong, xa phong my phim, x4 phong
dang thubc Trung Qubc, bot rira danh cho da, kem 1am sach, bot lam sach, nude
ria mat, diu lam sach co thé, nudce lam sach co thé, dau 201 dau, nudc ria, va
bot 1am sach toc; san phém m¥ phém chim soc¢ toc nhu nudc tao song, dich lam
bay téc, thanh dudng toc (tique), kem dudng téc, sap thom cho téc, dich phun
cho toc, dich 16ng cho téc, nude tonic cho téc, nudce lotion cho toc, chét phuc
hdi toc, thude nhudm toc, va dau boi tron téc; cac san phém my¥ phém cham séc
da co ban nhu nudc rta m§ phim, kem lam tiéu, kem lam mém, nude lam
mém, m¥ phém tron b (bao gém m¥ phém 16t da dang giéng thach, m§ phém
loai gac giéng thach, m¥ phim loai rira gidng bot nhio, va my phdm dang bot),
kem rira mit, kem lam mat, kem boi tay, nudc lotion cho tay, nudc lotion thé
stta, nudc lotion lam 4m, nuéc lotion sau khi cao rau, nuéc lotion dé cao rau,
kem trudc khi cao rau, kem sau khi cao riu, bot sau khi cao rau, kem trudc khi
cao rau, diu dung cho m§ phdm, va dau cho tré em; céc sén phim trang diém
nhu kem nén & dang 1ong, kem, rén, hoic dang twong tu thé, bot talc, bot dung
cho tré em, bt dung cho co thé, bot co huong thom, chét nén trang diém, phén
bot dung cho mit ¢ dang kem, dich dic, dich long, chét ran, bot, hoic dang
twong tu khéc, phén mat, kem mit, mascara, bat chi, m¥ phém cho long mi,
phén h@)ﬁg hodc chat 1am 4m dung cho ving méa; my phdm c6 huong thom nhu
nude hoa, nudc hoa khd, nudc hoa dang bot; nude thom nhe (eau de colognes),

nudc hoa (perfume colognes), hodc nudc hoa nhe (eau de toilettes); my phim

-30-



40233

nhudém da hodc my phdm chéng ning nhu kem nhudm da, nudc lotion nhudm
da, diu nhudém da, kem chéng ning, nudc lotion chéng nang, hodc dau chéng
ning; my phim ding cho méng nhu chat dudng moéng tay, chit dudng moéng
chan, diu danh moéng, son moéng, chét tdy men, kem ding cho méng, hoic my
phdm ding cho méng; m¥ phidm cho mi mét; m§ phdm dung cho mbi/td moi
nhu son, diu sap cho mdi, son mdi hodc chét bdi mdi c6 mau xin hoic son bong
moi; m§ pham cho ring miéng nhu chit ngin ngira mui & miéng, thudc danh
rang/bot chai rang, hodc nudc xic miéng; my phdm dung dé tim nhu mudi tim,
diu tdm, hodc xa phong tam; chét lam dep da; chét lam tréng da; va chét trc ché
va chét ngin ngira chdng 130 hoa. Ngoai ra, glycosyl hesperetin theo sang ché
¢6 thé duogc st dung uu tién trong trong cac san phdm nhya nhu 12 tdc nhan hip
thu t&r ngoai hodc tic nhan uc ché su hu hong. Ngoai ra, glycosyl hesperetin
theo sang ché con c6 thé dugc dua tuy ¥ va cac san phdm dic san va tac nhan
ddi v6i cac bénh nhay cam nhu tdc nhin phong nglra va tidc nhéan diéu tri cho
cac bénh nhay cam & dang, vi du, dang rén, dang b6t nhdo, hodc dang 16ng, nhu
thudc 14, vién thube det, thube giot dang dau dung cho gan, phtic vitamin, chét
lam lanh dung cho miéng, keo cao su, thudc stuc miéng, cac chat dinh dudng
dua vao khi quéan, thudc ndi, hoic dich tiém truyén. Ngoai ra, glycosyl
hesperetin theo sang ché con c6 thé duge sit dung uwu tién trong hoa chat,
nguyén liéu va vat li¢u cong nghiép, dd an, mdi ba, vat liéu may mic, nhitng

san pham linh tinh khac bao gdm ca tap héa, hodc san phim nhua.

Glycosyl hesperetin theo sang ché dugc st dung véi lugng, thudng it
nhét khoang 0,0001%, t5t hon 1a, khoang 0,001 dén 50%, tot hon nira 1a tir 0,01

dén 30%, con tét hon nita 1a tir 0,01 dén 20%, va t6t hon nita 1a tir 0,01 dén
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10% tdng khéi luong ciia chat bat ky trong sb cac ché phim hodc vat phdm néu

trén day.

Thuit ngt “bénh nhay cam” nhu dugc d& cap dén trong ban mo ta nay
tic 1a bénh thudng c6 thé dugc ngin nglra hodc diéu tri bang glycosyl
hesperetin; vi du vé bénh nhay véi glycosyl hesperetin ndy bao gdm, vi du,
bénh do virut, bénh do vi khuén, bénh do chéin thuong, bénh mién dich, bénh
thép khép, bénh dai thao duong, bénh di ung, bat thuong vé co ché chuyén héa
lipit, bénh thudc h¢ tudn hoan, va khéi u 4c tinh, cac bénh nay c6 thé dugc ngan
ngira hodc diéu tri bang glycosyl hesperetin. Dang tic nhén diéu tri du
ph(‘mg/diéu tri d6i v4i bénh nhay véi glycosyl hesperetin ¢ thé duoc chon mot
cach thich hop trong sb cac dang sau diy, tuy thudc vao muc dich st dung cua
nd; dang long nhu dang thudc nudc dé phun, dung dich dung cho mit, dung
dich truyén vao mii, thudc stc miéng, hodc dich tiém; dang bot nhao mém nhu
thudc bodi déo, thude dép, hoidc kem; va dang rén nhu bot, thube dang bot, vién
cdm, vién nén hodc vién nang. Trong viéc bao ché dugc phém, cac thanh phén
khac nhu thanh phén y, hoat chét sinh 1y, chét khang sinh, td dugc, chit don,
chit 1am 8n dinh, chAt mau, chét difu vi, chit bao quan, chit khir tring hoic
chit kim hdam vi khuin, mét hoic nhiéu chét nay co thé dugc st dung tuy y

trong hon hgp, néu cén.

Mtc liéu glycosyl hesperetin theo sang ché c6 thé duogc kiém soat thich
hop tuy thudc vao ham luwong, dudong dung thudc va tin sé st dung glycosyl
hesperetin, cling nhu cac triéu ching cua dbi twong dang dugc dung thubc.
Glycosyl hesperetin theo sang ché thuong dugce st dung véi lugng niam trong

khoang tir 0,001 dén 10g/ngudi 16n/ngay, ot hon 1a tr 0,01 dén Sg/ngudi
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16n/ngay, va tét hon nita 1a tir 0,05 dén 1g/ngudi 16n/ngay tinh theo d.s.b.

Vi du v& phuong phap dé dua glycosyl hesperetin theo sang ché vao cac
ché pham khic nhau bao gdm mot hoic nhiéu phuong phap tron, nhao, hoa tan,
ngam, thidm, phan tan, phét, phun, truyén thong thuong, v.v.., mot hodc nhiéu
phuong phap nay co thé dugc st dung riéng r& hoic két hop thich hop truée khi
hoan thanh mdi ché phdm. Ché pham nay 1a, vi duy, san phim thuc phim, san
phém dac san, my phém, duoc phém nhu tac nhan d6i v&i bénh nhay cadm, san
phidm gidng thudc, héa chat, nguyén liéu/vat liéu cong nghiép, d6 an, moi ba,
vat liéu may mac, nhitng san phim linh tinh khéc bao gdm ca tap héa, hodc san
phdm nhua. Ché phim trén day duogc két hop véi glycosyl hesperetin theo sang
ché c6 tac dung c6 loi thuc té & chd, mui vi cling nhu vi pha tap va mau sac cua
ché phém nay dugc lam giam mot cach hiéu qua, rd rét tham chi khi dugc béo
quan & nhiét dd nhu dugce néu trén day trong hang chuc phut dén hang thang, so
v6i cac ché phdm dugc dua vao san phdm thong thudng. Twong ty vé6i san
phim thong thudng, glycosyl hesperetin theo sang ché c6 thé dugc sit dung mot
céch thuén lgi trong cac hop chit hoic ché pham khac nhau khong chi & dang
tac nhan lam giau vitamin P ma con & dang chit chéng oxy héa tu nhién, chét
lam 6n dinh, chit cai thién chét luong, tac nhéan diéu tri du phong, tdc nhan

diéu tri, hodc tac nhan hép thu tr ngoai.

Céac thtr nghiém sau ddy s& giai thich vé glycosyl hesperetin theo sdng

ché chi tiét hon:

Vi du tht nghiém 1: Dic tinh cua glycosyl hesperetin dang hat
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Trur viéc st dung 0,1, 0,09, 0,07, hodc 0,04% natri pyrosulfit lam tac
nhan khtr trong Vi du 1 dugc mé ta sau day, 4 loai glycosyl hesperetin da
nghién (mAu tht nghiém 5 dén 8: sang ché) dugc didu ché twong tu v6i phuong
phap cta Vi du 1. Trong khi d6, dé 1am ddi chtng, trir khi khong st dung tac
nhan khir bit ky trong cac phwong phép cua cac Vi du 1, 3, 4, va 5, bdn loai
glycosyl hesperetin da nghién (mau thtt nghiém 1 dén 4: san pham thong
thuong) duge diéu ché twong tu véi phuong phap néu trén. Trong s6 cac mau
thtr nghiém tir 1 dén 4, miu tht nghiém 1 1a twong duong véi glycosyl

hesperetin da nghién, thu dugc trong Vi du tham khao 1 duoc mo ta sau day.

(1) Ham luong furfural

Maiu thir nghiém tur 1 dén 8 dugc xac dinh tuong Ung vé ham lugng

furfural cua ching bing cic quy trinh va thiét bi sau day:

A. Diéu ché mau:
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(a) Mot nta gam tinh theo d.s.b., chit bat ky trong sd glycosyl
hesperetin dd nghién trén day lam mau tht nghiém dugc dua vao binh

Erlenmeyer dugc day kin dung tich 50ml;

(b) Mbi loai glycosyl hesperetin da nghién dugc thém vao clng va
dugc hoa tan trong 5,0ml nudc dd khit ion va duoc thém cung 20pl
xyclohexanol 0,0025% lam chét thay thé dé st dung lam chét chi thi dé xac

dinh ty 1& thu hdi ctia m&i miu thir nghiém sau khi phan tich;

(¢) 1,5g natri clorua dugc thém tiép vao va dugc hoa tan trong mdi
dung dich tao thanh trén day, tiép theo mdi hdn hop tao thanh dugc thém vao
cung vdi 3ml dietyl ete, chit phan Gng loai dic biét, dugc phin phéi thuong
mai bdi Cong ty Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Nhé4t Ban, va

duogc khudy & 700 vong/phut trong 10 phit;

(d) MB>bi hdn hop tao thanh dugce dua toan bd vao phéu tach va dugc dé
yén trong 10 phut, tiép theo thu gom 16p dietyl ete, loai nudc 16p nay bang
natri sulfat khan, va c6 dung dich da loai nudc trong dong khi nito t6i da dé thu

duoc thé tich 1a khoang 200pl;

(e) 1lmicrolit dich ¢6 thu dugc dugc thu gom va dugc dua vao phép

phén tich GC/MS; va

(f) Dé lam ddi chang, trir viéc st dung furfural loai phan ung, mot
chit loai dic biét, duwoc phan phdi thuong mai bdi Cong ty Tokyo Chemical

Industry Co., Ltd., Tokyo, Nhat Ban, thay cho glycosyl hesperetin da nghién,
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duge xur 1y theo cac muc tir (a) dén (e) trén ddy twong tw nhu trong mau thir

nghiém.

Piéu kién phén tich GC/MS

J Thiét bi phan tich GC/MS: “Clarus SQ8T GC/MS”, duoc phén

phdi thuong mai bdi Cong ty PerkinElmer, Inc., MA, USA.

o Cot: VF-WAXms, c¢6 do dai la 30 m, dudong kinh trong la
0,25mm, va do day 1a 0,25pm, duge phan phdi thwong mai béi Cong ty Agilent

Technologies Inc., CA, USA.

J Detecto: thiét bi phan tich khéi lugng

o Khi mang: khi heli

J Van tdc tuyén tinh: 35cm/gidy

o Diéu kién nhiét do gia ting: Giit cho nhiét dd cot & 40°C trong 3
phut, gia tang nhiét do cot tur 40°C dén 80°C & téc do 5°C/phut, gia ting nhiét
do cot tir 80°C ds 200°C ¢ toc do 10°C/phut, gitt nhiét do cot & 200°C trong 7
phut, gia ting nhiét do cot tr 200°C dén 220°C & tée do 10°C/phut, va tiép

theo gitt nhiét do cot & 220°C trong & phut.

