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(21) 1-2022-03381

(57) Sang ché dé cap dén phuong phap mai dé san xuat san pham két tinh RebD.
Phuong phép san xuét san pham két tinh chira RebD theo sang ché, bao gom: budc
tron san pham thd co ngudn géc tir cay ¢ ngot ¢é tong ham luong steviol glycosit
nam trong khoang tir 50 d¢én 95% khdi lrong, va chira it nhat RebA va RebD, vao
trong dung mdi chaa metanol hoac etanol sao cho do siéu bdo hoa cua RebD &
10°C it nhat bang 10 va do siéu bdo hoa ciia RebA & 10°C khong vuot qué 18, va
diéu chinh dung dich két tinh; va budc 1am ngudi dung dich két tinh trong diéu
kién khudy tron va l1am cho RebD két tua. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén
phuong phap san xuat san pham thuc pham hoac d6 uéng sir dung san pham két
tinh nay.



43220

Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Séang ché dé cap dén phuong phép san xut san phdm két tinh chira rebaudiosit
D, trong do6 san pham két tinh chira rebaudiosit D ¢6 ty 1€ san lugng rebaudiosit D cao
va chira rebaudiosit D & do tinh khiét cao ¢o thé thu duoc, va san phém két tinh chta
rebaudiosit D.
Tinh trang ky thuat cia sang ché

L4 clia ciy cd ngot ciia ho Asteraceae chura chét chuyén hoa thir cip duge goi la
steviol 1a mot trong s6 céc diterpenoit. Cac steviol glycosit thé hién do ngot gip khoang
300 lan dd ngot cia duong, va do d6 dugc sur dung lam céac chét lam ngot ¢6 it calo hon
trong nganh cong nghiép thuc pham. Bénh béo phi 1a van dé x3 hoi nghiém trong toan
cAu, va cac chat lam ngot ¢4 it calo hon dugc yéu ciu ngdy cang tang cling tr quan diém
tang cuong strc khde va gidm chi phiy té. Aspartam va axesulfam kali, 1a cac dan Xuat
axit amin dugc téng hgp nhén tao, hién dang dugc st dung lam cac chét 1am ngot nhan
tao. Tuy nhién, céc chét 1am ngot xuit hién trong tu nhién c6 it calo hon, gidng céac
steviol glycosit, an toan hon va dugc mong doi la d& nhéan dugc su chép nhan cua cong
chung.

Cho dén nay da c6 mot s6 bao cdo vé qua trinh tinh ché cac steviol glycosit.
Chéng han, tai liéu sang ché 1 boc 16 phuong phap tinh ché rebaudiosit D bang cach hoa
tan phan chiét cia ciy co ngot Bertoni trong dung dich nudce trong dung méi hitu co va
thuc hién qua trinh két tinh ba hodic nhidu 1dn. Tai lidu sang ché 2 boc 16 phuwong phap
lién quan dén viéc diéu ché cht ban dau bao gdm it nhat mot steviol glycosit cua cay
c6 ngot va dung dich rugu trong nudce, hoa tan chét ban dau trong dung dich ruou trong
nude va gitt dung dich nay ¢ khoang 24 dén 80°C trong khoang 1 phut dén khoang 240

gi0, va tach ran-1éng hon hop tao ra va lam khod dé bang cach dé thu dugc ché phdm
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steviol glycosit, trong do ché pham steviol glycosit nay c6 do tan bang it nhat 0,01%
trong nudc & 20°C.
Tai ligu trich dan
Tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: Pon yéu ciu cip Bing doc quyén sang ché Nhat Ban sb
2013-507914

Tai lidu sang ché 2: Don yéu cAu cép Bing doc quyén sang ché Nhat Ban sb
2019-518065
Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Vén dé k§ thuat

Trong céc truong hop & trén, phuong phap maoi @2 san xuét san phim két tinh
RebD hién dang dugc yéu cau.
Giai phap dé giai quyét vén dé

Mot khia canh cua sang ché dé xuét cac muc sau day.
[1] Phuong phap san xuét san phdm két tinh chira rebaudiosit D bang cach sir dung san
pham tinh ché tho thu dwgc bing cach tinh ché thd phan chiét tir cdy co ngot, trong d6:

tdng ham lugng steviol glycosit ctia san pham tinh ché thd nim trong khoang tur
50 dén 95% khéi lwong va san phdm tinh ché thd chtra it nhat rebaudiosit A va
rebaudiosit D,

phuong phéap nay bao gbm:

bude tron san pham tinh ché tho trong dung mdi chira metanol hodc etanol sao
cho d6 siéu bao hoa & 10°C cta rebaudiosit D 16n hon hoac bé‘mg 10 va dd siéu bao hoa
& 10°C ciia rebaudiosit A nhé hon hodc bing 18, dé diéu chinh dung dich dung dé két

tinh, va

bude lam ngudi dung dich ding dé két tinh bing cach khudy tron, dé két tua
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rebaudiosit D.

[2] Phuong phép san xuét theo muc [1], trong d6 tdng steviol glycosit twong tng vdi
rebaudiosit A, rebaudiosit B, rebaudiosit C, rebaudiosit D, steviosit, rebaudiosit F va

rebaudiosit M.

[3] Phuong phap san xudt theo muc [1] hodc [2], trong d6 ham lugng cua rebaudiosit A
nim trong khoang tir 5 dén 70% khdi luong va ham lugng cla rebaudiosit D nim trong
khoang tir 2 dén 70% khéi lugng trong san pham tinh ché tho.

[4] Phuong phép san xuét theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [1] dén [3], trong do6
ndng d6 ctia metanol hodc etanol trong dung moi nho hon hodc bang 99,9% khéi lugng.
[5] Phuong phép san xuét theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [4], trong d6
dung moi dugc gitt & nhiét do nam trong khoang tir 40 dén 80°C trong budc tron san
phém tinh ché tho.

[6] Phuong phép san xuét theo muc bét ky trong sb cac muc tir [1] dén [5], trong d6
rebaudiosit D dugc st dung l[am mam tinh thé.

[7] Phuong phép san xuét theo muc bét ky trong sd cac muc tir [1] dén [6], trong d6
dung dich ding dé két tinh dugc lam ngudi dén nhiét do nho hon hogc bang 35°C bang
cach khudy tron, dé két tia rebaudiosit D.

[8] Phuong phap san xuét theo muc bat ky trong sé cac muc tir [1] dén [7], trong d6
dung dich ding dé két tinh dugc 1am ngudi & tbe do nam trong khoang tir 0,002 dén
1,37°C/phut bang cach khudy tron, dé két tia rebaudiosit D.

[9] Phuong phép san xuét theo muc bat ky trong sd cac muc tir [1] dén [8], trong d6
dung dich dung dé két tinh duoc 1am ngudi trong khoang thoi gian tir 1 dén 48 giv bang
cach khua‘iy tron, dé két tia rebaudiosit D.

[10] Phuong phép san xut theo muc bét ky trong sb cac muc tir [1] dén [9], trong do6

san pham tinh ché tho thu dugc bang phuong phép bao gom:
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bude chibt dé chiét 14 kho clia cay ¢ ngot bang dung moéi dé thu dugc phin
chiét,

budc tach rin-16ng dé xir Iy tach rin-1ong phan chiét dé thu dugc chét long da
dugc lam trong,

buéc keo tu dé bd sung chit két tu vao chét 16ng da dugc lam trong dé 1am keo
tu, dé thu dugc chit 16ng x& ly,

budc tinh ché bing nhua dé xi Iy chét 1ong xir ly bang nhua xdp ki nude, va

bude ¢b dic dé co dic dung dich sau khi tinh ché bang nhya.
[11] Phuong phép san xudt theo muc bt ky trong s6 cac muc tir [1] dén [10], con bao
gbm buéde tich rebaudiosit D két tia va pha 16ng, va lam kho rebaudiosit D tach duogc.
[12] Phuong phép san xuét theo muc bit ky trong s6 cac muc tir [1] dén [10], con bao
gdm:

budc tach va lam khé rebaudiosit D két tia, dé thu dugc san pham két tinh so
cép,

budc tron san pham két tinh so cép trong dung moi chira metanol hogc etanol
sao cho d6 siéu bao hoa & 10°C ctia rebaudiosit D 16n hon hoéc béng 10 va do si€u bao
hoa & 10°C ctia rebaudiosit A nho hon hodc bang 18, dé didu chinh chat 16ng hoa tan san
phim két tinh so cép,

budc 1am ngudi chit 16ng hoa tan san pham két tinh so cip bang cach khudy
tron, dé két tia rebaudiosit D, va

buéc tach va lam kho rebaudiosit D két taa.
[13] Phuong phép san xuét theo muc bét ky trong s cac muc tir [1] dén [12], trong dé
ty 1é ctia rebaudiosit D v6i tdng steviol glycosit trong san phim két tinh chira rebaudiosit
D nam trong khoang tir 35 dén 95% khdi luong.

[14] Phuong phap san xuit theo muc [13], trong d6 ty 1& cta rebaudiosit A voi tong
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steviol glycosit trong san pham két tinh chtra rebaudiosit D nam trong khoang tir 10 dén
50% khdi lugng.
[15] Phuong phap san xuét theo muc bét ki trong sd cac muc tir [1] dén [14], trong d6
ty 1€ cta rebaudiosit D két tinh, v6i rebaudiosit D dugc chaa trong san phim tinh ché
thd, trong truong hop két tinh don, nim trong khoang tir 70 dén 99% khdi lugng.
[16] San pham két tinh chtra rebaudiosit D dugc san xuét bang phwong phap san xuét
theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [1] dén [15].
[17] San phdm thyc pham hodc d6 udng bao gdbm san phaim két tinh chtra rebaudiosit D
theo muc [16].
[18] San phdm thuc pham hoic dd udng theo muc [1 7]trong d6 san pham nay 1a dd udng.
Tac dung c6 loi clia sang ché

Theo séng ché, san phim két tinh chita RebD c6 thé thu duge & do tinh khiét
cao va ty 1€ san lugng cao.
MBS ta vén tit cic hinh vé

Fig.1: Cac dudng cong do hoa tan cia cac ndéng do khac nhau trong dung moi
etanol trong vi du thir nghiém 1 dugc minh hoa.

Fig.2: M&bi quan hé gifta ty 1& bd sung RebD va ty 1€ sén lugng trong vi du thir
nghiém 2 dugc minh hoa.

Fig.3: Anh huéng cta ndng do cia dung moi etanol 1én ty 1¢ thanh phén clia san
phém két tinh RebD trong vi du tht nghiém 3 dugc minh hoa.

Fig.4: Anh huéng cla ndng do ctia dung mdi etanol 1én san luong (lugng tinh
thé) trong vi du th nghiém 3 dugc minh hoa.

Fig.5: profin nhiét dj trong vi du thir nghi¢ém 4 dugc minh hoa.

Fig.6: Anh hudng cta tdc d6 1am nguoi 1én ty 1€ thanh phén ctia san pham két

tinh RebD trong vi du thir nghiém 4 dugc minh hoa.

5/79



43220

Fig.7: Anh huéng ctia tdc d6 1am ngudi 1én san lugng (lugng tinh thé) trong vi
du thir nghiém 4 dugc minh hoa.