° Chét thay thé: xyclohexanol, chét phan ung loai 1, dugc phén
phdi thuong mai béi Cong ty Katayama Chemical Industries Co., Ltd, Osaka,

Nhat Ban.
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° Chét chuin ndi: heneicosan, chét chudn ndi d6i voi GC, duoc
phén phbi thuong mai bdi Cong ty Tokyo Chemical Industry Co., Ltd., Tokyo,

Nhéat Ban.

o Dung mdi chiét: dietyl ete, chdt phan ung loai dic biét, dugc
phan phdi thuong mai béi Cong ty Wako Pure Chemical Industries, Ltd.,

Osaka, Nhat Ban.

B. X4c dinh luong furfural trong miu

Db thi hiéu chinh dugc vé& tir dit liéu vé furfural, dé lam ddi chung,
chit phan @ng loai dic biét, dugc phan phéi thuong mai béi Cong ty Wako
Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Nhat Ban, dugc xac dinh béng phép
phén tich GC/MS; trén co s& nay, mau thr nghiém dugc xdc dinh ham luong

furfural cda ching.

(2) Ham lugng 4-VA

M3u thtr nghiém tur 1 dén 8 dugc x4c dinh twong ng vé Ham luong 4-
VA cuia ching bang cach st dung cac chét phan tng, phuong thttc va thiét bi
sau ddy. Phuong phap xac dinh dugc x4c dinh theo “Khoang benzen trong dd
ubng c6 ga” cua Thong bdo sb 0728008, ngay 28.07.2006, do Truéng Ban
Déanh gia va Pang ky, Phong An toan Thuc phdm, Tiéu chuin va Danh gi4,
Hiép hoi An toan Duoc phém va Thuc phém, Co quan thudc B9 Stc khoe,

Lao dong va Tro cp x4 hoi ban hanh.
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A. Chit phan Gng va diéu ché dung dich

(a) Natri clorua, mot loai chét cho thu nghiém chét luong nude, dugce
phan phdi thwong mai bdi Cong ty Wako Pure Chemical Industries, Ltd.,

Osaka, Nhat Ban.
(b) Dibu ché dung dich gdc tidu chuén chira xyclohexanol

Xyclohexanol, chat phan ung loai 1, dugc phan phdi twong mai boi
Katayama Chemical Industries, Co., Ltd., Osaka, Nhat Ban, dugc hoa tan
trong metanol dé sir dung trong céc thtt nghiém, quy trinh va thiét bi noi
chung caa Dugc dién Nhat (Japanese Pharmacopoeia: JP), thanh dung dich
xyclohexanol 0,01% trong lugng (sau daydugc goi la “dung dich gbc tidu

chudn chta xyclohexanol”,).
(c) Dung dich chuin néi

Bing cach st dung dung dich gbc tiéu chuin chira xyclohexanol va
metanol trén day, dung dich xyclohexanol 0,0004% trong lugng (sau day dugce
goi 13 “dung dich chuéan noi 1) va dung dich xyclohexanol 0,00004% trong

lugng (sau dady duoc goi la “dung dich chudn nodi 27, sau day) duoc didu ché.
(d) Piéu ché dung dich gbc tiéu chuén

4-VA, dugc phan phdi thuong mai boi Cong ty Wako Pure Chemical
Industries, Ltd., Osaka, Nhat Ban, dugc hoa tan trong metanol thanh dung

dich 4-VA 0,0005% trong lugng (sau ddy dugc goi la “dung dich ti€u chuén
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A”) hoic dung dich 4-VA 0,00005% trong luong (sau day dwoc goi la “dung

dich tiéu chuédn B”).

(e) Diéu ché dung dich gbc tiéu chudn cho dd thi hiéu chinh

Nam dung dich hdn hop gbc tiéu chudn khac nhau cho dd thi hiéu
chinh, c6 ndng dd 4-VA lan luot 1a 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, va 1,0pg/ml, duge diéu
ché bang cach st dung dung dich tiéu chuin A va B trén day, dung dich chuin

noi 1 trén day, va metanol.

(f) Dibu ché dung dich tiéu chuén cho db thi hiéu chinh

Nam dung dich tiéu chuin khac nhau cho dd thi hiéu chinh duoc diéu

ché nhu sau:

Cac phan phan wéc 10ml cia nuéc siéu tinh khiét duge dua vao 5 1o
nhé c¢6 khoang khong bén trong dung tich 20ml, duoc thém cung 10pl chat bét
ky trong s6 5 dung dich hdn hop gbc tiéu chuan khac nhau cho d6 thi hiéu
chinh trén day, va dugc tron véi 3,0g natri clorua, tiép theo ddy ngay lo lai va

khudy dung dich trong mdi lo dé hoa tan.

B. Diéu ché miu thr nghiém:

M3u thtr nghiém tur 1 dén 8 14n lugt dugce can chinh xéac, 0,20g tinh
theo d.s.b., rdi dugc dua vao 8 lo c6 khoang khong bén trong dung tich 20ml,
dugc thém cung nude siéu tinh khiét dé thu duge tdng khéi lugng 1a 10,0g, va

dugc khudy dé hoa tan. 10ul dung dich chudn noi 2 trén ddy va 3,0g natri
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clorua duoc thém vao mbi loai dung dich thu duoc, tiép theo day ngay lo lai,
hoa tan dung dich trong lo bing cach khudy dé thu dugc 8 miu thit nghiém

khéac nhau chita mau thir nghiém bat k¥ tir 1 dén 8.

C. Phuong phap dinh luong dbi v4i 4-VA

(a) Diéu kién xac dinh

Diéu kién phan tich GC/MS:

o Thiét bi phéan tich GC/MS: “Clarus SQ8T GC/MS”, dugc phéan

phdi thuong mai bdi Cong ty PerkinElmer Co., Ltd., Kanagawa, Nhat Ban.

o Thiét bi 1Ay mau c6 khoang khong: “TurboMatrix Trap 40”

° Cot: VF-WAXms, ¢6 chiéu dai cot 1a 30m, duong kinh trong la
0,25mm, va do0 day cta mang la 0,25pm, dwge phén phéi thuong mai boi

Cong ty Agilent Technologies Inc., CA, USA.

o Detecto: thiét bi phén tich khéi lugng

o Khi mang: khi heli

o Van tbc tuyén tinh: 35cm/gidy

. Nhiét do cot dan truyén: 200°C
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. Didu kién nhiét do gia tang: Gitt nhiét do cot & 40°C trong 3
phut, gia ting nhiét do cot tir 40°C dén 80°C & tdc do 5°C/phut, gia tang nhiét
do cot tir 80°C dén 200°C & tbe @6 10°C/phut, gift nhiét dd cot & 200°C trong
7 phut, gia tang nhiét do cot tir 200°C dén 220°C & tde dd 10°C/phit, va tiép

theo gitt nhiét do cot & 220°C trong 8 phut.

Nhiét d¢ 1o: 60°C

Nhiét do kim truyén: 140°C

Nhiét d6 dong van chuyén: 205°C

Thoi gian dun néng 1g: 30 phut
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Phuong phap phat hién:

o Phuong phap ion héa (Va cham dién tu (Electron impact: EI))

o Theo d&i ion da chon loc (Selected ion monitoring: SIM)

m/z 134, 119 (4-VA)

m/z 82, 57 (xyclohexanol, chét loai mdt, duwgc phan phéi
thuong mai bdi Cong ty Katayama Chemical Industries Co., Ltd, Osaka,

Nhat Ban)

(b) Xéc dinh lugng 4-VA

Dua trén ty 1€ cua do cao dinh cua 4-VA va xyclohexanol lam chuin
ndi d6i voi mdi loai mau thir nghiém trong s6 8 miu tht nghiém trén day va 5
dung dich hdn hop tiéu chuin dé tao ra d6 thi hiéu chinh, ciing nhu dwa vao
dd thi hiéu chinh ctia 4-VA dugc tao ra riéng biét, cac mau thr nghiém tur 1
dén 8 duogc xac dinh dbdi v6i ndng do 4-VA dé tinh toan ham luong 4-VA cia

no.

(3) Téng mau va cap d6 mau

Dung dich nudc chira miu thir nghiém tir 1 dén 8 duoc quan sat lan
lugt bang kinh hién vi vé cdp d6 mau cua né bang quy trinh sau day: Mau thir
nghiém tu 1 dén 8 1an luot dugce diéu ché thanh céc dung dich trong nuéc 1%

trong luong, va 40ml mdi loai dugc dua vao dd chtra day kin dung tich 50ml
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va dugc dun néng & 100°C trong 30 phut. Sau d6, mdi loai dung dich thu
duoc duogc diéu chinh dén 27°C, dugc dua vao & c6 chiéu rong lcm, va dugc
duoc do do hé{lp thu OD420nm va OD7204m & budc soéng 1a 420nm va 720nm béng
cach sur dung “UV-2600”, tén san phdm ciia quang phd ké, dugc phan phdi
thuong mai bdi Cong ty Shimadzu Corporation, Kyoto, Nhéat Ban, tiép theo
xdc dinh su khac biét gita hai hé s§ hip thu (OD4z0nm - OD7200m) d€ st dung

lam c4p d6 mau.
(4) DO dan dién

Mau thir nghiém tir 1 dén 8 1in lugt dugc hoa tan trong nudc tinh khiét
thanh dung dich nuéc 1% trong luong, tiép theo cac dung dich nay lan lugt
duoc dun néng & 100°C trong 30 phut trong mot d6 chia day kin, lam ngudi
dén 20°C, va dugc xac dinh do dan dién & 20°C béng cach st dung “CM-
50AT”, tén san phim cua thiét bj do do din dién, dugc phan phéi thuong mai

bdi Cong ty DKK Toa Corporation, Tokyo, Nhéat Ban.
(5) Ham lugng hop chéat ion

Hop chat ion khong thé dugc dinh lugng mdt cach dé dang, nhung
ching dugc xac dinh vé ham luong ca cac yéu td kim loai cation theo quy
trinh sau day 1a mot phwong phap dé dang: Mdi loai mau thi nghiém tir 1 dén
8 dugc cdn mot cach chinh xac khoang 0,5 g trong “Ong Falcon”, tén san
phdm cia dd chira c¢6 dung tich 50ml, dugc phan phéi thuong mai béi Cong ty
Becton Dickinson, Nhiat Ban va Company, Tokyo, Nhat Ban, dugc thém cung

va duoc hoa tan trong 20ml nudc siéu tinh khiét bang cach dun néng, dugc
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thém cung 0,54ml 60% trong lugng dung dich axit nitric trong nudc cho thir
nghiém chinh xé4c, dugc dun noéng 6 70°C trong 14 gio, lam ngudi dén nhiét
d6 moi truong, duoc didu chinh dé thu dwoc téng thé tich 12 50ml nuéc siéu
tinh khiét, va dugc dinh luong vé ham lwong clia cac thanh phf:in kim loai
bang cach st dung thiét bi phan tich sau diy trong cac didu kién dudi day. Bé

lam doi ching, mau chra nudce siéu tinh khiét duoc st dung.

Thiét bi va diéu kién xac dinh

o Quang phd ké phat xa plasma ngdu hop cam tng: “CIROS-1207,
dwgc phan phdi thwong mai béi Cong ty SPECTRO Analytical Instruments

GmbH, Boschstrasse, Germany

o Cong suét plasma: 1,400W

o Khi plasma (Ar): 13,01/phut

o Khi phu trg (Ar): 1,01/phut

. Khi khi dung (Ar): 1,01/phut

° Van hanh bom: 1,0ml/phut

e Phuong phap tinh toan ham luong cua thanh phin kim loai
(ppm): {(Gia tri xac dinh dugc cua mau thir nghiém) - (gia tri xac dinh duoc

cta dbi chirng)} x Ty 1& pha lodng
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Bang 1 thé hién két qua cua cac muc tir (1) dén (5) trén day. Do thanh
phan cua glycosyl hesperetin cta cac mau thtr nghiém tur 1 dén 8 hau nhu
giéng nhau nhu dugc thé hién trong cac Vi du 1, 3, 4, va 5, chung s€ dugc

loai ra khdi bang nay.
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Nhu dugc thdy ré tir Bang 1, tit ca cac mau thir nghiém tir 1 dén 4 c6 ham
luong furfural vuot qua 300ppb, trong khi do tAt ca cdc mau thir nghiém tir 5 dén 8
c6 ham lugng khoang 10ppb. Ngoai ra, tAt ca cac mau thtr nghiém tir 1 dén 4 ¢6
ham luwong 4-VA vuogt qué 40ppb, trong khi do tAt ca cac mAu thir nghiém tir 5 dén 8

c6 ham lugng khoang 2ppb hoac thép hon.

Hon nira, nhu duoc thé hién trong muc Bang 1, mau thir nghiém tur 1 dén 4
(Dbi ching) & dang dung dich nudc s€ tao ra tong mau vang nhat nhin bang mit
thuong, trong khi d6 mau thit nghiém tir 5 dén 8 & dang dung dich nuéc (MAu theo
sang ché) c6 tong mau vang nhat rd rét so voi Pbi ching. Tét ca cac miu thi
nghiém tu 1 dén 4 & dang dung dich nudc co cép dd mau la 0,24 hoac cao hon,
trong khi d6 tit ca cac mau thir nghiém tir 5 dén 8 & dang dung dich nuédc c6 cap do
mau thap hon nita 1a 0,20 hogc thap hon. Cip do mau ctia mau thir nghiém tir 5 dén
8 & dang dung dich nudc sé trd nén thap hon nita do su gia tdng cta lugng tic nhén

khtr dugc st dung.

Nhu dugc thdy rd tir Bang 1, miu thit nghiém tir 1 dén 4 ¢ dang dung dich
nuée c6 d6 din dién nim trong khoang tir 11 dén 12uS/cm 1a vuot qua 10pS/cm,
trong khi d6 miu thtt nghiém tr 5 dén 8 & dang dung dich nu6c c6 do dan dién 1a
nam trong khoang tir 3 dén 7pS/cm 1a nho hon 10uS/cm.

Ngoai ra, nhu dugc thdy r tir Bang 1, ham lugng bt ky ctia c4c thanh phén
kim loai cta canxi, kali magie, va natri trong mau tht nghiém tir 5 dén 8 1a thap
hon hin so v6i mau thir nghiém tir 1 dén 4, va cac két qua la trung khép véi do dan
dién do dugc ctua ching.

Céc két qua nay cho thiy rang, so véi san pham théng thuong, glycosyl

hesperetin theo sang ché dugc diéu ché bang tic nhan khir xac dinh trude duge
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giam dang ké vé& ham luong furfural, ham lugng 4-VA, va cip d6 mau, ciing nhu d

din dién va ham luong ctia thanh phan kim loai.

Vi du thit nghiém 2: Thir nghiém cdm quan

Thir nghiém cam quan nhu duoc thé hién duéi day duge thuc hién bang san

pham thong thuong va glycosyl hesperetin theo sang ché.

(1) Nguyén tic chung cia thir nghiém cam quan va diéu ché mau thi
nghiém

Thir nghiém cam quan dugc thé hién trong muc (2) duéi day dugc thuc
hién bé'mg 8 nguoi tinh nguyén khoe manh, bao gE‘)m 2 phu nit va 6 nam gidi, tur 28
dén 59 tudi, bang cach sir dung, miu tht nghiém 6 ma c6 cac gia tri ham luong
furfural, cAp d6 mau, do din dién vira phai, va ham lugng thanh phan kim loai ctia
mau thtr nghiém tir 5 dén 8 nhu duoc sir dung trong Vi du thtt nghiém 1, 1am vi du
tiéu biéu cua glycosyl hesperetin theo sang ché; mAu thir nghiém 1 ma c6 cac gid tri
ham luong furfural, cdp d6 mau, do din dién t6i thiéu, va ham luong thanh phan
kim loai ctia mau thir nghiém tir 1 dén 4 nhu dugc st dung trong Vi du thir nghiém
1, 1am vi du tiéu biéu cta san phim théng thuong. Mau thit nghiém 1 1a san pham
thég dung va mau thir nghiém 6 1a glycosyl hesperetin theo sang ché 14n luot dugc
hoa tan ¢ nhiét dd méi trudng trong nude RO, thu duoc qua mang thdm thau nguoc,
dé sur dung lam mau thir nghiém 1 va 6 chua duge dun nong, tiép theo, cac mau nay
1in Iuot dugc bao quan trong cic dd chira day kin cho dén khi dugc dua vao tht
nghiém sau day. Trong khi d6, mau tht nghiém 1 va 6 ma khong dugc dun néng
(sau day duogc goi 1a “mau tht nghiém khong dugc dun néng 1 va 6”) 1an lugt dugc
dua vao dd chura, dy kin lai, dugc dun néng trong thung nudce sdi trong 30 phut

(sau day duogc goi la “xtr ly nhiét”), va tiép theo lam ngudi dén nhiét d6 moi truong

-57-



40233

dé sir dung 1am mAu thir nghiém 1 va 6 c6 xtr ly nhiét (sau day duoc goi la “mau

thir nghiém dugc dun néng 1 va 6”).
(2) Thtr nghiém cadm quan

M&di ngudi tinh nguyén dugc hoi v& danh gi ca nhan vé (a) mau sic va (b)
mui vi ctia cdc phin phan uéc 10ml mau thir nghiém khong dwgce dun nong 1 va 6
va mau tht nghiém dugc dun néng 1 va 6, tit ca cac mau nay thu dugc trong muc
(1) trén day va dugc diéu chinh dé dua v& nhiét d6 moi truong trude khi thir chiing.
Sau d6, mdi ngudi tinh nguyén dugc sic miéng bing nudc trang da dun s6i trudce
khi thtr mdi mau thir nghiém va dugc déanh gia ca nhan v& (¢) vi ding (bao gdm ca
dd tho rap, do cung, hodc do se), (d) hau vi, va (e) mui vi khi thir. Mbi ngudi tinh
nguyén dugc yéu cdu danh gia mau thir nghiém khong dugc dun néng va dugc dun
n6éng 1 va 6 vé cac muc danh gia tir (a) dén (3), trong d6 tidu chudn danh gid nhu
dugc thé hién trong Bang 2 sau ddy, trong d6 thult ngit “san pham théng thudng”
tire 12 “mau thir nghiém 17, va mau thit nghiém khong dugc dun néng 1 va mau thir
nghiém dugc dun néng 1 1an luot dugc dua ra lam d6i chiing cho miu thir nghiém
khong duge dun néng 6 va miu thir nghiém duoc dun néng 6. Cac két qua 1an luot

duogc thé hién trong Bang 3 va 4.
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Bing 2

Tiéu chuan danh gia

Diém danh gia (dva trén thang danh gia 5 diém)

Trudc
khi thi

nghiém

(a) Mau sic

So v6i san pham thong
thuong

1:

Thép rd rét

: Hoi thap

So sanh duoc

: Hoi cao

: Cao ro rét

(b) Mui vi

So v6i san pham thong

thuong

: Yéu ro rét

: Hot yéu

So sanh duoc

: Hoi hac

: Hac ro rét

Khi thu

(c) Vi ding

So v&i san pham thong

thuong

: Rat thich hop

: Khé thich hop

: Khong rd rét

: Khong dé chiu

: Rat khong dé chiu

(d) Hau vi

So v&i san phdm thong

thuong

: Rét thich hop

: Kha thich hop

: Khong rd rét

: Khong dé chiu

: Rat khong dé chiu

(e) Mii vi

So v6i san phdm thong

thuong

: Yéu ro rét

: Hoi yéu

: So sanh duogc

: Hoi hac

| B W] ] =] ] B W] = ] B W N = D B W =] g B W

: Hac 10 rét
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(3) Két qua thtr nghiém cam quan

Bang 3
Phan loai theo diém sb cia miu thir nghiém khong dugc dun néng 6:
S6 nguoi tinh nguyén
Truéc khi tht nghiém Khi thu
Piém s | (a) Mau sdc | (b) Mui vi | (¢) Vi diang | (d) Hau vi | (e) Mui vi
1 4 3 0 3 4
2 4 5 7 4 4
3 0 0 1 1 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
Bang 4
Phéan loai theo diém sd cua miu thu nghiém dugc dun néng 6:
S6 ngudi tinh nguyén
Trudce khi thir nghi€ém Khi thu
Piém s6 | (a) Mau sic | (b) Mui vi | (¢) Vi ding | (d) Hau vi | () Mui vi
1 6 4 3 4 5
2 2 3 4 1 1
3 0 1 1 3 2
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0

Két qua danh gia trong Bang 3 va 4 khong thé hién két qua danh gia vé (a)
mau sic, (b) mui vi, (¢) vi dang, (d) hau vi, va (e) mui vi d6i san pham thong
thuong (mAu thir nghiém dugc dun néng/khong dugc dun néng 1 dé 1am ddi chung)
vé mdt ban chat; tuy nhién, nhu dugc chi ra trong ti€u chuén danh gia, két qua danh
gid trong Bang 3 va 4 1a dbi véi glycosyl hesperetin theo sang ché duoc danh gia
duva trén céac dic tinh nay cia san phidm thong thuong, va do do két qua danh gia
clia san pham thong thuong twong Gmg véi diém trung binh 1a “3” cho mdi loai
diém sb, duoc danh gia dua trén thang danh gia 5 diém, nhu dugc thé hién trong

tiéu chuan danh gia.
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Nguoc lai, nhu duoc thiy ro tir két qua dénh gia trong Bang 3, mau thir
nghiém khong duoc dun néng 6, tic 1a, glycosyl hesperetin theo sang ché khong
dugc xir 1y nhiét s& dua lai cho s6 nguoi tinh nguyén, ngudi duge danh gia la “diém
1” 13 diém cao nhét trén thang danh gia 5 diém dé danh gia cac muc vé (a) mau séc,
(b) mii vi, (c) vi ding, (d) hau vi, va (e) mui vi, 1an luot 1a 4, 3, 0, 3 va 4 (tong
cong co 14 déi tuong), trong s6 8 ngudi tinh nguyén. Trong khi do, mau thir
nghiém dugc dun noéng 6 duoc thé hién trong két qua danh gia trong Bang 4, ttc 1a,
glycosyl hesperetin theo sang ché duge xir 1y nhiét c6 s ngudi tinh nguyén, 1a
nguoi duge coi la “diém 17 1a diém sb cao nhat trong thang dénh gid 5 diém dé
danh gia cac muc (a) mau sdc, (b) mui vi, (c) vi ding, (d) hau vi, va (e) mui vi, lan
luot 1a 4, 5, 7, 4 va 4 (tdng cong co 24 d6i tuong), trong sd 8 nguodi tinh nguyén.
Céc két qua nay chi ra ring glycosyl hesperetin theo sang ché 1a glycosyl hesperetin
c6 chat luong tuong ddi cao, dugc 1am gidm hiéu qué & mui vi, cling nhu in vi pha

tap va mau sdc, so v6i san pham thong thuong.

Tuong tu, nhu dugc thiy ro tir két qua danh gia trong Bang 3, mau thir
nghiém khong dugc dun néng 6, tirc 13, glycosylyhesperetin theo sang ché khong
duoc xt ly nhiét s€ tao ra s6 ngudi tinh nguyén, 1a nguoi duge coi la “diém 4” 1a
cao hon 1 diém so v6i mac diém thdp nhit 1a diém 5 dua trén thang danh gia 5
diém dé danh gia cac muc (a) mau sic, (b) mui vi, (¢) vi ddng, (d) hau vi, va (e) mui
vi, déu 12 0 (toan bo 1a 0). Trong khi d6, nhu dugc théy o tir két qué danh gia trong
Bang 4, mau thtt nghiém dwgce dun néng 6, tic 13, glycosyl hesperetin theo sang ché
dugc x1r ly nhiét s€ tao ra s6 ngudi tinh nguyén, ngudi duge danh gia 1a “diém 4”
cao hon 1 didm so v6i mirc thdp nhit 5 diém theo thang dénh gia 5 diém dé danh
gia cac muc (a) mau sdc, (b) mui vi, (¢) vi dang, (d) hau vi, va (e) mui vi, déulao

(toan b0 1a 0). Cac két qua nay cho thay ring glycosyl hesperetin theo sing ché 1a

-61-



40233

glycosyl hesperetin ¢ chét lugng tuong dbi cao, dugc lam gidm mot cach hiru hiéu

vé mui vi, cling nhu in vi pha tap va mau séc, so v6i san pham thong thuong.

Dua trén céc két qua nay, so v6i san phim thong thuong, glycosyl
hesperetin theo sang ché, bat chip duoc dun néng hodc khdng duge dun nong, 13 c6
loi rd rét vé tit ca cac hang muc dugc danh gia 1a (a) mau séc, (b) mui vi, (¢) vi
ddng, (d) hau vi, va (e) mui vi, trong d6 sy khac biét vé chét luong gitta glycosyl
hesperetin dugc dun nong va glycosyl hesperetin khong dugc dun néng s€ tré nén

rd rét hon khi chung dugc dun nong.

Khi dugc dua vao thir nghiém cam quan tuong ty v6i “Thir nghiém cam
quan (2)” nhu dugc néu trong Vi du thir nghiém 2 néu trén, mau thr nghiém 5, 7,
va 8, ma duogc thé hién trong muc “(1) Diéu ché miu thir nghiém” nhu trong Vi du
thir nghi€ém 2, s€ tao ra cac két qua gin nhu gidng voi két qua trong mau thur
nghiém 6 trén day.

Do d6, thiy riang glycosyl hesperetin theo sang ché duoc lam giam déng ké
Vi déng bao gém ca vi chat, vi déng, vi se, va hau vi; hodc né da duoc lam giam
dang ké vi pha tap va dugc gidm rd rét vé mau sic. Ngoai ra, con thay rang

glycosyl hesperetin dugc giam ro rét v& mui vi so v6i san pham thong thuong.

Vi du thtt nghiém 3:

Mbi quan hé giita (a) vi pha tap va mau sic cia glycosyl hesperetin va (b)

ham luong cia furfural va 4-VA

Céc thir nghiém sau day dugc thyc hién dé danh gia méi quan hé gitta (a) vi

pha tap va mau sdc ctia glycosyl hesperetin va (b) ham lugng cua furfural va 4-VA.