Fig.8: profin nhiét do trong vi du thir nghiém 5 dugc minh hoa.

Fig.9: Anh huéng cla thoi gian két tinh 1én ty 1¢ thanh phan cta san pham két
tinh RebD trong vi du thir nghiém 5 dugc minh hoa.

Fig.10: Anh huodng cta thoi gian két tinh 1én san luong (lugng tinh thé) trong vi
du thir nghiém 5 dugc minh hoa.

Fig.11: Anh huéng cua ndéng do cia dung moi etanol Ién ty 1¢ thanh phan cta
san pham két tinh RebD trong truong hop qua trinh két tinh thtr cap duge thue hién,
trong vi du thir nghiém 6, dugc minh hoa.

Fig.12: Anh hudng cta ndng do ciia dung méi etanol 1én san lugng (lugng tinh
thé) trong truong hop qué trinh két tinh tht cip duoc thuc hién, trong vi du thir nghiém
6, dugc minh hoa.

Fig.13: profin nhiét do trong qua trinh két tinh tht cip trong vi du thi nghiém
14 dugc minh hoa.

M3 ta chi tiét sang ché

Duéi day, sang ché s& duoc md ta chi tiét. Cac phuwong an sau ddy duoc minh
hoa dé mé ta sang ché, va khong duogc du dinh dé gi61 han sang ché chi ¢ cac phuong
an nay. Sang ché ¢6 thé duoc thuc hién theo cic phuong thirc khac ma khong di tréch
khoi y chinh cua no.

O day, “rebaudiosit”, “Reb” va “Reb.” thé hién cac nghia giéng nhau, va tht ca
ching déu c6 nghia “rebaudiosit”. Diéu tuong tu dugc ap dung to “dulcosit” ¢ day.

Séang ché dé cap dén phuong phap san xuét san pham két tinh chtra rebaudiosit
D (RebD) bing cach hoa tan san phim tinh ché thd thu dwgc bang cach tinh ché tho

phan chiét tir cdy co ngot (dudi dy, doi khi duge goi don gidn la “san phim tinh ché
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tho”) trong dung moi metanol hodc etanol dé két tia RebD duéi dang tinh thé.

Phuong phip dugc thuc hién rong réi trong linh vuc nay trude tién lién quan
dén viée tinh ché RebA ra khoi phan chiét cia cdy co ngot va tinh ché RebD ra khoi
nudc cai con lai. Ly do 1a vi RebA dugc chira nhiéu hon RebD trong 14 ctia phan 16n cay
cd ngot co san. Tuy nhién, theo sang ché, RebD dugc két tinh tur giai doan két tinh so
cap. Cho rang RebA dugc chira & ndéng do cao hon RebD trong san phim tinh ché tho
cta phén chiét tir cdy ¢ ngot, ngac nhién 1a thu duoc san phim két tinh chtra RebD véi
d6 tinh khiét cao mic du st dung san pham tinh ché thd nhw vy lam nguyén ligu tho.

RebA chi yéu ¢6 ham lugng cao hon RebD trong 14 clia cdy c6 ngot, va do do
cho ring RebD bi cubn vao trong qua trinh tinh ché RebA theo phuong phap thong
thudng. Do d6, trong trudng hop & d6 da c¢b gang thu duge ché pham RebD c6 do tinh
khiét cao tir nudc cai sau qud trinh tinh ché RebA, bang cach thuc hién qua trinh tinh
ché RebD theo phuong phép thong thuong, RebD da bi cudn vao trong qué trinh tinh
ché RebA va do d6 nhit thiét phai ha thép ty 16 san lugng. Theo sang ché, qué trinh tinh
ché RebD muc dich da duge thuc hién dé bang cach do giai quyét ca hai vén dé néu trén
va thu duoc ca do tinh khiét cao 1an ty 1& san lugng cao clia RebD.

Tinh ché tho

San pham tinh ché tho cua cay co ngot dugc st dung theo phuong phéap san xuét
cta sang ché. San phém tinh ché tho cta cay cd ngot c6 thé 1a san pham c6 san trén thi
truong, hodc co thé thu duoc bang cach tinh ché phan chiét tir cay cd ngot, cu thé, 14 cia
cdy co ngot. San phém tinh ché thé dugc st dung & day co thé con 1a san phém thu dugc
bang cach bd sung thém nita RebD vao san phim c6 sén trén thi truong nhu vay hoac
san pham thu dugc bang cach tinh ché tho phén chiét.

Trong truong hop ¢ do san pham tinh ché thd thu duoc bang cach tinh ché tho
phan chiét tir cay co ngot, phan chiét tir cay ¢ ngot c6 thé 1a san phdm c6 san trén thi

truong, hodc co thé thu duoc bang qua trinh xt ly chiét cay co ngot, cu thé, 14 cla cay
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¢6 ngot. Cac vi du cua phuong phép thich hop dé thu dugc san phdm tinh ché thd bao
gdm phuong phép bao gbm:

(A) budc chiét dé chiét 14 kho cta cdy c6 ngot bang dung mdi d& thu dugc phan
chiét,

(B) budc tach rin-l1ong dé xi Iy tach rén-10ng phén chiét dé thu duoc chat 1ong
da duoc lam trong, |

(C) budc keo tu dé bd sung chat két tu vao chét léng da dugce 1am trong dé lam
keo tu, dé thu dugc chat long xir 1y,

(D) budc tinh ché bang nhya dé xtr Iy chét 16ng xr Iy bang nhua x6p ki nuée,
va

(E) bude ¢d dic dé co dic dung dich sau qua trinh tinh ché bang nhua.

Duéi day, phuong phép nay co thé dugc goi 1a phuong phép tinh ché tho cua
sang ché. Mdi budc trong s6 cac budc s& duoc mo ta dudi day.

Theo mot khia canh cia phuong phép tinh ché thd ctia sang ché, ty 18 ham lugng
nudce cia la kho cua cdy co ngot nam trong khoang tur 1 dén 11% trong luong.

(A) Chiét tir 12 kho cta cdy cd ngot

Mot khia canh ctia phuong phap tinh ché tho cta sang ché bao gdm viéc chiét
14 kho cua cay co ngot bang dung mdi trong nudce d8 thu dugc phan chiét (chét long
chiét). La kho cua cdy co ngot & ddy dugc dung dé chi 14 tuoi ctia ciy c6 ngot, 14 nay
duoc 1am kho va do d6 c6 ham lugng nudce giam. Ty 1& ham lugng nude cua la kho cia
cay co ngot tdt hon 1a ndm trong khoang tir 1 dén 10% trong luong, tot hon nita 13, tir 2
dén 8% trong luong, déc biét t5t hon 1a tir 3 dén 4% trong luvong. L4 kho cua cay c6 ngot
khong bi gidi han dédc biét mién 13 n6 bao gém steviol glycosit, va tot hon khi no 14 loai
trong d6 ham lwgng ctia RebD hodc rebaudiosit M (RebM) cao hon ham luong cua RebD

hoic rebaudiosit M ctia 14 kho ctia cay ¢6 ngot tu nhién. La kho cta céy co ngot co thé
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thu duoc bang, ching han, phwong phap dugc md ta trong, ching han, cong bb don qubc
té s6 WO 2019/074089.

L4 khd dugc uu tién cua cady co ngot, dé str dung theo phuong phép san xuét ciia
sang ché, chira steviol glycosit v6i lugng nam trong khoang tir 5,0 dén 25g trong 100g
14 kho khi ty 1€ ham luong nudce nim trong khoang tir 3 dén 4% trong luong. La kho
theo cac khia canh khac c6 thé chira steviol glycosit v6i lugng nim trong khoang tir 6,0
dén 24¢, 7,0 dén 23g, 8,0 dén 22g, 9,0 dén 21g, 10 dén 20g, hogc 11 dén 19g trong 100g
14 kho khi ty 1€ ham lugng nudce nam trong khoang tir 3 dén 4% trong luong.

Theo mot khia canh dugce vu tién khac, 14 kho cua cdy co6 ngot, dé st dung theo
phuong phép san xuét cta sang ché, chua steviol glycosit v6i luong nim trong khoang
tir 8 dén 17g trong 100g 14 kho khi ty 1& ham lwong nudc nam trong khoang tir 3 dén 4%
trong luong.

L4 khd dugc wu tién theo khia canh nay chita RebD véi luong 1on hon hoac
bang 0,5g trong 100g 14 kho khi ty 1€ ham lugng nudce nam trong khoang tir 3 dén 4%
trong luong. L4 kho ua thich dé sir dung theo cac khia canh khac chira RebM véi luong
16n hon hodc bing 0,19g trong 100g 14 khé khi ty 1¢ ham lrong nuéc ndm trong khoang
tr 3 dén 4% trong luong. L& kho ua thich dé sur dung theo céac khia canh khac chia
rebaudiosit A (RebA) véi lugng 16n hon hoac bang 3,0g trong 100g 14 kho khi ty 1¢ ham
lugng nudce nam trong khoang tur 3 dén 4% trong luong. Theo céc khia canh dugc uu
tién khac, khi ty 1& ham lugng nudc cta 1a kho nam trong khoang tur 3 dén 4% trong
lugng, RebD c6 mat trong 14 kho véi lugng 16n hon hodc bang 0,6g, 1én hon hodc bang
0,7g, 16n hon hoac bang 0,8g, 16n hon hodc bang 1,0g, 16n hon hodc bang 1,1g, 16n hon
hodc bang 1,2g, 1én hon hodc bang 1,3g, 16n hon hodc bang 1,4g, 16n hon hogc bang
1,5g, 16n hon hoac bang 1,6g, 16n hon hodc bang 1,7g, 1én hon hodc bang 1,8g, 16n hon
hodc bang 1,9g, 16n hon hodc bang 2,0g, 16n hon hodc bang 2,1g, 16n hon hodc bing