(1) Diéu ché mau thir nghiém
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Theo phuong phap dugc néu trong Vi du 4 va Vi du tham khéo 1 dugc md
ta dudi day, mau glycosyl hesperetin theo sang ché (sau day dugc goi 1a “Mau A”)
va mau khéc 1am dai dién cho san phdm thong thudng (sau ddy dwgc goi la “Mau
B”). D& thuén tién, cdc MAu A va B dugc tron véi ty 1& thich hop dé thu dugc 3 loai
mau glycosyl hesperetin v6i ham lwong furfural khac nhau mét chut it (duoc goi la

“mAu thir nghiém 9 dén 11”) nhu dugce thé hién trong muc Bang 5.
(2) Ham lugng cia furfural va 4-VA

Ham luong cua furfural va 4-VA trong mau thir nghiém tir 9 dén 11 14n luot
duoc xac dinh theo phuong phéap xéac dinh dugc thé hién trong muc (1) va (2) trong

Vi du thit nghiém 1.
(3) Thir nghi€ém danh gia v& mau sic:

9 nguoi phu nit va dan 6ng khoe manh, bao gbdm 2 phu nit va 7 dan ong, tir
28 dén 57 tudi, lam ngudi tinh nguyén, dugc dwa vao thir nghiém danh gia mau sdc
bang cach st dung mau thit nghiém tir 9 dén 11 va Mau B (sau day dugc goi 1a
“pdi chung”). Cac mau thtr nghiém tr 9 dén 11 nay va Dbi chung lan lugt dugce
hoa tan trong nudc cat & nhiét do mdi trudng thanh dung dich nuéc 1% trong
lwong, tiép theo duge quan sat bing mat thuong va s& duge phan xét boi ngudi tinh

nguyén nhu sau:

Puoc danh gia 1a “Két qua danh gia A1”, khi dung dich dugc dénh gid va s&
dugc phan xét boi nguoi tinh nguyén 1a “dugce giam v& mau sic” so véi ddi ching;
va dugc danh gia 1a “Két qua danh gid B1”, khi dung dich dugc danh gid va dugc

phén xét 1a “duoc giam v& mau sic”. Cac két qua duoc néu trong Bang 5.
(4) Thir nghiém cam quan

9 ngudi phu nit va dan 6ng 1am nguoi tinh nguyén nhu trén day dugc dua
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vao thir nghiém cam quan vé vi pha tap ctia mau thir nghiém tir 9 dén 11 néu trén va
Péi chirng. Cac mau thit nghiém tir 9 dén 11 nay va Déi chung lan lugt duge hoa
tan trong nudc cit & nhiét do mdi trudng thanh dung dich nudc 1% trong luong,
tiép theo chiing dugc ngudi tinh nguyén ubng va dugc phan xét két qua 1a “Két qua
danh gia A2” khi dung dich nudc duge danh gia 1a “dugc cai thién vé vi pha tap”,
va dugc phan xét 12 “Két qua danh gia B2” khi dung dich dugc danh gia 1a “khong

duge cai thién vé vi pha tap”. Céc két qua duoc néu trong Bang 5.

Bang S
S6 ngudi tinh nguyén
) Ham Ham Thu n%hiém de,inh gia | Thu nghiém cadm
Mau thu luong v€ mau sac quan
) luong 4- , . , ,
nghiém furfural VA (ppb) Két qua | Két qua | Két qua | Két qua
(ppb) danh gia | danh gid | ddnh gia | danh gia
Al Bl A2 B2
Mau B
(D6i 330 45,0
ching)
9 234 39,4 4 5 4 5
10 171 21,9
11 108 10,2 9 0 9 0
Mau A 56 2,0

Luu y: “Két qua danh gia A1” va “Két qua danh gid B1” tuc 13, trong thir
nghiém danh gia vé& mau sidc, ngudi tinh nguyén s& danh gia mau thir nghiém lan
luot 1a “duoc giam v& mau sic” va “khong duogc giam v& mau sic” so v6i Di
ching. Trong khi d6, “Két qua dénh gid A2” va “Két qua danh gia B2” tirc 1a,
trong thir nghiém cam quan, nguoi tinh nguyén danh gia mau thir nghiém 1an luot
la “duoc cai thién vé vi pha tap” va “khong dugc cai thién vé vi pha tap” so vé1

Déi chung.
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Nhu duoc thiy ro tir cac két qua trong Bang 5, vi pha tap cua glycosyl
hesperetin dugc cai thién 16 rét va dang ké & ham luong furfural & khoang 200ppb
nhu 13 ranh giGi va dugc cai thién ro rét va dang ké & ham luong 4-VA & khoang
30ppb 12 mot ranh giéi khac. Thuc hién thit nghiém tuong tu v6i mau sic cla
glycosyl hesperetin. Cac két qua nay cho goi y ring ham lugng furfural va ham
lugng 4-VA c¢6 thé duoc st dung lam chi sb dé phan biét ro rang glycosyl
hesperetin ma dugc lam gidm mot cach dang ké & vi pha tap va duogc giam rd rét
vé mau sic theo cach lya chon mot chéat c6 ham lugng furfural khong cao hon
200ppb va ham lugng 4-VA khong cao hon 30ppb dé thu duoc glycosyl hesperetin
mong mudn ma dugc 1am gidm mot cach dang ké vi pha tap va dugc gidm rd rét

vé mau sac so véi san pham thong thuong.

Bang 6 sau day thé hién mbi quan hé giita (a) vi pha tap cia glycosyl
hesperetin dang hat khac nhau va (b) ham luong cta furfural va 4-VA nhu duoc
boc 16 trong Bang 1 trong Vi du tht nghiém 1 trén day, Vi du tir 1 dén 7 dugc md
ta sau day, va Vi du tham khao 1. Trong Bang 6, mau thtr nghiém tir 5 dén 8 1a
glycosyl hesperetin theo sang ché va glycosyl hesperetin da nghién trong Vi du tir
1 dén 7 (sau day tat ca déu dugc goi 1a “mau tht nghiém theo sang ché”) c¢6 ham
luong furfural khong cao hon 191ppb va ham luong 4-VA cta khoéng cao hon
28,7ppb, tirc 1a mau thir nghiém theo sang ché duoc giam dang ké vi pha tap dic
trung cta san phim thong thuong. Nguoc lai, miu thir nghiém tr 1 dén 4 va
glycosyl hesperetin da nghién trong Vi du tham khéo 1 1am Débi chung tir 1 dén 5
(sau ddy tit ca déu dugc goi 1a “dbi ching mau tht nghiém”) c6 ham luong
furfural 13 308ppb hodc cao hon va ham lugng 4-VA la 40,0ppb hodc cao hon, va

chung déu c6 vi pha tap ddc trung cla san phim thong thudng.

Két qua ctia cdc Thir nghiém, Vi dy, va Vi du tham khao nay dugc tom tat
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trong Bang 6 sau ddy la trung khép voi cac két qua trong Vi du tht nghiém 3; va
dua trén cac két qua nay, c6 thé két luan rang viéc lya chon glycosyl hesperetin ¢6
ham luong furfural nhé hon 200ppb va/hodc ham lugng 4-VA nh6 hon 30ppb, ma
dugc thuc hién bang cach st dung ham lugng furfural va/hoac ham lugng 4-VA
lam chi s, dan dén thu dugc glycosyl hesperetin mong mudn ma dugc 1am giam

mot cach dang ké vi pha tap so véi san phim théng thudng.
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Bang 6
x . . Ham lugng Ham lugng 4- | Vipha
Mau tht nghiém
furfural (ppb) VA (ppb) tap
DP6i chung 1 1% 308 40,2 X
D6i ching 2 2% 322 46,6 X
D6i chung 3 3% 343 55,1 X
D6i chung 4 4% 385 63,8 X
L Vi du tham
boi ching 5 . 310 40,0 X
khao 1
Maiu theo
] . Vidu7 191 28,7 o
sang ché
Maiu theo )
) P Vidu6 180 20,0 ©
sang ché
Maiu theo
) p 8* 12 2,1 @
sang ché
Mau theo
] . Vidul 12 2,0 o
sang ché
Maiu theo
] p 7* 11 1,8 0
sang ché
Maiu theo
) . Vidu 2 11 1,5 o
sang ché
MaAu theo
) p Vidu3 10 3,0 o
sang ché
Mau theo
) . 6% 10 1,5 o
sang ché
Maiu theo
] . Vidu5 10 1,5 o
sang ché
Maiu theo
) . Viduy 4 9 2,0 @
sang ché
Maiu theo
) P 5* 8 1,2 o
sang ché
Luu y: Trong bang nay, mau thtt nghiém dugc gian véi ky hidu “*” 1a dugc

trich din tir Bang 1 trong ban md ta nay. Maiu thtr nghiém dugc gin véi ky
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hiéu 70> va “x” trc 1a vi pha tap ddc trung cia san phidm théng thudng duoc lam
giam mot cach dang k& va nhu thé vi pha tap dic trung cua san phdm thong

thudng van con lai.

Tir cac két qua thir nghiém trén day, do glycosyl hesperetin theo sang ché
duge lam giam mdt cach dang ké vi pha tap va dugc gidm rd rét vé mau sic va
mui vi so v&i san phdm thong thuong, ty ban than chung 1a dic biét hitu hi¢u lam
san pham thuc phdm ma dugc 1am giam mot cach dang ké & vi pha tap va duoc
giam ro rét vé mau sdc va mui vi, va ching tré nén hitu hiéu ma khoéng cé bét ky
su bt tién nao tham chi néu dugc st dung trong sén pham thuc phém, san phém
cao cip, m§ pham, dugc phdm nhu tac nhan chéng bénh nhay cam, san phdm
gidng thudc, héa chit, nguyén liéu va vat liéu cdng nghiép, dd an, mdi ba, vat lidu
may madc, nhitng san pham linh tinh khac bao gdm ca tap hoda, sén phim nhua,
v.v.., trong d6 san phdm thong thudng khong thé duoc st dung do vi pha tap cia
riéng né hodc cung v6i mau séc cua nd, cling nhu mui vi cta nod; hodc trong do su

hu hong chac chan s€ xay ra.
Vi du thwe hién sang che

Phén sau day s& giai thich sang ché chi tiét hon kém theo Vi du va Vi du

tham khéao, nhung ching khong lam giéi han pham vi cia sang ché.
Vidul
Glycosyl hesperetin dang hat

Bén phan tinh theo khéi luong cua dung dich natri hydroxit IN trong
nuéc duge dun néng 80°C va dugce thém vao mot phén tinh theo khéi luong
hesperidin va bay phén tinh theo khdi lugng dextrin (duong lugng dextroza (DE)

1a 20), tiép theo hoda tan céc chit ciia hdn hop trong diéu kién khudy trong 30
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phut, diéu chinh dung dich dén do pH = 9,0, thém 30 don vi/g dextrin cia
CGTaza, thu duoc ti ching Geobacillus stearothermophilus Tc-91 (FERM BP-
11273) duoc tao ra vao ngay 30.07.1973, va dugc diung cho Phong giri nhén co
quan Sang ché qubc té (International Patent Organism Depositary) clia Vién
Khoa hoc va Codng nghé¢ cao cAp qudc gia (National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology), Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome,
Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566 Japan, va dugc dua vao phdn ung enzym
trong 18 gid trong khi van gitt d6 pH & 6,9 va nhiét d6 ¢ 50°C dé chuyén hoa
khoang 70% hesperidin thanh a-glycosyl hesperidin. Dung dich natri pyrosulfit
0,05% dugc thém lam tac nhan khir vao dung dich phan ing enzym tao thanh, tiép
theo dun nong dung dich ¢ 100°C trong 30 phut, lam bat hoat enzym con lai trong
dung dich, thém “GLUCOZYME”, tén san phém cua glucoamylaza, dugc phin
phbi thuong mai bdi Cong ty Nagaza ChemteX Corporation, Osaka, Japan, voi
lugng 100 don vi trén mdi gam dung dich phan (ng enzym, va cho hdén hop tao
thanh phan tng dugc xlc tdc enzym trong 5 gi¢ trong khi van gitt d0 pH & 5,0 va
nhiét do & 55°C dé tao ra a-glucosyl hesperidin. Dung dich phan ng enzym tao
thanh dugc dun nong dé bét hoat enzym con lai va dugce loc, tiép theo cho dich loc
tao thanh nap vao cot dugc phi “DIAION HP-107, tén san phém ctia chét hép thu
tong hop dang xbp, dugc phan phdi thwong mai bi Cong ty Mitsubishi Chemical
Corporation, Tokyo, Japan, ¢ van tdc khong gian (SV) 1a 2. Két qua 13, o-glucosyl
hesperidin va hesperidin nguyén ven trong dung dich dugc hép thu vao cht hép
thu tdng hop dang xdp, nhung D-glucoza, mubi, va cac chit twong tu khac con lai
dugce rira giai ra khéi cdt ma khong hép thu. Sau d6, c¢6t dugc nap nude tinh khiét
dé rira va duge nap tiép dung dich etanol trong nuéc trong khi van gia ting ting

bude ndng do ctia etanol dé thu duoc cac phan doan chia a-glucosyl hesperidin,
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tiép theo thu gom cac phan doan, cd cic phan doan da dugc thu gom frong chdn
khéng, va nghién dich co dic dé thu duogc glycosyl hesperetin dang hat mau vang
nhat v6i hiéu sudt khoang 70% tinh theo d.s.b., so vdi khéi lugng rin cta hesperin
nguyén liéu. Glycosyl hesperetin dang hat tao thanh chta 80,0% a-glucosyl

hesperidin, 12,3% hesperidin, va 7,7% cac thanh phr:in khac.

San pham vira thu dugc ¢6 ham luong furfural 1a 12ppb, ham lugng 4-VA
2ppb, cip dd mau 1a 0,19, va do dan dién 1a khoang 6uS/cm. Ngoai ra, san pham
chira canxi, kali, magie, va natri v6i lugng twong Gng 1a khoang 0,4ppm, khoang

0,05ppm, khoang 0,1ppm, va khoang 0,1ppm.

So v6i san phidm thong thuong, san pham trén diy c6 céc d4u hiéu dic
trung c6 loi: Pugce lam gidm dang ké vi pha tap va dugc giam rd rét vé mau sic va
mui vi, va vi pha tap dugc lam gidm mdt cach dang k& va mau sic va mui vi cling
dugc gidam mot cach hiru hiéu, rd rét tham chi khi dugc dun nong trong 30 phut
trong didu kién nhiét do twong dbi cao 1a tir 90 dén 100°C. Theo d6, san pham
thuc phdm, m¥ phim, duoc phdm nhu tic nhan ddi voi bénh nhay cam, san pham
giéng thubc, hoa chét, nguyén liéu va vat liéu cong nghié€p, dd an, moi ba, vat lidu
may méc, nhitng san pham linh tinh khéc bao gdm ca tap hoa, hodc san phidm
nhua, tit c& céc loai chét nay, chlra san phém, dugce lam giam mot cach dang ké vi
pha tap va dugc gidm rd rét vé mau sdc va mui vi nhu 13 tac dung c6 191, thdm chi
khi duogc gift hodc bao quan & nhiét do trong khoang hodc thdp hon khoang nhiét
do trén day trong hang chuc phut dén hang thang, so v6i truong hop sur dung sin
pham thong thuong. Tuong tu v6i san phadm thong thuong, san phim theo sang
ché ¢6 thé duoc st dung mot cach thuin loi [am tac nhan lam giau vitamin P, cling
nhu chét oxy hda ty nhién an toan, chat 1am dn dinh, tdc nhan cai thién chét

luong, chét bao quan, tdc nhan diéu tri, hoic tdc nhan hép thu tr ngoai trong céc
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ché pham khac nhau nhu san pham thyc pham, vat pham cao cip, d6 &n, moi ba,
m¥ pham, dugc pham nhu tdc nhan doi véi bénh nhay cdm, san pham giong thudc,
hoa chat, nguyén liéu va vat liéu cdng nghiép, do dn, moi ba, vat liéu may mac,

nhitng san phém linh tinh khac bao gém ca tap hoa, san phém nhua, v.v..
Vidu?2
Glycosyl hesperetin dang hat

Bén phan tinh theo khéi luong dung dich natri hydroxit IN trong nudc
duge dun néng dén 80°C va, trong khi vin git nhiét dd nay, dung dich phan tng
duoc thém cin than mot phan tinh theo khéi luong hesperidin, 4 phén tinh theo
khéi lwong dextrin (DE 10), va 0,06 phan tinh theo khdi lugng natri sulfit, tiép
theo hoa tan cdc chét cia hdn hop trong khi van khudy trong 30 phit, trung hoa
dung dich phan Ung bang dung dich axit clohydric 0,01N, thém 20 don vi/g
dextrin ctia CGTaza, thu dugc t& chiing Geobacillus stearothermophilus Tc-91
(FERM BP-11273) dugc dat hang cho International Patent Organism Depositary,
National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, Tsukuba
Central 6, 1-1, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566 Japan, va
gitt hdn hgp phan ung nay & d6 pH = 6,0 va 75°C trong 24 gi¢ trong diéu kién
khudy dé thuc hién phan tng enzym. Dung dich phan @ng enzym tao thanh duoc
ldy miu dé phan tich bing phép sic ky long tinh ning cao (high-performance
liguid chromatography: HPLC), s€ cho thay rang khoing 69% hesperidin dugc
chuyén hoa thanh a-glycosyl hesperidin. Dung dich phan @ng enzym dugc thém
natri pyrosulfit lam tadc nhan khu dé thu dugc néng dd 1a 0,03%, duogc dun néng &
90°C trong 120 phut, thém 50 don vi/g san pham chét trung gian trén ddy chra o-

glycosyl hesperidin, va dugc dwa vao phan ing enzym trong 10 gi¢ trong khi van
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gitt 0 pH 6 5,0 va nhiét do ¢ 55°C dé tao ra a-glucosyl hesperidin. Dung dich
phan Gng enzym tao thanh dugc dun néng dé 1am bat hoat enzym con lai va dugc
loc, tiép theo cho dich loc tao thanh nap vao cot duge phi “DIAION HP-10”, tén
san phim cta chét hip thu téng hop dang x6p, duge phan phbi thuong mai béi
Cong ty Mitsubishi Chemical Corporation, Tokyo, Japan, ¢ SV 2. Két qua 13, a-
glucosyl hesperidin va hesperidin nguyén ven trong dung dich dugc hap thu vao
chét hép thu téng hop dang x0p, nhung saccarit, mudi, va cac chit tuong tu khac
con lai duogc rira giai ra khoi cdt ma khong hép thu. Sau d6, cot dugc nap nudce
tinh khiét dé raa va duogc nap tiép dung dich etanol trong nuge trong khi do gia
taing tung budc ndng d6 cua etanol dé thu dwgc cdc phan doan chua o-glucosyl
hesperidin, tiép theo thu gom cac phin doan, c¢6 céc phan doan da dugc thu gom
trong chdn khéng, va nghién dich cd dic dé thu duoc glycosyl hesperetin dang hat
mau vang nhat véi hiéu suat khoang 68% tinh theo d.s.b., so v6i khéi luong rin
ctia hesperin nguyén liéu. Glycosyl hesperetin dang hat tao thanh chaa 77,0% a-

glucosyl hesperidin, 15,5% hesperidin, va 7,5% cac thanh phén khac.

San phdm vira thu duge c6 ham luong furfural 1a 11ppb, ham lugng 4-VA
1a 1,5ppb, cép dd mau la 0,14, va do dan dién 1a khoang 4pS/cm. Ngoai ra, san
pham chira canxi, kali, magie, va natri voi lugng tuong ung la khoang 0,4ppm,

khoang 0,06ppm, khoang 0,1ppm, va khoang 0,1ppm.

So v&i san phdm thong thuong, san phidm trén diy c6 cac dau hiéu dic
trung co 1gi: Pugc lam gidm dang ké vi pha tap va dugc giam rd rét vé mau sic va
mui vi, va vi pha tap cta ching dugc lam gidm mot cach déng ké va mau sic va
mui vi duge gidm mot cach hiéu qua, rd rét thdm chi khi dugc dun néng trong 30
phat trong didu kién nhiét d6 twong déi cao 1 tir 90 dén 100°C. Theo d6, san

phém thuc phém, m¥ phém, duoc phém nhu tac nhan chéng bénh nhay cam, san
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phim gibng thudc, hoa chit, nguyén lidu va vat liéu cong nghiép, dd an, mbi ba,
vat liéu may mdc, nhitng san pham linh tinh khic bao gdm ca tap hda, hodc san
phém nhua, tit ca cac loai chét nay, chira san phém, duoc lam gidm mot cach dang
ké vi pha tap va dugc gidm 0 rét v& mau sic va mui vi nhu 13 tac dung ¢6 loi, khi
dugc giit hodc bao quan ¢ nhiét do trong khoang hoac thdp hon khoang nhiét do
trén day trong hang chuc phut dén hang thang, khi so vé&i san pham thong thudng.
Tuong tu vo1 san phim thong thudng, sén phim theo sing ché ¢6 thé duoc su
dung mot cach thuén loi 1am tac nhan lam giau vitamin P, cling nhu chét oxy hoa
tr nhién an toan, chét 1am 6n dinh, tdc nhan cai thién chét luong, chit bao quan,
tac nhan diéu ’Fri, hodc tdc nhan hdp thu tir ngoai trong céc ché pham khac nhau
nhu san phim thuc phim, vit pham cao cip, my pham, dugc phdm nhu tac nhan
chéng bénh nhay cam, san phim gidng thudc, hoa chét, nguyén liéu va vat liéu
cong nghiép, dd an, mdi ba, vét liéu may mic, nhitng san phém linh tinh khac bao

g@)m ca tap hda, san phém nhua, v.v..
Vidu3
Glycosyl hesperetin dang hat

4 phan tinh theo khéi luong dung dich natri hydroxit IN trong nu6c duoc
dun néng 80°C va, trong khi van gitt nhiét d¢ nay, dung dich phan tng dugc thém
cAn than 0,1 phén tinh theo khéi luong natri sulfit, mot phén tinh theo khéi lugng
hesperidin, va bdn phén tinh theo khéi luong dextrin (DE 10), tiép theo hoa tan
cac chit cua hdn hop trong khi van khudy trong 30 phut, trung hoa dung dich tao
thanh bang dung dich axit clohydric 0,01N, promptly thém 20 don vi/g dextrin
cua CGTaza, thu dugc tu chung Geobacillus stearothermophilus Tc-91 (FERM

BP-11273) duogc dit hang cho International Patent Organism Depositary, National
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Institute of Advanced Industrial Science and Technology, Tsukuba Central 6, 1-1,
Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566 Japan, va gitt hén hop phan
g nay & d6 pH = 6,0 va.75°C trong 24 gi¢ trong didu kién khudy dé thuc hién
phin Ung enzym, nhd d6 khoang 72% hesperidin duoc chuyén héa thanh a-
glycosyl hesperidin. Dung dich phan ing enzym vira thu duge duge dun néng dé
lam bt hoat enzym con lai va dugc loc, tiép theo cho dich loc tao thanh nap vao
cot duge phu “DIAION HP-20”, tén san phim cia chét hép thu téng hop dang
xbp, dugc phan phdi thuong mai bai Cong ty Mitsubishi Chemical Corporation,
Tokyo, Japan, & SV 2. Két qua 13, a-glycosyl hesperidin va hesperidin nguyén ven
trong dung dich dugc hip thu vao chét hip thu téng hop dang xbp, nhung D-
glucoza, mubi, va cac chit tuong tuw khac con lai dugc rira giai ra khéi cot ma
khong hép thu. Sau do, cdt dugc nap nude tinh khiét dé rira va duoc nap tiép dung
dich etanol trong nugc trong khi do6 gia ting tirng budc ndng d6 ctia etanol dé thu
duoc cac phan doan chira a-glycosyl hesperidin, tiép theo thu gom céc phan doan,
¢6 cac phan doan da dugc thu gom trong chdn khong, va nghién dich co dic dé
thu dugc glycosyl hesperetin dang hat mau vang nhat v6i hi¢u suét khoang 71%
tinh theo d.s.b., so v6i khdi luong rin cia hesperin nguyén liéu. Glycosyl
hesperetin dang hat vua thu dugc chira 76,0% a-glycosyl hesperidin, 18,5%
hesperidin, va 5,5% céac thanh phén khac.

San phém vira thu duge c¢6 ham luong furfural 1a 10ppb, ham luong 4-VA
1a 3,0ppb, cép dd mau 1a 0,17, va do dan dién 13 khoang 4uS/cm. Ngoai ra, san
pham chira canxi, kali, magie, va natri v6i luong tuong Ung la khQéng 0,3ppm,
khoang 0,04ppm, khoang 0,1ppm, va khoang 0,05ppm.