2,2g, 16n hon hodc bang 2,3g, 16n hon hodc bang 2,4g, 16n hon hodc bang 2,5g, 16n hon
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hodc bé”lng 2,6g, 16n hon hoac béng 2,7g, 16n hon hodc béng 2,8g, 16n hon hoac béng
2,9¢g, 16n hon hodc béng 3,0g, 16n hon hodc b??mg 3,1g, 16n hon hoac béng 3,2g, 16n hon
hoc bing 3,3g, 16n hon hodc bing 3,4g, 16n hon hoac bang 3,5g, 16n hon hodc bang
3,6g, 16n hon hodc béng 3,7g, 16n hon hodc b?mg 3,8g, 16n hon hodc béng 3,9g, 16n hon
hodc bang 4,0g, 16n hon hodc bang 4,1g, 16n hon hodc bang hodc 4,2g trong 100g 14 kho,
va c6 thé c6 mit voi luong, ching han, nho hon hogc bang 6,0g, nhé hon hoic bang 5,5g,
hoac nho hon hodc béng 5,0g. Theo cach khac, RebD co thé c6 mat voi lugng nam trong
khoang tir 2,7 dén 8,0g, 3,2 dén 8,0g, 3,7 dén 8,0g, 4,2 dén 8,0g, 4,7 dén 8,0g, 5.2 dén
8,0¢, 5,7 dén 8,0g, 6,2 dén 8,0g, 6,7 dén 8,0g, 2.7 dén 7,5, 3,2 dén 7,5g, 3,7 dén 7,5¢,
42 dén 7,5g, 4,7 dén 7.5g, 5,2 dén 7,5g, 5,7 dén 7,5, 6,2 dén 7,5¢, 6,7 dén 7.5g, 2,7
dén 7,0g, 3,2 dén 7,0g, 3,7 dén 7,0g, 4,2 dén 7,0g, 4,7 dén 7,0g, 5.2 dén 7,0g, 5,7 dén
7,0g, 6,2 dén 7,0g, hodc 6,7 dén 7,0g. Theo céc khia canh dugc vu tién khéac, RebM co6
mit trong 14 kho véi lugng 16n hon hoac bang 0,20g, 16n hon hogc bang 0,25g, 16n hon
hoidc béng 0,30g, 16n hon hodc béng 0,35g, 16n hon hodc b:?mg 0,40g, 16n hon hodc bmeg
0,45g, 16n hon hodc béng 0,50g, 16n hon hodc bé‘mg 0,55g, 16n hon hodc béng 0,60g, 16n
hon hoac béng 0,65g, 16n hon hodc béng 0,70g, 16n hon hoac bf?mg 0,75g, 16n hon hodc
béng 0,80g, 1én hon hodc béng 0,85g, 16n hon hodc béng 0,90g, 16n hon hodc bﬁng 0,95g,
16n hon hodc bang 1,00g, 16n hon hodc bang 1,05g, 1én hon hodc bang 1,10g, 16n hon
hodc bang 1,15g, 1én hon hodc bang 1,20g, 16n hon hodc bang 1,25g, 16n hon hodc bang
1,30g, 16n hon hogc bing 1,35g, 16n hon hodc bang 1,40g, 16n hon hogc bang hodic 1,45g
trén mdi 100g 14 kho, va ¢ thé c6 mit véi lugng, chéng han, nhé hon hodc béng 1,50g,
nho hon hodc béng 1,30g, hodc nhd hon hodc béng 1,20g. Theo céc khia canh duoc uu
tién khac, khi ty 18 ham lugng nudce cia 14 kho nim trong khoang tir 3 dén 4% trong
lugng, RebA c6 mit véi luong véi lugng 16n hon hoac béng 3,0g, 16n hon hodc béng
3,5g, 16n hon hodc béng 4,0g, 16n hon hoac br?mg 4,5g, 16n hon hoac béng 5,0g, 16n hon

hodc bang 5,5g, 16n hon hodc bang 6,0g, 16n hon hodc bang 6,5g, 16n hon hogc bang
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7,0g, 16n hon hodc béng 7,5g, 16n hon hodc br:ing 8,0g, 16n hon hodc béng 8,5g, 16n hon
hoac béng 9,0g, 16n hon hodc béng 9,5g, 16n hon hodc b?lng 10g, 16n hon hodc béng 11g,
16n hon hodc bang 12g, 1én hon hodc bang 13g, 16n hon hodc bang hoic 14g trong 100g
14 kho, va cé thé c6 mit véi lugng, chéng han, nho hon hodc béng 17g, nhé hon hoac
bang 16g hodc nhd hon hodc bang 15g.

Theo mot khia canh dugc wu tién khéc, 14 khd ¢o thé chira RebD véi luong nam
trong khoang tir 0,5 dén 0,9g hogc 0,6 dén 0,85g trong 100g 14 kho khi ty 16 ham luong
nuéc ndm trong khoang tir 3 dén 4% trong lugng. RebM c6 thé dugc chua trong 100g
14 kho ¢6 ty 1€ ham lugng nude ndm trong khoang tur 3 dén 4% trong luong, v6i lugng
b4t ky nim trong khoang tir 0,2 dén 1,5g, 0,2 dén 1,3g, 0,2 dén 1,2¢, 0,2 dén 1g, 0,2 dén
0,8g, 0,2 dén 0,7g, 0,3 dén 1,5g, 0,3 dén 1,3g, 0,3 dén 1,1g, 0,3 dén 0,9g, va 0,3 dén
0,7g. RebA co thé dugc chua trong 100g 14 khd c6 ty 1&€ ham lugng nudc nam trong
khoang tu 3 dén 4% trong lugng, voi lugng bét ky nam trong khoang tir 3 dén 17¢g, 3
dén 16g, 3 dén 15g, 3 dén 14g, 3 dén 13g, 3 dén 12g, 5 dén 17g, 5 dén 16g, 5 dén 15g,
5 dén 14g, 5 dén 13g, 5 dén 12g, 6 dén 17g, 6 dén 16g, 6 dén 15g, 6 dén 14g, 6 dén 13g,
6 dén 12g, va 6 dén 11g.

Qua trinh chiét steviol glycosit ra khoi 14 kho c6 thé dugc thuc hién bang cach
st dung dung mdi nhu nudc hodc rugu, hodc dung dich hdn hop cua ching. Cac vi du
ctia dung moi chiét duge uvu tién bao gdbm nudc trao 41 ion, nudc tinh khiét (chang han,
nude milliQ) va dung dich etanol trong nuéce. Trong khi chiét, 14 kho c6 thé dugc nghién
min. Trong truong hop nghién min, qua trinh nghién min ¢é thé dugc thuc hién b%lng
may nghién bi hodc may twong tu. Theo cach khdc, qué trinh xit Iy chiét co thé dugc
thue hién bing thiét bi chiét nhao tron (ching han, SKN-R100, sén xudt boi Sanyukiki
Co., Ltd.) hodc thiét bi twong tu.

Trong khi chiét, steviol glycosit c6 thé duoc chiét mot cach hidu qua hon bang

cach gia nhiét dung méi trong nudc. Nhiét do trong khi chiét c6 thé, chang han, nim

11



43220 76

trong khoang tir 0 dén 100°C, 20 dén 90°C, 40 dén 80°C, 25 dén 80°C, 30 dén 75°C, 35
dén 70°C, 40 dén 65°C hodc 45 dén 70°C, va tt hon la tir 45 dén 70°C.

Qué trinh chiét ¢6 thé duoc thyc hién khong chi mot 1an, ma con nhiéu 1an. Qua
trinh chiét dugc thuc hién nhiéu 1in dé bing cach do6 chiét nhidu hon steviol glycosit
duoc chira trong 1a. Qua trinh chiét t6t hon 1a duogc thuc hién hai lan tir quan diém hiéu
Suat.

(B) Xt Iy tach ran-1ong

Theo mdt khia canh ctia phuong phap tinh ché tho cia sang ché, chét 1ong da
duge 1am trong c6 thé thu dugce bing cach xir Iy tach rén-16ng phan chiét 1ong tao ra.
Qué trinh xit 1y tach rén-1ong khong bi gidi han ddc biét mién Ia chét rdn va chét long
dugc tach phit hop, va céc vi du bao gdm qué trinh xir Iy bang ly tdm, qua trinh xir Iy
bang rdy, va qud trinh xt Iy bang cach loc ép.

Qué trinh xir Iy tach rén-1ong c6 thé dugc thuc hién bing cach st dung nhiéu
don nguyén, va chét 1ong da dugc lam trong c6 thé thu dugc bang cach, chéng han, thuc
hién qua trinh x1r ly tach ran-16ng thtr nhat va sau d6 qua trinh xt ly tach ran-1ong thir
hai.

Céc vi du cua qua trinh xt ly tach ran-1ong khéc véi qua trinh xt ly da néu &
trén c6 thé con bao gdm qué trinh xur ly bang mang vi loc.

(C) Xt ly keo tu

Theo mot khia canh ctia phuong phép tinh ché tho cta sang ché, chét 16ng xur ly
¢6 thé thu dugc bang cach bd sung chit két tu vao chét long da duoc lam trong thu d&qc
bang qua trinh xtt 1y tach rin-long. Chat két tu khong bi gidi han dac biét, va chét két tu
v6 co hodc chit két tu polyme hitu co da biét c6 thé duogc sit dung. Theo cac khia canh
khac cua sang ché, chit két tu tuong ung véi mot hodc nhiéu chat duogc chon tir nhom
sulfat, polynhdm clorua, st clorua (III) hodc hydrat cua ching, chét két tu polyme tong

hop (polyme cao polyacrylamit, san pham hydro héa mot phan ctia polyacrylamit, hodc
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chét twong tu), axit alginic, chitin, chitosan, va canxi hydroxit. Mt hodc nhiéu chat
trong sb cac chat két tu nhu vy c6 thé duogc bao gbm trong chét két tu, hodc chat két tu
khac c6 thé ciing bao gdm thém trong do. Chét két tu c6 thé dugc su dung theo cach
phdi hop gdm hai hodc nhidu loai trong sd ching, va, ching han, phbi hop cua canxi
hydroxit va sit clorua, hodc phdi hop ciia canxi hydroxit, sit clorua va chitosan co thé
ciing dugc st dung.

Luong cua chét két tu dugc bd sung khong bi gidi han dac biét mién 1a chat két
tu dugc keo tu, va chat két tu co thé dugc bd sung v6i lugng, chéng han, nam trong
khoang tur 3,0 dén 50% trong lugng dua trén ham lugng chét rin hoa tan dugc bao gém
trong chét 1éng da dugc lam trong. Chéng han, canxi hydroxit c¢6 thé duoc bd sung vai
lugng tuong Gng nam trong khoang tir 10 dén 30% trong lugng dua trén ham lugng chét
rén trong chat 1ong da duoc lam trong, va ¢d thé t6t hon 1a duoc bd sung véi lugng nam
trong khoang tur 12 dén 28% trong luong, t5t hon nita 1a tir 14 dén 25% trong luong. Sat
clorua (III) hexahydrat co thé dugc bd sung véi lugng tuwong ng nam trong khoang tur
15 dén 40% trong luong dua trén ham lugng chét rén trong chét 1ong da dugc lam trong,
va ¢6 thé tdt hon 1a duge bd sung véi lugng nim trong khoang tir 18 dén 38% trong
luong, tot hon nita 1a tir 20 dén 35% trong lugng. Trong trudong hop cia dung dich
chitosan 0,5% (trong lwong/thé tich), dung dich nay c6 thé duoc bd sung véi lwgng twong
g nam trong khoang tir 3,0 dén 10% trong luong dva trén ham luong chét ran trong
chét 1ong da dugc lam trong, va ¢ thé tét hon 1a duoc bd sung véi luong tir 4,0 dén
8,0% trong luong, tdt hon nita 1a tr 4,5 dén 7,0% trong lugng.

Do pH trong qua trinh xi Iy keo tu khong bi giGi han ddc biét, va ¢ thé dugc
chon thich hgp sao cho su keo tu dugc tdi vu hoa phu thudc vao loai chét két tu. Theo
mot khia canh cua sang ché, d6 pH ctia chét long da dugc lam trong trong qua trinh Xt
Iy keo tu c6 thé ndm trong khoang tir 2,0 dén 13, 3,0 dén 13, 4,0 dén 13, 5,0 dén 13,

hodc 6,0 dén 13.
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Nhiét do cua qua trinh xir Iy keo tu khong bi gidi han ddc biét, va qué trinh xtr
ly keo tu co thé dugc thuc hién & nhiét do trong phong (khoang 25°C) ma khong can gia
nhiét hodc lam ngudi.