So v6i san pham théng thuong, san pham trén day c6 cac d4u hiéu dic

trung c¢6 lgi: Pugce 1am gidm dang ké vi pha tap va dugc gidm rd rét vé mau sac va
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mui vi, va vi pha tap cua n6 dugc lam gidm mdt cach dang k& va mau sic va mui
vi dugc gidm mot cach hiéu qua, rd rét tham chi khi dugc dun néng trong 30 phut
trong didu kién nhiét do twong déi cao 1a tir 90 dén 100°C. Theo d6, sin pham
thuc pham, m¥ phém, duoc phdm nhu tac nhan chdng bénh nhay cam, san phim
giéng thudc, hoa chét, nguyén liéu va vat liéu cong nghiép, dd an, mdi ba, vat lieu
may mdc, nhitng san phim linh tinh khéac bao gdm ca tap hoa, hodc san phdm
nhua, tAt ca cac loai chit nay, chira san phém, dugce lam giam mot cadch dang ké vi
pha tap va dugc giam r0 rét vé mau sic va mui vi nhu 1a tac dung c6 loi, khi dugc
gitt hodc bao quan ¢ nhiét do trong khoang hoac thdp hon khoang nhiét do trén
day trong hang chuc phut dén hang thang, so v6i san phdm thoéng thuong. Tuong
tu v6i san phdm thong thuong, san phim theo sang ché c6 thé duge st dung mot
cach thuan lgi 1am tdc nhan lam giau vitamin P, cling nhu chét oxy héda tu nhién
an toan, chét lam 4n dinh, tac nhan cai thién chét luong, chét bao quan, tdc nhan
didu tri, hodc tac nhan hip thu t&r ngoai trong céc ché phadm khéac nhau nhu sén
phim thuc pham, vat phim cao cép, m§ phim, dugc phim nhu tic nhén chbng
bénh nhay cam, san phdm gidng thubc, hoa chit, nguyén liéu va vat liéu cong
nghiép, dd an, mdi ba, vat liéu may mic, nhitng sén phém linh tinh khac bao g@)m

ca tap hoa, san phém nhua, v.v..
Vidu4
Glycosyl hesperetin dang hat

Mot phin tinh theo khéi luong hesperidin, 10 phén tinh theo khéi luong
dextrin (DE 8), va 0,05 phén tinh theo khéi luong natri pyrosulfit 1am tac nhan
khtr duoc thém vao 50 phﬁn tinh theo khéi luong nudec. Hon hop tao thanh dugc

dun néng & do pH = 9,5 va 90°C trong 70 phut, roi dugc thém 30 don vi/g dextrin
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cua CGTaza, thu dugc ti ching Geobacillus stearothermophilus Tc-91 (FERM
BP-11273) duogc dit hang cho International Patent Organism Depositary, National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology, Tsukuba Central 6, 1-1,
Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566 Japan, dugc gilt trong 40
gio trong khi van giit do pH & 8,2 va nhiét do & 65°C trong diéu kién khuéy, duoc
thém cung natri pyrosulfit lam tdc nhan kht dé thu dugc dung dich phan (g
enzym 0,05% ngay truge khi hoan thanh phan ng enzym, dugc dun nong 6 85°C
dé 1am bét hoat enzym con lai, rdi thém 100 don vi/g ran cta dung dich phan tng
“GLUCOZYME”, mdt mau chit glucoamylaza, dugc phén phdi thuong mai béi
Cong ty Nagaza ChemteX Corporation, Osaka, Japan, va dugc cho phan tUng
trong 5 gid trong khi van giit do pH & 5,0 va nhiét d6 & 55°C dé tao ra a-glucosyl
hesperidin. Dung dich phan Gmng enzym vira thu dugc dugc dun nong dé bat hoat
enzym con lai. Dung dich phan ung enzym tao thanh dugc thém 0,5 phén trong
lugng “SOLUBLE HESPERIDINASE <Tanabe> S 27, dich diéu ché
hesperidinaza, dugc phén phéi thuong mai bdi Cong ty Mitsubishi Tanabe Pharma
Corporation, Osaka, Japan, dugc diéu chinh dén do pH = 4, va duoc dua vao phan
ng enzym & 55°C trong 24 gid. Dung dich phan tng enzym tao thanh dugc thém
cung 0,01 phan tinh theo khéi luong natri pyrosulfit, duge dun néng dé lam bét
hoat enzym con lai, va dugc loc, tiép theo nap dich loc vao cot dugc phu
“DIAION HP-10”, tén san phdm ca chat hép thu tdng hop dang xbp, dugc phan
phbi thwong mai béi Cong ty Mitsubishi Chemical Corporation, Tokyo, Japan, &
SV 2. Két qua 13, o-glucosyl hesperidin, 7-O-B-glucosyl hesperetin, va hesperidin
nguyén ven trong dung dich dugc hép thu vao chéit hap thu tdng hop dang xbp,
nhung D-glucoza, mudi, va céc chét twong tu khac con lai duoc rira giai ra khoi

cO0t ma khong héip thu. Sau do, cdt dugc nap nudc tinh khiét dé rtra va dugc nap
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tiép dung dich etanol trong nudc trong khi van gia ting ting budc ndng do cua
etanol dé thu dugc cac phan doan chira a-glucosyl hesperidin, tiép theo thu gom
cac phan doan, co cac phin doan dd dugc thu gom trong chdn khong, va nghién
dich c6 dac dé thu dugc glycosyl hesperetin dang hat mau vang nhat véi hi¢u suét
khoang 70% tinh theo d.s.b., so v6i khéi lwong rin cia hesperin nguyén liéu.
Glycosyl hesperetin dang hat vira thu duoc chia 81,9% a-glucosyl hesperidin,

0,5% hesperidin, 8,9% 7-O-B-glucosyl hesperetin, va 8,7% cac thanh phén khac.

San phim vira thu dugc c6 ham lugng furfural 12 9ppb, ham lugng 4-VA la
2,0ppb, cip d6 mau 12 0,16, va do dan dién 12 khoang 4puS/cm. Ngoai ra, san phim
chira canxi, kali, magie, va natri v6i lugng tuong ung la khoang 0,3ppm, khoéang

0,03ppm, khoang 0,05ppm, va khoang 0,05ppm.

So v6i san phidm thdéng thudng, sén phidm trén day c6 cac dau hiéu dic
trung ¢ loi: Pugce lam gidm dang ké vi pha tap va dugc gidm rd rét vé& mau sic va
mui vi, va ngoai ra vi pha tap duogc lam gidm mot cach dang ké va mau sic va mui
vi duoc giam mot cach hiéu qua, ro rét thdm chi khidugc dun néng trong 30 phut
trong diéu kién nhiét do twong dbi cao 1a tir 90 dén 100°C. Theo d6, san pham
thuc pham, my pham, dugc phdm nhu tac nhan chdng bénh nhay cam, san phim
gidng thudc, hoéa chit, nguyén liéu va thanh phéan cong nghiép, dd 3n, mdi ba, vat
liéu may méc, nhitng san pham linh tinh khéc bao gdm ca tap héa, hodc san pham
nhua, tit ca cac loai chét nay, chtra san phém, dugc lam giam mdt cach dang ké vi
pha tap va dugc giam ro rét vé& mau sic va mui vi nhu 13 tdc dung c6 1¢i, khi dugc
gift hodc bdo quan ¢ .nhiét do trong khoang hodc thdp hon khoang nhiét do trén
day trong hang chuyc phut dén hang thang, so v6i cac dic tinh ndy cua san phdm
thong thuong. Tuong ty voi san phdm théng thuong, san phim theo sang ché ¢6

thé dugc sit dung mot cach thuén lgi lam tac nhan lam giau vitamin P, cling nhu
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chit oxy hoéa tu nhién an toan, cht lam &n dinh, tdc nhén cai thién chat luong,
chit bao quan, tac nhan didu tri, hodc tdc nhan hip thu tr ngoai trong céc ché
phdm khéc nhau nhu san pham thuc pham, vat phim cao cip, my phim, duogc
phdm nhu tic nhan chéng bénh nhay cam, san phidm giéng thubc, hoéa chét,
nguyén liéu va thanh phén cong nghiép, dd #n, mdi ba, vat liéu may mic, cac san

phim khac bao gbm cé san phim sira, san phim nhua, v.v..
Vidu5
Glycosyl hesperetin dang hat

50 phan tinh theo khdi lugng hesperidin va mdt phan tinh theo khdi lugng
natri hyposulfit 1am tdc nhan khir duoc hoa tan bang cach dun néng trong 90 phan
tinh theo khéi luong dung dich natri hydroxit 0,25N trong nudc ¢ 80°C. 100 va 50
phén tinh theo khéi luong dextrin ¢6 DE=8 dugc thém vao va dugc hoa tan trong
dung dich trén, tiép theo diéu chinh dung dich tao thanh dén do pH = 9,0, thém 15
don vi cia CGTaza, thu dugc tir chung Geobacillus stearothermophilus Tc-91
(FERM BP-11273) dugc dat hang cho International Patent Organism Depositary
in National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, Tsukuba
Central 6, 1-1, Higashi 1-chome, Tsukuba-shi, Ibaraki-ken, 305-8566 Japan, thanh
dung dich phan rng trén mot phan tinh theo khéi luong dextrin, diéu chinh hén
hop phan Ung nay dén @6 pH = 8,3 trong khi d6 dun nong hdn hop dén tdi da
60°C, va dua hdn hop tao thanh vao phan ung enzym trong 6 giod. Sau do, hén hop
phan ung duogc diéu chinh dén pH=7,0, dugc dun néng 68°C, va dugc cho phan
g c6 x1c tac enzym trong 40 gio. Sau khi hoan thanh phan tng enzym, hén hop
phén Gng enzym tao thanh dugc dun nong dé 1am bat hoat enzym con lai va dugc

loc dé thu dugc dung dich phan ung enzym. Phan tich HPLC dung dich phan tng
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enzym cho thdy rang 72% hesperidin trong dung dich tru6éc phan g enzym duoc
chuyén héa thanh a-glucosyl hesperidin va 28% hesperidin con lai van dugc giir
nguyén ven. Dung dich phan Gng enzym dugc tron voi 2 phan tinh theo khéi
luong “Hesperidinaza hoa tan <TANABE> 27, tén san phdm cua hesperidinaza
lam o-L-rhamnosidaza, dugc phan phdi thuong mai boi Cong ty Tanabe Seiyaku
Co., Ltd., Tokyo, Japan, dugc diéu chinh dén @6 pH = 4, dugc cho phéan tng co6
xtic tac enzym & 55°C trong 24 gid, dugc thém cung mot phén tinh theo khéi
luong “GLUCOZYME”, tén san pham cta glucoamylaza, dugc phin phdi thuong
mai bdi Coéng ty Nagaza ChemteX Corporation, Osaka, Japan, va dugc cho phan
ung c6 xuc tdc enzym tiép & 55°C trong 24 gid. Sau khi hoan thanh phan ung
enzym, dung dich phan Gng enzym tao thanh dugc dun noéng dé lam bét hoat
enzym cOn lais, nap vao cot dugc phi “AMBERLITE XAD-7”, tén san phém cua
nhwa hédp thu x6p c6 dd phan cyc trung binh, dugc phan phéi thwong mai béi
Cong ty Rohm & Hass Company, Philadelphia, USA., tiép theo rira cot bang
nuée, va rira giai hét cac thanh phin dugc hdp thu trén nhya bang dung dich
etanol 80% thé tich trong nudc. Sau khi loai bo etanol trong dich rira gidi, dich
rira giai thu dugc duge lam kho6 lanh dé thu duoc glycosyl hesperetin dang hat
chita 82,0% a-glucosyl hesperidin, 8,0% 7-O-B-glucosyl hesperetin, 1,0%
hesperidin, va 9,0% céc thanh phén khac.

San phdm vira thu duge c6 ham luong furfural 1a 10ppb, ham lugng 4-VA
1a 1,5ppb, cip do mau 1a 0,15, va do dan dién 12 nho hon 10puS/cm. Ngoai ra, san
phim chtra canxi, kali, magie, va natri v6i luong tuong Gng la khoang 0,4ppm,
khoang 0,04ppm, khoang 0,1ppm, va khoang 0,2ppm.

So v6i san pham thong thudng, san pham trén day c6 cac dau hiéu dic

trung c6 loi: Pugce lam giam dang ké vi pha tap va dugc giam rd rét vé mau sac va
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mii vi, va ngoai ra vi pha tap dugc lam gidm mot cach dang ké va mau sic va mui
vi dugc giam mot cach hiéu qua, rd rét thdm chi sau khi dugc dun néng trong 30
phut trong diéu kién nhiét do twong déi cao la tir 90 dén 100°C. Theo do, san
pham thuc phim, my pham, dugc phdm nhu tdc nhan chéng bénh nhay cam, san
pham gibng thubc, hoa chét, nguyén lidu va thanh phan cbéng nghiép, d6 an, mdi
ba, vat liéu may mac, nhitng san phém linh tinh khac bao gém ca tap hoa, hodc
san phdm nhua, tét ca cac loai chét ndy, chira san pham, dugc lam gidm mot cach
dang ké vi pha tap va dugc giam 0 rét vé& mau sic va mui vi nhu 1a tdc dung c6
lgi, khi dugce gift hodc bdo quan & nhiét do trong khoang hoac thap hon khoang
nhiét dd trén diy trong hang chuc phut dén hang thang, so v6i cdc ddc tinh nay
cla san pham thong thuong. Tuong tu v6i san phim thong thudng, san phim theo
sang ché c6 thé dugc st dung mot cach thuén 1gi 1am tac nhan lam giau vitamin P,
cling nhu chét oxy hoa tur nhién an toan, chét 1am On dinh, tac nhan cai thién chit
luong, chét bao quan, tdc nhan diéu tri, hodc tic nhan hép thu tir ngoai trong cac
ché pham khic nhau nhu san pham thuc phém, vat pham cao cip, m§ pham, dugc
phdm nhu tdc nhan chdng bénh nhay cam, san phim giéng thudc, héa chit,
nguyén liéu va thanh phén cong nghiép, dd #n, moi ba, vat liéu may mic, nhitng

san pham linh tinh khéc bao gdm ca tap héa, sdn phidm nhua, v.v..
Vidub
Glycosyl hesperetin dang hat

Trir buéc thém kali hyposulfit 0,001% lam tic nhan khir vao dung dich
phan ung enzym, glycosyl hesperetin dang hat mau vang nhat thu dugc tuong tu
nhu trong Vi du 1 véi hi€u sut khoang 69% tinh theo d.s.b., so v6i khéi luong

rin cua hesperin nguyén liéu. Glycosyl hesperetin dang hat chta 79.5% a-
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glucosyl hesperidin, 13,8% hesperidin, va 6,7% cac thanh phén khac.

San phdm vira thu duge c6 ham lwgng furfural 1a 180ppb, ham lugng 4-VA
1a 20ppb, cdp d6 mau.1a 0,23, va do dan dién 13 nho hon 10puS/cm. Ngoai ra, san
phdm chta canxi, kali, magie, va natri v6i lugng twong tng la khoang 0,5ppm,

khoang 0,08ppm, khoang 0,1ppm, va khoang 0,3ppm.

Mic di thip cép hon glycosyl hesperetin dang hat thu dugc trong Vi du tir
1 dén 5, san phém trén day cd céac dAu hiéu dic trung c6 loi so véi san phém
thong thuong: Pugc lam giam dang ké vi pha tap va dugc gidm rd rét vé mau sic
va mui vi, va ngoai ra vi pha tap dugc lam gidm mot cach dang k& va mau sic va
mui vi dugc gidm mdot cach hiéu qua, ro rét thdm chi sau khi dugc dun néng trong
30 phut trong didu kién nhiét do twong ddi cao 1a tir 90 dén 100°C. Theo do, san
pham thuc pham, my phim, dugc phdm nhu tic nhan chdng bénh nhay cam, san
phim gibng thudc, héa chit, nguyén liéu va thanh phan cbng nghiép, dd an, mbi
ba, vat liéu may mac, nhitng san phém linh tinh khéc bao gém ca tap hoa, hodc
san phém nhua, tt c& céac loai chét nay, chlra san phém, dugc lam giam mdt cach
dang ké vi pha tap va dugc gidm rd rét vé& mau sic va mui vi nhu 13 tac dung c6
loi, khi duogc giit hodc bdo quan ¢ nhiét do trong khoang hodc thdp hon khoang
nhiét do trén day trong hang chuc phut dén hang thang, so voi cac dic tinh cua
san pham thong thudng. Tuong tw voi san phim thong thuong, san phadm theo
sang ché ¢ thé dugc str dung mot cach thuén lgi 1am tac nhan lam giau vitamin P,
cling nhu chét oxy hoa tu nhién an toan, chét 1am 6n dinh, tac nhan cai thién chét
. luong, chit bao quan, téc nhin diéu tri, hodc tac nhan hép thu tr ngoai trong cac
ché phdm khac nhau nhu san pham thuc phim, vat phim cao cip, m¥ phim, dugc
phém nhu tac nhan chéng bénh nhay cam, san phém giéng thudc, hoa chit,

nguyén liéu va thanh phan cong nghiép, do dn, mdi ba, vat liéu may méc, nhitng
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san pham linh tinh khéac bao gdm ca tap hoa, san pham nhua, v.v..
Vidu?7
Glycosyl hesperetin dang hat

Trr bude thay thé kali hyposulfit bang natri hydro sulfit, glycosyl
hesperetin dang hat mau vang nhat thu dugc twong tu nhu trong Vi du 6 vdi hiéu
suét khoang 65% tinh theo d.s.b., so véi khéi luong ran cua hesperin nguyén liéu.
Glycosyl hesperetin dang hat vira thu dugc chtra 77,2% a-glucosyl hesperidin,

16,5% hesperidin, va 6,3% céac thanh phan khéc.

San phdm vira thu dugce ¢6 ham lugng furfural 12 191ppb, ham lugng 4-VA
la 28,7ppb, cép dd mau la 0,23, va d6 dan dién 1a nho hon 10uS/cm. Ngoai ra, san
phidm chira canxi, kali, magie, va natri v6i luong twong ung l1a khoang 0,5ppm,

khoang 0,07ppm, khoang 0,09ppm, va khoang 0,4ppm.

Mic di san phdm nay 1a thap cip hon so véi glycosyl hesperetin dang hat
thu duoc trong Vi du tur 1 dén 5, n6 co cac dAu hiéu dic trung c6 1¢i so véi san
pham thong thuong: Pugce lam giam dang ké vi pha tap va dugc giam rd rét vé
mau sdc va mui vi, va ngoai ra vi pha tap dugc lam giam mot cach dang ké va
mau sic va mui vi duge giam mot cach hiéu qua, rd rét thdm chi sau khi duge dun
néng trong 30 phut trong didu kién nhiét do tuong dbi cao 14 tir 90 dén 100°C.
Theo d6, san phdm thuc phim, m¥ pham, dugc phdm nhu tac nhan chéng bénh
nhay cam, san phém giéng thubc, hoa chét, nguyén liéu va vat liéu cong nghi€p,
dd an, mdi ba, vat liéu may mic, nhitng san phim linh tinh khéc bao gbm ca tap
héa, hodc san phém nhua, tt ca cac loai chét nay, chira san phém, du’dc lam giam
mot cach dang ké vi pha tap va dugc giam ro rét v& mau sic va mui vi nhu 13 tac

dung c6 lgi, khi dugce gitr hodc bao quan ¢ nhiét do trong khoang hoac thép hon
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khoang nhiét do trén day trong hang chuc phut dén hang thang, so véi cac dic tinh
nay cia san phim thong thuong. Twong tu v6i san phim thong thuong, san phim
theo sang ché c6 thé dugc sir dung mot cach thuan loi lam tdc nhan lam giau
vitamin P, cling nhu chét oxy hoéa tu nhién an toan, chét 1am 6n dinh, tdc nhan cai
thién chét luong, chét bao quan, tadc nhin diéu tri, hodc tac nhan hép thu tr ngoai
trong cac ché phdm khac nhau nhu san pham thuc phim, vat phdm cao cdp, m¥
pham, dugc phadm nhu tac nhan chdng bénh nhay cam, san phim giéng thudc, hoa
chét, nguyén liéu va vat liéu cong nghiép, dd an, mdi ba, vat liéu may mic, nhitng

san pham linh tinh khéc bao gdm ca tap hoa, san phdm nhua, v.v..
Vidug
Phuong phéap lam gidm vi pha tap cda san phim chira glycosyl-hesperetin

Glycosyl hesperetin dang hat thu dugc bang cach thém natri sulfit, natri
hyposulfit, kali hyposulfit, hodc natri pyrosulfit vao glycosyl hesperetin dang hat
duoc md ta sau day, thu dugce trong Vi du tham khao 1, véi lugng 0,03% tinh theo
d.s.b., bing cach tron hdn hgp phan ng nay dén ddng nhit, dun néng hdn hop tao

thanh, va tiép theo tinh ché chét thu duoc.

Phuong phép nay 1a k¥ thuat kha don gian 1a chi thém tdc nhan khu bét ky
trén day vao glycosyl hesperetin dang hat thu duoc trong Vi du tham khao 1, tuy
nhién, né c6 loi thé 1a lam giam dang ké vi pha tap vbn ¢ cia san phdm théng
thudng. Do glycosyl hesperetin dang hat thu dugc theo phuong phap nay khong chi
dugc giam dang ké vi pha tap ma con dugc gidm ro rét v& mau sic va mui vi, vi pha
tap gdy ra bdi san phdm dugc giam déng k&, va mau sic va mui vi ma cling bi gy
ra bdi san phém duogc lam giam mot cach hiéu qua va rd rét tham chi khi dugc dua

vao san phdm thuc phim va tiép theo dugc xit ly bang cach dun néng hodc bao
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quan ¢ dang dung dich trong cac diéu kién dun nong trong thoi gian twong ddi dai.
Vidu9
Chét tao ngot hdn hop

Chét tao ngot hdn hop dugc lam giau vitamin P dang léng thu dugc béng
cach dua 100 phan tinh theo khéi luong duong da duge ddng phan hoa, 2 phan
tinh theo khéi luong sucroza, va mt phan tinh theo khdi lugng glycosyl
hesperetin dang hat, thu dugc theo phuong phép trong Vi du 1, vao xtr ly nhiét

trong 30 phut & 80°C.

San phdm 14 chét tao ngot hdn hop dwgce 1am giau vitamin P dang 16ng ma
duge lam gidm hitu hiéu vé vi pha tap, mau séc, va mui vi dic trung clia san phém
thong thuong. Theo do, khi san phém thuc phém duogc nau véi san phém tao ngot
nay, vi pha tap, mau sdc, va mui vi gy ra bdi san phdm khong mong mudén nay
khong can phai quan tdm, né khong lam pha hiiy vi, mui va tong mau cia cac san

phém thuc phém dugce st dung lam nguyén liéu.
Vidu 10
Keo cting

Keo ctng dugc lam gidu vitamin P thu dugc bang cach co dung dich chira
20 phan tinh theo khéi luong nuée va 10 phén tinh theo khéi luong “TREHA”,
mdt nhin hiéu d3 ding ky cia o,a-trehaloza, dugc phén phéi thuong mai boi
Cong ty Hayashibara Co., Ltd., Okayama, Japan, trong chdn khong 6 155°C dé
thu dugc ham luqng-ém»lé‘kheéng 2% hodc the‘ip hon; 1am ngudi dich c6 dac dén
120°C; tron chét thu duoc véi 0,5 phﬁn tinh theo khdi lugng axit xitric, 0,01 phén
tinh theo khéi luong glycosyl hesperetin dang hat thu dugc theo phuong phép

trong Vi du 2, va luong vira du chét diéu vi chanh; va tao hinh va bao goi hén hop
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tao thanh theo cach thong thuong dé thu duoc san phdm néu & dé& muc nay.

Khong giéng véi keo cimg duoc diéu ché bang san pham théng thuong,
san pham theo sang ché dugc lam gidm hitu hi¢u vé vi pha tap, mau sdc, va mui vi
dic trung cia keo cirng thong thudng, va do d6 né 1a keo ciing duge lam giau

vitamin P khong bi hu hong bdi chét didu vi chanh va do trong sudt ctia no.
Vidull
Ché phidm bao nang

Ché phdm dugc bao nang c6 trong luong tinh 1a 150mg/vién nang thu
dwoc bang cach tron dén ddng nhit 10 phan tinh theo khéi luong canxi axetat
monohydrate, 50 phén tinh theo khéi luong magie L-lactat trihydrat, 57 phén tinh
theo khéi lugng maltoza, 20 phén tinh theo khéi lugng glycosyl hesperetin dang
hat thu duogc theo phuwong phéap trong Vi du 3, va 12 phén tinh theo khéi lugng
hop chit mang y-xyclodextrin chira 20% axit eicosapentaenoic, dua hdn hop tao
thanh vao may tao hat, va bao nang chit thu duogc thanh vién nang gelatin theo

cach thong thuong.

Tham chi sau khi dé yén & nhiét do moi truong hodc cao hon trong thoi
gian tuong dbi dai, san phém c6 thé duoc st dung mdt cach thuan loi, vi du, lam
tac nhan lam giam cholesterol huyét chit luong cao, chét kich hoat hé mién dich,
hodc tdc nhan lam dep da 1a tdc nhén diéu tri du phong hodc tdc nhan diéu tri bénh
nhay cam hodc san pham thuc phim ting cudng stc khoe, tAt ca céac loai chit nay
hau nhu khong bi ting hodc giam vi pha tap, mau sic, hodc mui vi giy ra béi san
phim.

Vidu 12

Chét phu gia san phim tim goi
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Chét phu gia san phdm tim gbi thu duoc theo bing cach tron 21 phan tinh
theo khéi lugng natri DL-lactat, 8 phén tinh theo khéi lugng natri pyruvat, 5 phan
tinh theo khdi luong glycosyl hesperetin dang hat thu dugc theo phuong phép

trong Vi du 4, va lugng vira du chat tao mau va chat di€u vi.

San phim dugc pha lodng bang nude 4m trong bon tim tir 100 dén 10.000
1an. Tham chi sau khi chdm dut 1 gi hodc 1au hon viéc thém san phidm vao nudc
4m luu thong trong bdn tim, san phdm hau nhu khong gia ting hodc khong thay
d6i mau sic va mui vi von c6 cia san phdm, so véi cac dic tinh nay ngay sau khi
thém vao nudc 4m, cling nhu khong suy gidm mui thom cua chit diéu vi chua
trong san phidm, tic 1a 1a san phidm 1a chét phu gia san phidm tim godi c6 chit

luong cao.
Vidu 13
Nudec rira thé sita

0,5 phan tinh theo khéi luong polyoxyetylen behenyl ete, 1 phén tinh theo
khdi lugng polyoxyetylen sorbitol tetraoleat, mot phan tinh theo khéi luong
glyxeryl monostearat ua md, 0,5 phén tinh theo khéi luong axit pyruvic, 0,5 phéan
tinh theo khéi lugng rugu behenylic, mot phén tinh theo khéi luong dau bo, 1
phén tinh theo khéi luong glycosyl hesperetin dang hat thu dugc theo phuong
phép trong Vi du 1, va lugng vira du vitamin E va chéit khang khuin dugc hoa tan
bing cach dun néng theo cach thong thuong. 1 phén tinh theo khéi lugng natri L-
lactat, 5 phan tinh theo khéi lugng 1,3-butylen glycol, 0,1 phén tinh theo khdi
lvong carboxyvinylpolyme, va 85,3 phén tinh theo khéi luong nudc tinh khiét
dugc thém vao dung dich tao thanh, tiép theo nhii héa hdn hgp phan ing nay bang

chét lam déng nhét, thém luong vira du chét diéu vi vao san phém da duoc lam
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déng nhét, va trén chét thu dugc dé thu dugc nudc rira thé sira.