San phim keo tu dugc bao gbm trong chét 1ong xi 1y ¢ thé cling duoc loai bo
sau qua trinh xr Iy keo tu va trudc qud trinh xur ly tinh ché bang nhua, dugc md ta dudi
day. San phdm keo tu c6 thé duoc loai bd biang phuong phap bat ky nhu loc.

Céc vi du cta phuong phap loai bo san pham keo tu c6 thé con bao gdm ly tam,
ngoai phuong phap da néu ¢ trén.

(D) X1 1y tinh ché bang nhya

Theo mot khia canh cia phuong phép tinh ché thd ctia sang ché, chét 1ong xir Iy
thu dugc bang qué trinh xtt 1y keo tu dugc xir ly bang nhya x6p ki nudc. Steviol glycosit
¢6 cu tric phéan tir c6 nhém ua nude va nhoém ki nuée va ludng tinh, va c6 trong luong
phan tir khoang 1000. Steviol glycosit con dugc biét 1a on dinh & d§ pt niam trong
khoang tir 2,5 dén 9,0 va khong bi ion hoa ngay ca trong diéu kién axit ho#c bazo. Mic
khéac, mét lugng 16n thanh phan bat ky khéc véi steviol glycosit dugc bao gbm trong
chit 16ng xr Iy thu dugc sau qua trinh xir Iy keo tu. Mac du khong bi rang budc vao bat
ky ly thuyét nao, cac thanh phan bét ky nhu vy bao gbém thanh phan nhu ion sit ¢o
trong lwong phan tir khéc v6i trong luong phan ti cua steviol glycosit, va thanh phan c6
thé ion hoa nhu cac axit amin, va cho rang céc thanh phan nay c6 thé dugc loai bo bang
cach xir Iy bang nhua x6p ki nude.

Steviol glycosit c6 truc chinh steviol ki nuge dugce lién két ki nude va duoc b?ly
bang nhua tong hop. Nguogce lai, cac tap chit ¢6 tinh ua nudc cao khong gan két voi nhya
va duoc chuyén dén phan doan di qua va dugc loai bo, va do d6é dugc cho 1a steviol
glycosit c6 do tinh khiét gia ting bang cach nap chét long x1r 1y thu dugc sau qua trinh
xur 1y keo tu vao cdt da duge nhoi nhya néu trén, va sau d6 thuc hién rira béng nudce. Vi

lién két giita steviol glycosit va nhém chirc cua nhya tbng hop bi phén ly béi dung moi
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phén cuc thip, loi thé 12 steviol glycosit c6 thé dugc thu hdi cubi ciing & ty 1& san luong
cao.

Nhua x6p dé sir dung theo mot khia canh cta phuong phap tinh ché tho cia
sang ché khong bi gi6i han dic biét mién 12 n6 1a nhwa x8p c6 4i luc véi nude thip, va
tdt hon 13, chéng han, nhua xép cua mot hoac nhiéu nhua ki nudc duogc chon tir
copolyme ctia styren va divinylbenzen, polyetylen, polypropylen, polystyren,
poly(met)acrylonitril, polyamit, va polycacbonat. Theo khia canh dugc vu tién cia
sang ché, copolyme clia styren va divinylbenzen tdt hon 1a khong dugc xt ly dé dua
vao nhém trao ddi ion bat ky (nghia 13, khdng c6 nhom trao d6i ion). Néi chung, trong
luc, khi nhua trao dbi ion dugc san xuét, styren va divinylbenzen dugc copolyme hoa
dé tao ra cAu tric mang ludi khéi va sau d6 nhém trao ddi ion dugc dua vao trong
nhua, “khong dugc xir ly dé dua vao nhom trao ddi ion bat ky” c6 nghia 1a qué trinh
xur 1y nhu vay khong duoc thyc hién.

Theo mot khia canh ctia phuong phép tinh ché tho cua sang ché, nhyua xbp ki
nudce ¢ nhom ki nude, va nhém ki nude chira mot hodc nhiéu nhém duge chon tir nhém
aryl, nhém alkyl, nhom alkylsilyl, nhom este va nhém epoxy. Mién 12 mét hodc nhidu
nhom ki nuée duge chon tir d6 duge chira, nhoém ki nude khac bat ky cé thé cling dugc
chira thém. Cac vi du ctia nhom aryl bao gdm nhém phenyl, nhém benzyl, nhom tolyl,
va nhom xylyl, va cac vi du cua nhom alkyl bao gbém céc nhom alkyl Cl1 dén 20 nhu
nhém metyl, nhom etyl, nhém propyl, nhom butyl, nhém pentyl, va nhém octadexyl.

Theo khia canh dugc wu tién ctia phuong phép tinh ché tho cia sang ché, ban
kinh 16 xp thuong xuyén nhét ctia nhua x6p ki nuéc nam trong khoang ttr 10 dén 200A .
Theo khia canh duoc wu tién, ban kinh 10 xbp thudng xuyén nhét nam trong khoang tir
10 dén 150A, 15 dén 100A, hodc 20 dén 80A. Cho ring cac dic tinh xop nhu vay dugc
thé hién dé bing cach d6 cho phép steviol glycosit hap thu mot cach hiéu qua vao céc 16

va dugc tdch mot cach hiéu qua ra khdi cac thanh phan khac.
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Chét 1éng xtr Iy ¢6 thé cling duge xu ly bang nhua trao dbi anion truéc khi qué
trinh xr Iy bang nhua xbp ki nuéc duge thye hién. Qua trinh xir 1y bang nhua trao ao6i
anion nhu vay c¢6 thé dugc thuc hién truée dé bang cach do loai bd mot cach hiéu qua
thanh phin gén két véi nhya ki nuéc, nhu thubc nhudm va/hogc catechin. Nhya trao doi
anion nhu vy khong bi gii han ddc biét, cdc vi du cia n6 bao gém nhua trao ddi anion
bazo, va nhua trao ddi anion bazo nhu vay duoc st dung & day co thé 13, chéng han,
nhua trao dbi anion bazo yéu trong d6 nhom amino bac mot dén bac bai dugc dua vao
lam nhom chtre, hoac nhua trao ddi anion bazo manh c6 nhém amoni béc bon (chéng
han, nhém trimetylamoni hodc nhom dimetyletanol amoni).

(E) Xt ly co déc

Dung dich thu dugc sau qud trinh tinh ché bing nhuya c6 thé duge xir Iy ¢o dic
thém nita dé loai bo dung mdi trong nude. Qua trinh xr Iy nhu vay khong bi gidi han
dic biét, va cac vi du ctia nd bao gbdm phuong phap 1am bay hoi dung mdi trong nudc
bang cach gia nhiét, hoac phuong phép loai bé dung mdi trong nude bang cach lam khd
dudi ap sudt giam.

Sau khi xtr 1y ¢ dédc, qué trinh sdy phun c6 thé cling dugc thuc hién. Trong cac
didu kién nhiét do thong thudng ciia qua trinh sdy phun, nhiét do dau vao khoang tir 120
dén 200°C va nhiét do dAu ra khoang tir 80 dén 120°C.

San pham tinh ché tho

San pham tinh ché tho dé st dung theo phuong phap san xudt cia sang ché bao
gdm tong steviol glycosit voi luong nam trong khoang tir 50 dén 95% khdi luong dua
trén tong trong lugng cua san pham tinh ché thé, va thich hop 12 bao gbm tong steviol
glycosit véi luong bét ky (% khéi luong) nim trong khoang tir 55 dén 95, 60 dén 95, 70
dén 95, 80 dén 95, 90 dén 95, 50 dén 90, 50 dén 80, 50 dén 70, 50 dén 65, 50 dén 60, 55
dén 90, 55 dén 80, 55 dén 70, 55 dén 60, 60 dén 70, 60 dén 80, 50 dén 94, 55 dén 94, va
60 dén 94.
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Trong ban mo ta nay, tdng steviol glycosit thich hgp bao gdm bay loai steviol
glycosit bao gé)m RebA, RebB, RebC, RebD, steviosit, RebF va RebM. Trong ban md
ta nay, tong steviol glycosit ¢6 thé duoc viét tit 1a “TSG”.

San phAm tinh ché tho bao gdm it nhat RebA va RebD. Thich hop 14, ham luong
clia RebA (% khéi luong) 1a ham luong bit ki nim trong khoang tir 5 dén 70, 15 dén
70, 20 dén 70, 25 dén 70, 35 dén 70, 45 dén 70, 55 dén 70, 65 dén 70, 5 dén 65, 5 dén
45,5 dén 25, 15 dén 65, 25 dén 45, 40 dén 75, va 45 dén 65, va ham lugng cta RebD
(% khéi lugng) 12 ham luong bt ky ndm trong khoang tir 1 dén 70, tir 2 dén 70, 5 dén
70, 15 dén 70, 25 dén 70, 35 dén 70, 45 dén 70, 55 dén 70, 65 dén 70, 1 dén 65, 1 dén
45, 1 dén 25, 2 dén 65, tix 2 dén 45, 2 dén 25, 5 dén 65, 5 dén 45, 5 dén 25, 15 dén 65,
25 dén 45, 40 dén 75, 45 dén 65, 1 dén 20, 1 dén 15, 1 dén 10, 1 dén 8, 2 dén 20, tr 2
dén 15, tir 2 dén 10, va 2 dén 8, trong san phém tinh ché tho.

Theo mdt khia canh duoc wu tién khac, ham lugng clia RebA nam trong khoang
tr 1 dén 30% khéi luong va ham lugng clia RebD 1 ham luong bat ky néu trén, trong
san pham tinh ché tho.

Pidu ché dung dich dung dé két tinh

Sau d6, dung mdi dugc cho vao dung cu chira bét ky, chang han, tinh thé c6 thé
duogc cung cép, cling véi canh khudy, va san pham tinh ché thd dugc tron trong dung
mbi, dé didu ché dung dich dung dé két tinh. Trong luc d6 siéu bao hoa clia RebA (10°C)
dugc dat trong mot khoang cu thé sao cho RebA khong dugc tao thanh tinh thé, do siéu
bdo hoa ciia RebD (10°C) duge dit trong mot khoang cu thé. San phdm tinh ché tho sau
d6 dugce tron trong dung mdi voi luong sao cho dat dugc cac do siéu bdo hoa nhu vay.

Do siéu bao hoa (10°C) c6 nghia 1a d siéu bdo hoa trong truong hop 10°C la
nhiét d6 chun. Diéu d6 khong c6 nghia 1a can lam ngudi 6 10°C.

Do siéu bio hoa duge biéu dién bang cong thirc sau day.

c=(C-CHC
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Trong cong thire ndy, o la do sidu bdo hoa, C 12 ty 1¢ ciia lugng chit dugc bd
sung vao dung mdi (ppm), va C* 1a ndng d6 hoa tan bao hoa (ppm).

Ly do vi sao C & day khong phai don gian 1a “ndng dd cla chat”, ma 1a “ty 18
cua luong chat dugc bd sung vao dung moi” 1a vi truong hop duge mong doi tai d6 chét
dugc bd sung khong dugc hoa tan hoan toan va ¢ trang thai lo lung. Ty 1€ cua luong
dugc bd sung vao dung moi, & day duoc chép nhan 1a tiéu chuén cta do siéu bao hoa
bét ké c6 hodc khong c6 su hoa tan cua chét duogc bd sung va muc do cua no.

Mam tinh thé ¢6 thé dugc st dung theo sang ché, nhung lugng cua mAam tinh
thé dugc bd sung khong lién quan dén viéc tinh d9 siéu bao hoa.

Do hoa tan bdo hoa ¢ diy duge do theo phuong phap sau day. Nghia la, 100ml
dung moi ¢o ndng d6 metanol hogc etanol dd dugc xac dinh trude (trong lugng/trong
lugng) duge cho vao trong dung cu chia (co thé tich 100ml hodc 200ml, thich hgp 1a
200ml), nhiét do chét 1ong duge dat dén 10°C bang chdu nudc trude, va sau d6 dung
mdi dugc khudy & 200 vong/phut (round per minute, rpm), va chét dich dugc nap véi
luong du (lugng cho té1 khi tao ra huyén phtl). Sau 24 gio, phan loc thu dugc bang bd
loc mang 0,45-um, va luong chét dich (RebA hodc RebD) dugc bao gbm trong phén loc
dugc do bing thiét bi sdc ky long phd khéi (liquid chromatography mass spectrometry,
LCMS). LCMS duogc st dung ¢ day thich hop 1a LCMS 8050 san xuét boi Shimadzu
Corporation.

Do siéu bao hoa ctia RebD (10°C) 16n hon hodc bang 10, va thich hop 1a gia tri
bét ky ndm trong khoang tir 10 dén 200, 10 dén 180, 10 dén 160, 10 dén 140, 10 dén
120, 10 dén 100, 10 dén 80, 10 dén 60, 10 dén 40, 10 dén 20, 15 dén 200, 35 dén 200,
55 dén 200, 75 dén 200, 95 dén 200, 115 dén 200, 135 dén 200, 155 dén 200, 175 dén
200, 15 dén 180, 15 dén 160, 15 dén 140, 15 dén 120, 15 dén 100, 15 dén 80, 15 dén 60,
15 dén 40, 15 dén 20, 20 dén 180, 20 dén 160, 20 dén 140, 20 dén 120, 20 dén 100, 20

dén 80, 20 dén 60, 20 dén 40, 80 dén 180, 80 dén 160, 80 dén 140, 80 dén 120, 80 dén
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100, 100 dén 180, 100 dén 160, 100 dén 140, va 100 dén 120.

Theo mdt khia canh dugc wu tién khac, do siéu bdo hoa ciia RebD (10°C) nam
trong khoang tir 10 dén 350, 20 dén 350, 50 dén 350, 10 dén 300, 20 dén 300, 50 dén
300, 10 dén 205, hodc 20 dén 205.

Do siéu bao hoa cua RebA (10°C) nhd hon hodc bang 18 va bao gbém nhé hon
hoac béng 0. Theo mdt khia canh cia sang ché, d6 siéu bio hoa cua RebA (10°C) 1on
hon 0 va nho hon hodc bang 18. Thich hop hon nita la gia tri bét k¥ nam trong khoang
tir 3 dén 18, 3 dén 13, 3 dén 8, 5 dén 18, 7 dén 18, 9 dén 18, 11 dén 18, 13 dén 18, 15
dén 18, 17 dén 18, 5 dén 13, 7 dén 11, 5 dén 15, 7 dén 15, 9 dén 15, 11 dén 15, va 13
dén 15.

Theo mdt khia canh dugc wu tién khac, do siéu bdo hoa cia RebA (10°C) la gia
tri bat ky nhé hon hodc bang 16, nam trong khoang tur -1 dén 16, va 0 dén 16.

RebA kho dugc két tia va RebD duoc két tua d& dang trong diéu kién tai d6 do
siéu biio hoa ctia RebA thip va do siéu bio hoa cia RebD cao. Trong trudong hop ¢ do
ca do siéu bao hoa ctia RebA va RebD (10°C) nam trong cac khoang néu trén va do siéu
bao hoa ctia RebA 16n hon 0, ty 1é 6D/GA cua do siéu bdo hoa oD ctia RebD voi do siéu
b hoa GA ciia RebA tdt hon 1a gia tri bit k¥ 16n hon hodc bing 4, 16n hon hofc bang
5. ndm trong khoang tir 4 dén 40, 5 dén 40, 7 dén 40, 12 dén 40, 17 dén 40, 22 dén 40,
27 dén 40, 32 dén 40, 37 dén 40, 4 dén 30, 5 dén 30, 7 dén 30, 12 dén 30, 17 dén 30, 22
dén 30, 27 dén 30, 4 dén 35, 5 dén 35, 8 dén 35, 13 dén 35, 18 dén 35, 23 dén 35, 28
dén 35, 33 dén 35, 8 dén 25, 13 dén 25, 18 dén 25, 23 dén 25, 10 dén 40, 15 dén 40, 20
dén 40, 25 dén 40, 30 dén 40, 35 dén 40, 10 dén 30, 15 dén 30, 20 dén 30, va 25 dén 30.

Theo mdt khia canh dugc vu tién khac, cD/cA la gia tri bét ky ndm trong khoang
tr 4 dén 1000000, 5 dén 1000000, 4 dén 750000, va 5 dén 750000.

Dung méi dé sir dung trong viéc diéu chinh dung dich ding dé két tinh la dung

mdi metanol hodc etanol. Dung dich metanol trong nudc hodc dung dich etanol trong

19



43220 20/79

nuée 1a thich hgp. Dung dich etanol trong nudc 1a thich hgp hon. Khong st dung dung
mdi metanol, nhung viéc st dung dung moi etanol la dic biét thich hgp. “Khong st dung
dung moi metanol, nhung viéc st dung dung moi etanol” c6 nghia la ndng d6 metanol
ctia dung moéi thich hop la nho hon hodc bang 1mg/l, thich hop hon 1a nhé hon hodc
bing 0,5mg/l, dic biét thich hop 1a nhé hon hodc bing 0,1mg/l. Giéi han dudi cia ndng
dd metanol 1a Omg/1. Etanol than thién véi moi truong hon va anh hudng 1én co thé con
nguoi cling thip hon, so véi metanol. Trong luc viée st dung metanol can phai lap dat
hé thdng thong gié va thiét 1ap kha ning thong gi6 trong co s& san xuét, va thuc hién
viéc kiém tra y té dic biét cho ngudi st dung, theo luat, viéc st dung etanol ¢o loi thé
16n vé& mit tmg dung cong nghiép vi khong can thuc hién cac viéc néu trén.

Lugng cia san pham tinh ché thd dugc bd sung duoc dit thich hop sao cho do
siéu bdo hoa nam trong khoang da néu & trén, va san phidm tinh ché tho dugc tron thich
hop véi lugng nam trong khoang tir 1 dén 30% khoi luong, thich hop hon 1a lugng tuong
ung voi luong bét ky (% khéi lugng) trén mdi dung moi nim trong khoang tir 1 dén 25,
| dén 20, 1 dén 15,1 dén 10, 5 dén 30, 5 dén 25, 5 dén 20, 5 dén 15, 5 dén 10, 10 dén
30, 15 dén 30, 20 dén 30, 25 dén 29, 10 dén 25, va 15 dén 20.

Theo mot khia canh duogc wu tién khéc, lugng cia san phérn tinh ché tho duoc
bd sung, trén mdi dung mdi, ndm trong khoang tir 1 dén 28% khéi lwong, 1 dén 6% khéi
luong, 6 dén 25% khéi lugng, hodc 6 dén 28% khdi luong.

Luong cua san pham tinh ché thd duge bd sung duge dit thich hop sao cho do
siéu bdo hoa ndm trong khoang di néu & trén, va san pham tinh ché thd dugc bd sung
thich hop véi lugng sao cho lugng ctia RebD trén mi dung méi 1a lwong bt ky (% khoi
luong) ndm trong khoang tir 0,15 dén 3,50, 0,30 dén 3,50, 0,45 dén 3,50, 0,60 dén 3,50,
0,75 dén 3,50, 0,90 dén 3,50, 1,05 dén 3,50, 1,20 dén 3,50, 1,50 dén 3,50, 1,80 dén 3,50,
2.10 dén 3,50, 2,40 dén 3,50, 2,70 dén 3,50, 3,00 dén 3,50, 0,15 dén 3,00, 0,30 dén 3,00,

0,45 dén 3,00, 0,60 dén 3,00, 0,75 dén 3,00, 0,90 dén 3,00, 1,05 dén 3,00, 1,20 dén 3,00,
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1,50 dén 3,00, 1,80 dén 3,00, 2,10 dén 3,00, 2,40 dén 3,00, 2,70 dén 3,00, 0,15 dén 2,50,
0,15 dén 2,00, 0,15 dén 1,50, 0,15 dén 1,00, 0,15 dén 0,70, 0,15 dén 0,40, 0,30 dén 2,50,
0,45 dén 2,00, 0,60 dén 1,50, va 0,75 dén 1,00.

Theo mot khia canh dugc uvu tién khéc, san pham tinh ché tho dugc bd sung voi
leong sao cho lugng ctia RebD trén mdi dung mdi 1a lugng bét k¥ (% khéi lugng) nam
trong khoang tir 0,20 dén 3,50 va 0,25 dén 3,50.

Nong d6 ciia dung mdi chira metanol hodc etanol (% khéi lugng) thich hop 1a
nho hon hodic bing 99,9% khdi luong, thich hop hon 1a nhé hon hodc bang 92% khoi
lugng. Theo mdt khia canh cuia sang ché, ndng do nay 1a gia tri bét ky nam trong khoang
fr 50 dén 99, 60 dén 99, 70 dén 99, 80 dén 99, 90 dén 99, 50 dén 89, 60 dén 79, 50 dén
92, 60 dén 92, 70 dén 92, 80 dén 92, 90 dén 92, 50 dén 82, 60 dén 72, 70 dén 90, 80 dén
90, va 70 dén 80% khdi lugng.

Theo mot khia canh dugc uu tién khac, néng dd cua dung moi chira metanol
hodc etanol (% khéi lugng) 14 gid tri bat ky 16n hon hoge bing 73% khoi lugng va nho
hon 95% khdi luong, va ndm trong khoang tir 73 dén 92% khéi luong.

Khi san phdm tinh ché thé dugc tron trong dung moi, nhiét do chét long (°C)
cua dung méi t6t hon 1a duge git ¢ gia tri bét ky nam trong khoang tir 40 dén 80, 42 dén
80, 44 dén 80, 46 dén 80, 48 dén 80, 50 dén 80, 52 dén 80, 57 dén 80, 62 dén 80, 67 dén
80, 72 dén 80, 40 dén 75, 40 dén 70, 40 dén 65, 40 dén 60, 40 dén 55,40 dén 50, 42 dén
75, 44 dén 70, 46 dén 65, 48 dén 60, va 50 dén 55.

Thich hop 13, khi san phim tinh ché thd duge trén trong dung moi, t6t hon 1a
mam tinh thé dwoc tron. Mam tinh thé duge sir dung & dy 1a RebD. Kich thude cia
mAam tinh thé khéng bi gidi han dic biét.

Trong trudng hop & d6 mAm tinh thé dugc bd sung, nhiét do dung dich tot hon
4 nhiét dd tao ra su siéu bio ha tir quan diém tranh sw hoa tan ciia mam tinh thé.