Tham chi sau khi dé yén & nhiét d moi trudng hodc nhiét do cao hon mot
chuat trong thoi gian tuong dbi dai, san phdm 1a nudc rira thé sitra c6 chét lugng
cao, chét nay hdu nhu khong bi tdng hodc giam vi pha tap, mau sdc, va mui vi gay
ra boi san phdm, ciing nhu khong bi giam mui thom cia chét diéu vi duoc dua
vao.

Vidu 14

Téc nhan lam giau vitamin P

Mot hoac nhiéu loai chit natri sulfit, natri hyposulfit, kali hyposulfit, va
natri pyrosulfit véi lugng tdng cong 0,0005 phan tinh theo khéi luong duge thém
vao mot phan tinh theo khéi lugng glycosyl hesperidin dang hat, thu dugc theo
phuong phép trong Vi du 4; va dugce tron dén ddng nhét dé thu dugc 15 loai tac
nhan 1am giau vitamin P khac nhau lam chit b6 sung cho thuc phdm phuc vu sirc
khée.

Tham chi sau khi d& yén & nhiét d6 moi truong hodc cac diéu kién nhiét
d6 cao hon twong ddi trong hang chuc phut dén hang thang va tiép theo dugc thém
vao d6 udng nhu tra xanh, tra den, ca phé va cd-ca trude khi udng, tit ca cac san
phidm nay déu khong ting hodc giam vi pha tap, mau sdc, va mui vi giy ra béi
ching, tirc 12 ching téc nhan 1am giau vitamin P ¢6 do 6n dinh va do bén nhiét khi

bao quan dugc cai thién.
Vidu 15
Thuc pham phuc vu sic dep

10 phan tinh theo khdi luong chit bat ky trong s6 glycosyl hesperetin
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dang hat thu dugc trong Vi du tir 1 dén 7, 3 phan tinh theo khéi lugng sucroza, 1
phén tinh theo khéi lugng maltitol, va 15 ph?ln tinh theo khéi lrong dextrin dugce
tron v6i nhau bang cich khudy, va cic phan phan uéc Sg cla hén hop tao thanh
dugc dua vao dd chua dang thanh dai c6 vo ngoai che anh sang va chéng 4m dé

thu dugc 8 loai khac nhau cua thuc phém phuc vu sic dep dang hat theo sdng ché.

Do san phém dugc lam gidm hitu hi€u vé vi pha tap, mau sdc, va mui vi,
chung c6 thé dugc nhai bang miéng hang ngay ma khong gy kho chiu. Chung c6
thé dugc ding qua dudng miéng hang ngay bang cach thém 1 hodc 2 gbi mbi loai
vao cdc dd ubng khac nhau nhu nuée, tra, tra den va ca phé, cling nhu céc san

phim thuc phidm khéc.
Vidu 16
Thyc phdm phuc vu sic dep

15 loai thyc phdm dung cho m¥ pham dang 16ng theo sang ché khac nhau
thu dugc bang cach tron 2 phén dugc khudy tinh theo khdi lugng chét bat ky trong
sb 15 loai tac nhan lam giau vitamin P khac nhau thu dugc trong Vi du 14, 2 phén
tinh theo khéi lugng maltoza, 20 phf?m tinh theo khdi lugng nudce tinh khiét, va
lrong vira da tadc nhan khéng ché d6 pH; diéu chinh hdn hop tao thanh dén do pH
= 7,2; dua hdn hop phan ng nay vao loc mang; nap theo cach vo trang dich loc
vao dd chira vo trung dé thu dugc 15 loai thuc phém phuc vu séc dep dang long
khac nhau theo sang ché.

Do san phdm dugc giam vé vi pha tap, mau sic, va mui vi, chung c6 thé
dugc nhai bing miéng ma khong c6 sy khé chiu bat ky. Chiing c6 thé duoc dung
qua duong miéng vdi luong tir 50 dén 200ml/ngay dé duy tri tinh trang khée manh

cho da.

-88-



40233

Vi du tham khéo 1

Glycosyl hesperetin dang hat

Glycosyl hesperetin dang hat thu dugc twong tu nhu trong Vi du 1, tru
budc khoéng st dung natri hyposulfit lam tidc nhén khir duoc sit dung trong
phuong phap dé tao ra glycosyl hesperetin dang hat cua Vi du 1, 1a phuong phép
tao ra glycosyl hesperetin dang hat thong thuong. Glycosyl hesperetin dang hat,
thu duogc trong vi du nay, chta 77,0% a-glucosyl hesperidin, 15,5% hesperidin, va

7,5% cac thanh phan khéc.

San pham c6 ham lugng furfural 1a 310ppb, ham lugng 4-VA la 40ppb,
cip d6 mau 1a 0,24, va dd din dién 1a khoang 11pS/cm. Ngoai ra, san phdm chira
canxi, kali, magie, va natri v6i lugng tuong ung la khodng 3ppm, khoang 0,2ppm,

khoang 0,4ppm, va khoang 1ppm.

Glycosyl hesperetin dang hat vira thu dugc dugc hoa tan trong lugng vira
da nude va duge ném, s& cho thiy ring né cé vi pha tap va mau sic dic trung cua
san pham thong thuong va tham chi ¢6 mui vi kho chiu rit ning.

Theo do, glycosyl hesperetin, dugc diéu ché ma khong st dung tdc nhan
khtr bat ky duoc st dung trong thuc tién sang ché, rd rang 1a thap cap hon so véi
ché phdm glycosyl hesperetin theo sang ché & it nhéit 12 vi pha tap, mau sdc, va
mui Vi.

Kha ning rng dung trong cdng nghiép

-Ché pham glycosyl hesperetin theo sang ché, ma dugc lam gidm dang k&
vi pha tap va duogc giam ro rét vé mau sac va mui vi so véi san pham thong
thuong, c6 thé duge cung cap mot cach on dinh & quy mo cong nghiép va ¢ muc

gia thanh tuong d6i thap; va do d6 né dugc st dung dé dang ma khong gip kho
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khdn gi trong céc linh vuc ma san phdm thong thuong khong thé duogc sir dung
hodc s& gip phai van dé do vi pha tap dic trung kém theo hodc khong kém theo
mau sic cling nhu mui vi. Theo d6, sang ché s& tao ra anh hudng tuyét voi trong

linh vuc k¥ thuit nay va c6 kha nang ap dung cong nghiép rd rét.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché pham glycosyl hesperetin, trong do ché phdm nay bao gdm a-glycosyl
hesperidin va mot hodc ca hai hesperidin va 7-O-B-glucosyl hesperetin ¢ lugng
90% hodc 16n hon tinh theo khéi luong nhung nhé hon 100% khéi lugng, trén co
s& chat ran kho, trong dé luong a-glucosyl hesperidin 12 90% hodc nhé hon tinh
theo khbi lugng, dya trén co s& chét ran kho, va trong d6 lwgng furfural khi
dwoc xac dinh dua trén phép phan tich phd khdi sic ky khi (GC/MS) nho hon

200ppb. trén co s& chat ran kho.

2. Ché pham glycosyl hesperetin theo diém 1, trong d6 ham lugng cua 4-
metoxystylen dugc xac dinh dya trén phép phan tich GC/MS 1a nho hon 30ppb,

trén co s& chat ran kho.

3. Ché pham glycosyl hesperetin theo diém 1 hoac 2, trong d6 ham lugng a-
glucosyl hesperidin nam trong khoang tir 60% hozc 16n hon tinh theo khéi luong

dén 90% hodc nho hon tinh theo khéi lugng trén co s& chét ran kho.

4. Ché pham glycosyl hesperetin theo diém bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 3,
trong d6 ché phdm nay c6 gia tri khac biét do hap thu giita do hép thu & cac
budc séng 420nm va 720nm 1a nhé hon 0,24, khi dugc x4c dinh dua trén quang
phd ké theo cach tao ra dung dich chtra thanh phéan glycosyl hesperetin bat ky
trong sb cac diém tir 1 dén 3 v6i luong 1% trong lugng trong nude, dun nong
dung dich nudc trong dd chira day kin & 100°C trong 30 phut, diéu chinh dung

dich phan Ung dén 27°C, dua dung dich tao thanh vao 6 ¢ chiéu rong lcm, va
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xé4c dinh hé sb hip thu ctia dung dich phan (mg & budc séng la 420nm va 720nm

bing cach st dung quang phd ké.

5. Ché phim glycosyl hesperetin theo diém bAt ky trong s cac diém tir 1 dén 4,
trong do ché phém ndy co do dan dién nho hon 10uS/cm, khi dugc xéc dinh
bang céach tao ra dung dich nudc chtra thanh phan glycosyl hesperetin 1% theo
trong lugng trong nudc, dun noéng dung dich nudc trong dd chua day kin &
100°C trong 30 phut, va diéu chinh dung dich phan tng dén 20°C dé xac dinh dd

dan dién.

6. Ché phdm glycosyl hesperetin theo diém bAt ky trong s cac diém tir 1 dén 53,
trong d6 ham lugng cﬁa‘ canxi, kali, magie, va natri lan luot 12 Ippm hoéc the‘ip
hon, 0,1ppm hoac thép hon, 0,2ppm hodc thép hon, va 0,4ppm hodc thép hon,
trén co s& chit rin kho, khi dugce xac dinh bing phuwong phap phan tich phd phat

xa plasma ngau hop cadm ng ¢6 tén sd cao.

7. Phuong phéap tao ra ché phdm glycosyl hesperetin theo diém chét bt ky trong

sO cac diém tir 1 dén 6 bao gom cac bude:

(a) tao ra dung dich nude chta hesperidin va dich thiy phén tinh bot mot

phén;

(b) dé glycosyltransferaza phan Gng trong ‘dung dich nuéc thu dugc aé

tao ra glycosyl hesperetin chita a-glucosyl hesperidin; va

(¢) thu gom glycosyl hesperetin tao thanh dé thu dugc ché phdm glycosyl
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hesperetin theo diém bat ky trong sb céc diém tir 1 dén 6,

trong d6 mdt hodc nhiéu budc trong sd cac budc tir (a) dén (c) dugc thuc
hién v6i su c¢6 mat cua sulfit lam chit khwr, hoic sulfit duoc thém vao nguyén
liéu ban dau trude khi thue hién mot hodc nhidu buée tir (a) dén (c) va/hoic vao

san phidm tao thanh sau khi thyc hién mot hodc nhiéu budc tir (a) dén (c).

8. Phuong phép theo diém 7, trong d6 glycosyltransferaza dwgc st dung trong
buéc (b) nay la mdt hoac nhidu thanh phin dugc chon tir nhom bao gdm

xyclomaltodextrin glucanotransferaza, a-glucosidaza, va a-amylaza.

9. Phuong phép theo diém 7 hoidc 8, trong d6 dung dich phan Gng enzym thu
dugc & budc (b) dugc dwa vao phan ung cua glucoamylaza va/hodc a-L-

rhamnosidaza.

10. Phuong phap lam gidm vi pha tap cia ché phdm glycosyl hesperetin, phuong
phap nay bao gdm budce cho ché phdm theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1-6

tiép xuc véi tdc nhan khir.

11. Phuong phép theo diém 10, trong d6 ché phidm glycosyl hesperetin nay chira
a-glycosyl hesperidin va mot hodc cd hai thanh phin gém hesperidin va 7-O-B-

glucosyl hesperetin.

12. Phuong phép theo diém 10 hodc 11, trong d6 a-glycosyl hesperidin néu trén
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1a o-glucosyl hesperidin.

13. Phwong phép theo diém bét ky trong sd cac diém tir 10 dén 12, trong d6 ham
lugng a-glycosyl hesperidin nam trong khoang tir 50% hodc 16n hon tinh theo
khéi luong dén nhé hon 100% khéi lwgng so v6i ché pham glycosyl hesperetin

nay trén co so chat ran kho.

14. Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém tir 10 dén 13, trong d6 tac
nhan khtr 14 mot hodc nhiéu thanh phﬁn dugc chon tir nhom bao gém tdc nhan

kht hitu co va tac nhin khir vo co.

15. Phuong phép theo diém bét ky trong sd cac diém tir 10 dén 14, trong d6 tac

nhin kht vo co la sulfit.

16. Phuong phéap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 10 dén 15, trong d6

phuong phédp nay con lam gidm mau sic ciia ché pham glycosyl hesperetin.
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