Luong cua mam tinh thé duge bd sung c6 thé dugc xac dinh thich hop phu thude
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vao cac diéu kién khac va diéu kién twong tu, va lugng 16n hon duoc bd sung cO Xu
hudng din dén sy gia tang hon nita vé ty 1é san lugng. Thich hop 1a, ty 18 bd sung mam
tinh thé Cs, dugc biéu didn bing cong thirc sau ddy, tot hon 1a gi4 tri bat ky ndm trong
khoang tir 0,050 dén 10,000, 0,075 dén 10,000, 0,100 dén 10,000, 0,200 dén 10,000,
0300 dén 10,000, 0,400 dén 10,000, 0,500 dén 10,000, 0,600 dén 10,000, 0,700 dén
10,000, 0,800 dén 10,000, 0,900 dén 10,000, 1,000 dén 10,000, 2,000 dén 10,000, 3,000
dén 10,000, 4,000 dén 10,000, 5,000 dén 10,000, 6,000 dén 10,000, 7,000 dén 10,000,
8,000 dén 10,000, 0,050 dén 9,000, 0,050 dén 8,000, 0,050 dén 7,000, 0,050 dén 6,000,
0,050 dén 5,000, 0,050 dén 4,000, 0,050 dén 3,000, 0,050 dén 2,000, 0,050 dén 1,000,
0,050 dén 0,700, 0,050 dén 0,400, 0,050 dén 0,100, 0,075 dén 9,000, 0,100 dén 8,000,
0,200 dén 7,000, 0,300 dén 6,000, 0,400 dén 5,000, 0,500 dén 4,000, 0,600 dén 3,000,
0,700 dén 2,000, 0,800 dén 1,000, 5,500 dén 9,500, 6,500 dén 9,500, 7,500 dén 9,500,
8,500 dén 9,500, 5,500 dén 8,500, va 6,500 dén 7,500.

Cs =Ws/Wan

Trong cong thirc nay, Ws la luong ctia mam tinh thé (don vi: g), va Wi 1a san
lugng ky vong (don vi: g).

Wi = (C - C")/1000000 x Lugng cta dung moi

Trong cong thirc nay, C 1a ty 1& cua lugng ctia RebD duge bd sung vao dung mai
(ppm), va

C* 1a @0 hoa tan bdo hoa (don vi: ppm).

Pon vi cta lugng dung mdi 1a ml.

C khong bao gdm lugng cia mam tinh thé.

Két tha

RebD duoc két tha bang cach 1am ngudi dung dich dung dé két tinh bang cach

khudy tron trong thiét bi két tinh bAt ky, ching han, thiét bi két tinh nhu thiét bi két tinh
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quay hinh truy.

Qua trinh 1am ngudi, néu dugc thuc hién nhanh, c6 thé 1am cho san phém Kkét
tinh v6i d6 tinh khiét thap ctia RebD cn thu dugc hodc ¢6 thé dan dén ty 1€ san luong
khong ting, va do d6 qua trinh lam ngudi tdt hon 1a dugc thuc hién tir tur. Toe do lam
ngudi (°C/phut) thich hop 1a 16n hon hogc bang 0,002°C/pht, va thich hop hon 1a nam
trong khoang tir 0,002 dén 1,37°C/phit, cu thé, gi4 tri bat ky ndm trong khoang tir 0,002
dén 1,37, 0,002 dén 0,87, 0,002 dén 0,37, 0,002 dén 0,27, 0,002 dén 0,17, 0,002 dén
0,07, 0,002 dén 0,04, 0,002 dén 0,01, 0,002 dén 0,007, 0,007 dén 1,37, 0,017 dén 1,37,
0,027 dén 1,37, 0,057 dén 1,37, 0,087 dén 1,37, 0,387 dén 1,37, 0,687 dén 1,37, 0,987
dén 1,37, 0,007 dén 0,87, 0,017 dén 0,37, 0,027 dén 0,27, va 0,057 dén 0,17.

Theo mdt khia canh dugce uu tién khéc, tdc do lam ngudi (°C/phut) nim trong
khoang tir 0,02 dén 0,2.

Thdi gian khudy tron va 1am ngudi (don vi: gid) c6 thé dugc dt thich hop phu
thudc vao cac diéu kién khac, chéng han, c¢6 hay khong mAm tinh thé duoc st dung, va
t5t hon 14 gi4 tri bit ky ndm trong khoang tir 1 dén 48, 6 dén 48, 11 dén 48, 16 dén 48,
21 dén 48, 26 dén 48, 31 dén 48, 36 dén 48, 41 dén 48, 46 dén 48, 1 dén 43, 1 dén 38, 1
dén33,1dén28,1dén 23,1 dén 18, 1dén 13,1 dén 8, 1 dén 3, 6 dén43, 11 dén 38, 16
dén 33, va 21 dén 28, tir quan diém gia tang ty 1¢ san luong.

Theo mot khia canh duge wu tién khac, thoi gian khudy tron va lam ngudi (don
vi: gio) nam trong khoang tir 6 dén 24 gid, 16n hon hodc bang 12 gid, hodc tir 12 dén 24
gi0.

Nhiét 0 lam ngudi (°C) trong budc két tua duoc xac dinh thich hgp phu thudc
vao cac diéu kién khac, chéng han, liéu c¢6 hay khong mam tinh thé dugc st dung, va
nhiét d6 1am ngudi 12 gia tri bit ky ndm trong khoang tir 3 dén 40, 6 dén 40, 9 dén 40,
12 dén 40, 15 dén 40, 18 dén 40, 21 dén 40, 24 dén 40, 27 dén 40, 30 dén 40, 33 dén 40,

20 dén 40, nhé hon hodic bing 35°C, nim trong khoang tir 3 dén 35, 6 dén 35, 9 dén 35,
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12 dén 35, 15 dén 35, 18 dén 35, 21 dén 35, 24 dén 35, 27 dén 35, 30 dén 35, va 25 dén
35 1a dugc uu tién.

Theo mot khia canh duoc wu tién khac, qua trinh 1am ngudi dugc thuc hién dén
nhiét d6 1am ngudi (°C) nim trong khoang tir 9 dén 20°C, 9 dén 17°C, 4 dén 20°C hodic
4 dén 17°C.

Nhiét d6 (°C) & thoi didm 1am ngudi tt hon 1a gia tri bat ky ndm trong khoang
{ir 30 dén 85, 40 dén 85, 50 dén 85, 60 dén 85, 70 dén 85, 30 dén 80, 30 dén 70, 30 dén
60, 30 dén 50, 30 dén 40, 40 dén 80, 40 dén 70, va 40 dén 60.

Téc d6 khudy tron (rpm) tt hon 1a gid trj bt ky ndm trong khoang tir 5 dén 600,
5 dén 500, 5 dén 400, 5 dén 300, 5 dén 200, 5 dén 100, 5 dén 50, 5 dén 20, 55 dén 600,
105 dén 600, 155 dén 600, 205 dén 600, 255 dén 600, 305 dén 600, 355 dén 600, 405
dén 600, 455 dén 600, 505 dén 600, 555 dén 600, 50 dén 600, 200 dén 600, 350 dén 600,
500 dén 600, 100 dén 450, 100 dén 300, 100 dén 150, 200 dén 500, va 300 dén 400.

Budc sau

Ché phdm rdn bao gdm RebD két tua duoc tach ra tr pha 1ong bang céach ly tim,
loc, hodc cach tuong tu, va RebD sau khi tach dugc lam kho. BO phéan tach khong bi
¢i6i han dic biét mién 1a chat rdn va chat 1ong dugc tich mot cach phi hop, va cac vi
du bao gém xtt Iy bang thiét bi ly tAm, xit ly bang bd loc mang, va xur ly bang ray. Bé
mat ¢o thé, néu cén, duoc rira béng cach phun tinh thé RebD b%mg mot luong nho cua
dung moi gidng nhur dung méi duoc sir dung trong qua trinh két tinh hodc loai twong ty,
sau khi tach va trudce khi lam kho.

Khac

Nudc cai sau qua trinh xur ly tach ran-16ng co thé dugc st dung trong qué trinh
két tinh ctia céc thanh phan khac nhu RebA va RebM.

Theo mot khia canh cua phuong phép san xut cua sang ché, budc tinh ché tho,

buéc didu ché dung dich ding d& két tinh, budc két tia va bude sau da néu & trén c6 thé

24



43220 25/79

mdi bude duge thuc hién mot 1an khi hoan thanh qué trinh san xuit (két tinh don), tr
quan diém 12 ty 1é san luong duoc nhAn manh hon do tinh khiét. Theo cic khia canh
khac, céc bude tir bude didu ché dung dich ding dé két tinh dén bude sau ¢6 thé dugc
l3p lai nhidu Ian (két tinh nhidu 14n) dé tang hon nita d¢ tinh khiét cta san phim két tinh
chira RebD. Két tinh kép 12 duoc uu tién tir quan diém su can bang giita ty 1é san lugng
va do tinh khiét.

Két tinh kép

Trong trudng hop ¢ d6 qua trinh két tinh kép dugc thuc hién, san phim két tinh
chira RebD ¢6 thé thu duge bing cach thuc hién céc budc tir bude tinh ché tho dén bude
két tha dé tach va 1am kho rebaudiosit D két tia, dé thu dwgc san phim két tinh so cap,
sau d6 tron san phim két tinh so cép, thay cho san pham tinh ché thé, trong dung moi
chitra metanol hodc etanol sao cho dd siéu bdo hoa & 10°C cua rebaudiosit D 16n hon
hodc bing 10 va do siéu bao hda & 10°C ciia rebaudiosit A nhé hon hodc bang 18, dé
didu ché chét 1ong hoa tan san pham két tinh so cép, 1am ngudi chét 16ng hoa tan san
phim két tinh so cAp, thay cho dung dich ding dé két tinh, bang cach khudy tron, dé két
tiia RebD, va tach va lam kho RebD két tua. Quy trinh va céc diéu kién trong qua trinh
két tinh kép 6 thé gidng nhu dd néu & trén quy trinh két tinh va céc diéu kién két tinh,
Trong truong hop nay, “san pham tinh ché thod” trong phan mo ta & trén dugc doc 12 “san
phim két tinh so chp”.

Trong qué trinh két tinh kép, nong do clia dung mdi chira metanol hodc etanol
dé st dung trong qué trinh didu ché dung dich dung dé két tinh 6 thé thép so véi truong
hop két tinh don, dé dan dén su gia ting hon nita vé d tinh khiét. D siéu bao hoa cta
RebA trong qua trinh két tinh thi hai c6 thé dugc dat thép hon so v6i do siéu bao hoa
ctia RebA trong qua trinh két tinh thi nhat.

Theo sang ché, qué trinh két tinh c6 thé duge thuc hién béat ky lac nao, nhung

qua trinh tinh ché & do tinh khiét du cao c6 thé duge thuc hién ngay ca bang cach thuc
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hién qué trinh két tinh hai lin hogc it hon. Do d6, ¢6 cac loi thé khac gbm gidm muc
giam, rut ngén thoi gian chu trinh, tiét kiém ning lugng, va tuong tu.

San phdm két tinh chira RebD

San pham két tinh chira RebD (dudi ddy, doi khi duge goi 1a “san phdm két tinh
chira RebD cua sang ché”) thu dugc theo phuong phap cua sing ché chira mot luong 16m
RebD. Thich hop 14, ty 1€ cia RebD véi TSG trong san phim két tinh chira RebD cia
sang ché (% khéi lugng) 1a gid trj bat ky nim trong khoang tir 35 dén 99, 45 dén 99, 55
dén 99, 65 dén 99, 75 dén 99, 85 dén 99, 35 dén 89, 35 dén 79, 35 dén 69, 35 dén 59, 35
dén 95, 45 dén 95, 55 dén 95, 65 dén 95, 75 dén 95, 85 dén 95, 40 dén 99, 50 dén 99, 60
dén 99, 70 dén 99, 80 dén 99, 90 dén 99, 40 dén 99, 40 dén 89, 40 dén 79, 40 dén 69, 40
dén 59, 50 dén 89, 60 dén 79, 40 dén 95, 50 dén 95, 60 dén 95, 70 dén 95, 80 dén 95, 90

dén 95, 40 dén 85, 40 dén 75, 40 dén 65, 40 dén 55, 50 dén 85, va 60 dén 75.

Ham lugng cia RebA trong san phdm két tinh chira RebD cua sang ché thap.
Thich hop 13, t 1¢ ciia RebA v6i TSG (% khéi lugng) 1a gid trj it ky ndm trong khoang
fr 5 dén 80, 5 dén 50, 10 dén 50, 20 dén 50, 30 dén 50, 40 dén 50, 10 dén 40, 20 dén 40,
20 dén 30, 30 dén 40, 10 dén 30, 10 dén 20, 12 dén 18, 5 dén 30, 5 dén 20, va 5 dén 10
trong diéu kién tai do ty 1& cia RebD nim trong khoang sd bt ky néu trén.

Theo mot khia canh duge wu tién khac, ty 1€ ctia RebA voi TSG (% khdi luong)
nim trong khoang tir 3,5 dén 80, 3,5 dén 35, 3,5 dén 30 hogc 3,5 dén 12.

Theo phuong phép cia sang ché, RebD ¢6 thé duoc két tinh & ty 1& san lugng
cao. Thich hop 13, ty 1& RebD két tinh v6i RebD bao gdm trong san pham tinh ché tho,
trong truong hop két tinh don (% khdi lugng) 1a gid tri bét ky ndm trong khoang tir 70
dén 99, 75 dén 99, 80 dén 99, 85 dén 99, 90 dén 99, 70 dén 94, 70 dén 89, 70 dén 84, 70
dén 79, 70 dén 74, 75 dén 94, 80 dén 89, 50 dén 99, 55 dén 99, 60 dén 99, 65 dén 99, 50
dén 94, 50 dén 89, 50 dén 84, 50 dén 79, 50 dén 74, 50 dén 69, 55 dén 94, 60 dén 89, va
65 dén 84.
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Theo mét khia canh dugc wu tién khéc, ty 18 RebD két tinh v6i RebD bao gdm
trong san phim tinh ché thd, trong truong hop két tinh don (% khéi lwong) nam trong
khoang tir 39 dén 85, thich hop hon 1a 39 dén 82.

Ty 1é thu hdi (déi khi duge goi 1a “tdng ty 1€ san lugng”) cua RebD cho t6i khi
hoan thanh qua trinh két tinh ti khi chiét 14 cling cao, va thich hop la ndm trong khoang
tir 35 dén 90, 45 dén 90, 55 dén 90, 65 dén 90, hoac 75 dén 90% khdi lugng.

T§ 18 (% khi lugng) cia TSG trong san pham két tinh chira RebD ciia sang ché
thich hop 14 nim trong khoang tir 50 dén 99, 60 dén 99, 70 dén 99, 80 dén 99, 90 dén
99, 50 dén 90, 50 dén 70, 50 dén 60, 60 dén 80, 60 dén 90, 60 dén 70, hodc 70 dén 80.

Theo mét khia canh khéc, thich hop 1a ty 1¢ ciia TSG trong san phim két tinh
chira RebD clia sang ché (% khéi lugng) 16n hon hodc bang 50, 1én hon hodc bang 60,
16n hon hodc bang 70 hodc 16n hon hodc bang 75.

Theo mdt khia canh ciia sang ché, trong trudng hop st dung dung moi etanol va
khong su dung bt ky dung mdi metanol nao & thoi diém san xuét, luong metanol dugc
bao gdm trong san pham két tinh chira RebD nho, thich hop 14 nhé hon 10 ppm, ddc biét
thich hop 1 nhd hon Sppm, thich hop nhét 1a nhé hon hodc bang 2ppm. Ham luong
metanol ¢6 thé duge do bang phwong phap sac ky khi phd khdi Headspace (Headspace
gas chromatography mass spectometry, Headspace GCMS). Gia tri gi61 han dudi tt hon
1a bang 1ppm.

Theo mdt khia canh duoc wu tién khac, trong trudng hop s dung dung mdi
etanol va khong st dung bat k§ dung moi metanol nao & thoi diém san xuat, gid tri gidi
han duéi cua lugng metanol dugce bao gbm trong san pham két tinh chira RebD bang
Oppm.

Theo mot khia canh ctia sang ché, trong trudng hop st dung dung méi etanol va
khong st dung dung mdi metanol nao & thoi diém san xuét, ty 16 MeOH/EtOH cta

metanol véi etanol dugc chira trong san pham két tinh chira RebD ctia séang ché ciing 1a
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gi4 tri thip. Ty 18 nay thich hop 1 ndm trong khoang tir 0,00010 dén 0,00080, thich hop
hon 12 0,00010 dén 0,00070, dac biét thich hop 12 0,00010 dén 0,00050, thich hgp nhét
14 0,00010 dén 0,00030.

Theo mot khia canh cua sang ché, san phém két tinh chira RebD cua sang ché
c6 thé duoc st dung dudi dang ché phim lam ngot. Ché pham lam ngot nhu vay c6 thé
bao gbm, ngoai san pham két tinh chita RebD cia sang ché, chat lam ngot khéc véi
steviol glycosit. Cac vi du cua ché pham lam ngot khéc nhu vay bao gdm céc chat lam
ngot tu nhién nhu fructoza, duong, duong long fructoza glucoza, glucoza, maltoza,
dudng long c¢6 ham lugng fructoza cao, rugu dudng, oligosacarit, mat ong, nudc ép mia
(dich ngot duong ndu), xi rd tinh bot, bot Momordica grosvenori, phﬁn chiét Momordica
grosvenori, bdt cam thdo, phén chiét cam thao, bot hat Thaumatococcus daniellii, phﬁn
chiét hat Thaumatococcus daniellii, va sucroza, va céc chat 1am ngot nhin tao nhu
axesulfam kali, sucraloza, neotam, aspartam, va sacarin. Cu thé, chit 1am ngot tu nhién
tdt hon 1a duoc st dung, va cu thé, fructoza, glucoza, maltoza, sucroza, hodc duong thich
hop 1a dugc st dung tir quan diém mang lai cam gidc sang khoai, dé udng, hwong vi tu
nhién, va vi ddm da thich hgp. Thanh phﬁn ngot nhu vy cé thé duoc st dung don 1¢
hodc ¢ dang phdi hop ctia nhiéu loai‘ trong sd chiing.

Mbt khia canh cta sang ché dé xuét san phdm thuc pham hozc d6 ubng, chét c6
huong thom va dugce pham bao gdm san phim két tinh chira RebD cua sang ché (& day

r

con dugc goi tuwong Ung 1a “san pham thuc pham hoic dd udng cta sang che”, “chét ¢6
mui thom cua sang ché” va “dugc pham cta séng ché”). San pham thuc pham hozc )
ubng, chit c6 mui thom va dugc phim ciia séng ché khéng bi gi¢i han cu thé mién 1a
mdi loai trong s6 ching bao gdm san phdm két tinh chira RebD cua sang ché. San phim
thuc phidm hodc d6 udng & day co nghia la dd ubng va thuc phim, va san pham thuc

pham hoic d6 udng c6 nghia 1a dd udng theo cach twong ung thich hop hon. Do dé, theo

phuong an nhét dinh, sang ché dé xuét dd udng hoic thuc pham mdéi.
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Céc lugng cta tong steviol glycosit dugc bao gdm trong sin pham thuc phim
hodc dd ubng, chat c6 mui thom va duge phim ctia sang ché (phan triéu (part per million,
ppm) theo khéi lugng) khac nhau phy thudc vao san pham thuc pham hodc dd udng cu
thé, va, trong trudng hop cua d6 udng, lugng nay tdt hon 12 nim trong khoang tur 1 dén
800ppm theo khéi luong, va c6 thé, ching han, nim trong khoang tlr 20 dén 750, 20 dén
700, 20 dén 650, 20 dén 600, 20 dén 550, 25 dén 550, 30 dén 550, 35 dén 550, 40 dén
550, 45 dén 550, 50 dén 550, 55 dén 550, 20 dén 540, 25 dén 540, 30 dén 540, 35 dén
540, 40 dén 540, 45 dén 540, 50 dén 540, 55 dén 540, 20 dén 530, 25 dén 530, 30 dén
530, 35 dén 530, 40 dén 530, 45 dén 530, 50 dén 530, 55 dén 530, 20 dén 520, 25 dén
520, 30 dén 520, 35 dén 520, 40 dén 520, 45 dén 520, 50 dén 520, 55 dén 520, 20 dén
510, 25 dén 510, 30 dén 510, 35 dén 510, 40 dén 510, 45 dén 510, 50 dén 510, 55 dén
510, 20 dén 505, 25 dén 505, 30 dén 505, 35 dén 505, 40 dén 505, 45 dén 505, 50 dén
505, 55 dén 505, 20 dén 500, 25 dén 500, 30 dén 500, 35 dén 500, 40 dén 500, 45 dén
500, 50 dén 500, 55 dén 500, 20 dén 495, 25 dén 495, 30 dén 495, 35 dén 495, 40 dén
495, 45 dén 495, 50 dén 495, 55 dén 495, 20 dén 490, 25 dén 490, 30 dén 490, 35 dén
490, 40 dén 490, 45 dén 490, 50 dén 490, 55 dén 490, 100 dén 400, 150 dén 400, 200
dén 400, 250 dén 400, 300 dén 400, 100 dén 150, 100 dén 200, 100 dén 250, hodc 100
dén 300. Ham lugng duoc dat trong khoang nhu vay ¢6 loi thé 1a cho phép mang lai d§
ngot thich hop. O day, “ppm” c6 nghia la “phan triéu theo khdi luong”, trir khi c6 quy
dinh dac biét.

San pham thuc pham hodc dd udng, chét c6 mui thom va dugce phim cua sang
ché ¢6 thé mdi loai con bao gdm chét 1am ngot khéc vdi steviol glycosit. Cac vi du cla
ché phdm lam ngot khac nhu vy bao gdm cac chat 1am ngot tu nhién nhu fructoza,
duong, duong long fructoza glucoza, glucoza, maltoza, sucroza, duong long c6 ham
lwong fructoza cao, rugu dudng, oligosacarit, mét ong, nudc ¢p mia (dich ngot dudng

nau), xi ro tinh bot, bot Momordica grosvenori, phan chiét Momordica grosvenori, bot
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cam thao, ph?m chiét cam thao, bot hat Thaumatococcus daniellii, va phﬁn chiét hat
Thaumatococcus daniellii, va cac chit 1am ngot nhin tao nhu axesulfam kali, sucraloza,
neotam, aspartam, va sacarin. Cu thé, chit lam ngot tu nhién tdt hon 1a duge st dung,
vacu thé, fructoza, glucoza, maltoza, sucroza, hogc duong thich hop la duge su dung tur
quan diém mang lai cam gidc sang khodi, d& uéng, huong vi tw nhién, va vi ddm da thich
hop. Thanh phan ngot nhu vy c6 thé dugc st dung don 1é hodc & dang phdi hop ctia
nhiéu loai trong s chiing.

Céc vi du cua thuc phdm cua sang ché bao gdbm, nhung khong bi gidi han dac
biét, banh keo, banh mi va banh mi ngot, bot mi, mi s¢i, thuc phém tr gao, thuc phém
ché bién tir néng/lam san, thue phadm ché bién tir gia stc, thuc phim ché bién tir thuy
san, sira, san phém sira, chét béo va dAu/chit béo va thuc phém ché bién tir dau, gia vi,
va cac nguyén liéu tho khéc cta cac thuc pham.

Céc vi du caa dd udng clia sang ché bao gdm, nhung khdng bi gii han dac biét,
cac dd udng c6 ga, cac d6 udng khong c6 ga, cac d6 udng c6 cdn, cac d6 udng khong c6
cdn, cac dd ubng c6 vi bia nhu bia va bia khong cdn, cac dd ubng ca phé, cac do ubng
tra, cac d6 udng ca cao, cac d6 udng tang luc, va céc dd ubng chirc ning.

Vi du thye hién sang ché

Duéi day, sang ché s& dugc md ta cu thé hon dua vao cac vi du thit nghiém.

Trong céc vi du thtt nghiém sau ddy, TSG c6 nghia la bay loai bao g6m RebA,
RebB, RebC, RebD, Steviosit, RebF va RebM, trir khi ¢6 quy dinh dac biét.

Thir nghiém quy mod nhé dugc thuc hién trudce tién trong phong thi nghiém dé |
tim kiém cac didu kién két tinh RebD tbi wu, va mdi quan hé gitta céc diéu kién thir
nghiém khéac nhau va cac két qua duoc nghién ctru. Thir nghiém quy mo nhd nham tim
ra mdi quan hé chung gitta cac didu kién va cac két qua.

Vi du thr nghiém 1

DO siéu bdo hoa co6 tac dung rat 16n 1én hién tuong tao nhan va phat trién tinh
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thé. P hoa tan cia RebA dudi dang thanh phan chinh ctia 14 ¢4 ngot va RebD duéi dang
thanh phan dich, trong dung méi, duoc do.

Cu thé, 100ml dung moi c6 néng dod etanol da dugc xac dinh trudc (trong
luong/trong lugng) duge cho vao trong dung cu chia thuy tinh dung tich 50ml hodc
100ml (binh ddy tron co thé tach roi, Tokyo Rikakikai Co., Ltd.), da duoc dat dén nhiét
do da dugc xac dinh trude br?mg chau nude (PCC-7000, Tokyo Rikakikai Co., Ltd.) trudc,
va sau do khqu tron (SPZ-100, Tokyo Rikakikai Co., Ltd.) & 200rpm, va RebA (J-100,
Morita Kagaku Kogyo Co., Ltd.) hoiac RebD (Jining Renewal & J oint International,
China) dugc nap voi lugng du (lugng cho t6i khi thu dugce huyén phu). Sau 24 gi, phan
loc thu duoc bé'mg bd loc mang 0,45um, lugng cua RebA hodc RebD dugc bao gé)m
trong phan loc duge do bang LCMS (LCMS 8050 san xuét boi Shimadzu Corporation),
va duong cong do tan duoc tao ra. Cac két qua dugc minh hoa trén Fig.1. Theo Fig.1,
cac nong do hé)a tan bdo hoa twong tmg clia RebA va RebD trong dung moi etanol 90%
& 10°C 1a 8250ppm va 99,3ppm.

Vi du thtr nghiém 2

Trong thir nghiém ndy, anh huéng cta ty 1¢ cia RebD voi dung modi 1én ty 1€ thu
hoi cia RebD dugc x4c nhan.

Thit nghiém theo mot hé thanh phén ciia RebD duge thwe hign. Cy the, rugu
khong cai bién (loai 99,9% khdi luong) duge st dung, nude duge bd sung thich hop vao
d6 dé didu chinh néng do etanol, va do d6 dung moi etanol 50% khéi lugng duoc diéu
ché. Binh d4y tron c6 thé tach roi (san xuét béi Tokyo Rikakikai Co., Ltd.) duoc st dung
dé hoa tan RebD trong dung moi etanol 50% khdi luong trong céac diéu kién trong bang
du6i day. RebD & ddy dugc bd sung lam mam tinh thé v6i lugng sao cho ty 1¢ bd sung
mam tinh thé so v&i san lugng ky vong 1a 0,05. Tiép theo, budc lam ngudi dugc thuc
hién trong cac diéu kién sau day.

Cac didu kién két tinh
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Nhiét d6 ban dau: 45°C
Nhiét do két thuc: 10°C
RebD: san xuit bai Jining Renewal & Joint International

Téc do khudy: 100rpm

Béng 1
Mau RebD Dungmdi | Ty 1 bd sung Mam
(2 (ml) mam (Cs) (2)
1,47 100 0,05 0,0665
1,17 100 0,05 0,0515
0,96 100 0,05 0,0353

Ty 1 b sung mam tinh thé dugc tinh theo cong thic sau day.

Cs =Wy W

Trong cong thirc nay, Ws 1a luong cla mam tinh thé (don vi: g), Wi 1a san lugng
ky vong (g), va Cs la ty 1€ bd sung mam tinh thé (khong c6 thir nguyén).

Wi = (C-C")/1,000,000 x Luong dung moi

Trong cong thirc nay, C 12 ty 1€ cla luong (ngoai trir lugng cua mam tinh thé)
ctia RebD duoc bd sung vao dung mdi (ppm), va C™ 1a do hoa tan bdo hoa (ppm). Don
vi cuia lugng dung moai la ml.

Tiép theo, tinh thé thu duoc béng cach thuc hién qua trinh tach rén-léng. B0 loc
dé st dung trong qua trinh tach rén-lc")ng 1a bo loc mang 0,45um san xuit bi Advantec
Co., Ltd.

Sau d6, tinh thé RebD duoc rira bing etanol 99% khdi lugng. Tinh thé sau khi
ria dugc lam kho & 50°C.

Céc két qua duge minh hoa trén Fig.2. Nhan thdy rang ty 1é thu hdi (luong cla
RebD thu hdi dugce, so vé6i lugng ctia RebD duge st dung (bao gdm ca mam tinh thé))

bing khoang 75% dugc thé hién ngay ca & ty 1 batky.
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Vi du thr nghiém 3

Trong thir nghiém nay, &nh hudng cua ndéng do etanol dé str dung 1am dung moi
1én ty 1& thanh phan va san lugng TSG (téng steviol glycosit) cua san phim két tinh
RebD dugc nghién ciu.

San pham tinh ché thé c6 ty 1& thanh phan sau day (don vi: % khoi lugng) duge
didu ché. D tinh khiét ciia RebD trén TSG trong san phim tinh ché tho bang 1,8% khéi
lugng. Ham luong TSG trong san phim tinh ché tho 12 59,7% khdi luong.

Béang 2

RebA RebB RebC RebD Steviosit | RebF RebM | Chét khac
22,2 1,9 7,2 1,1 25,2 1,5 0,7 40,3

Luong sau day cua san pham tinh ché tho duoc hoa tan voi ndng do va lugng
dung mdi etanol (78°C) sau day.

Tiép theo, qud trinh 1am ngudi dugc thuc hién trong cac diéu kién profin nhiét
d6 va khudy tron sau day, dé ling dong tinh thé RebD. Binh day tron c6 thé tach roi (san
xuét boi Tokyo Rikakikai Co., Ltd.) duge st dung dé lang dong. Rugu khong cai bién
(loai 99,9% khdi luong) duge st dung lam etanol, va nudc duoce bd sung thich hop vao
d6 dé didu chinh ndng do etanol. G day, ty 1¢ ciia RebD vdi dung mdi bang 0,25% khoi
lugng, ty 18 ctia TSG voi dung moi bing 13,8% khoi luong, do siéu bdo hoa A cla
RebA (10°C) bang 5,10 (khi st dung dung moi etanol 90,50% khéi luong), do siéu bao
hoa oD ctia RebD (10°C) bing 24,37 (khi stt dung dung mdi etanol 90,50% khdi lugng),
va 6D/GA bang 4,78 (khi stt dung dung méi etanol 90,50% khéi luong).

Cong thire tinh do siéu bdo hoa 1a nhu sau. Nong do ban dau (ty 1& cla lugng
chét dugc bd sung vao dung moi) khong bao gdm lugng cua mam tinh thé.

o= (Ndng do ban dau - D tan bio hoa & 10°C)/ (P tan bio hoa ¢ 10°C)
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Bang 3
Cc thong sb ciia qué trinh két tinh so cp
Mau San phdm dugc tinh ché tho 250g
Dung moi EtOH 95,0% khéi luong, 90,5% khéi luong, 81,40%
khéi luong, 72,30% khdi lugng, 1100ml
Nhiét d6 chét 1ong (bét dau) 78°C
Nhiét d6 chit long (két thic) 10°C
Thoi gian 12 gio
Téc do khudy tron 600rpm
Profin nhiét do c6 kiém soat
Mam tinh thé -

Tiép theo, tinh thé RebD thu duoc bang cach thuc hién qua trinh tach ran-l1ong.
Bo loc dé sir dung trong qué trinh tach rén—léng 1a bd loc mang 0,45um san xuét boi
Advantec Co., Ltd.

Sau dé, tinh thé RebD duoc rira bing etanol 99% khdi luong. Tinh thé RebD
sau khi rira dugc 1am kho & 50°C, va do do6 thu dugc san phém két tinh RebD.

Ty 1€ ctia glycosit gitta san phim két tinh RebD thu dugc va phan loc duge phén
tich bing LCMS (LCMS 8050 san xuat bdi Shimadzu Corporation). Céc két qua dugc
minh hoa trén Fig.3 va Fig.4.

Trong trudng hop st dung etanol ¢ ndng do 95% khéi luong trong cac didu
kién ctia thir nghiém nay, khong thé thuc hién qué trinh tach ran-long do sw gia tang do
nhét ctia huyén phit ddc. Mic khéc, trong truong hop etanol ¢o ndng d6 khoang 70%
khéi luong, tinh thé khong dugc két tua.

Trong lac Fig.4 cho thdy rang su két ta tinh thé c6 xu huéng kém di trong
truong hop ndéng dd etanol thap, Fig.3 cho thdy rang do tinh khiét ctia RebD khong bi,v
anh hudng nhiéu boi ndng do etanol. Nhan thy rang ndng do dung moi etanol t61 wu ¢6
mit & ty 1€ ctia TSG voi dung moi, duge chip nhan trong thir nghiém nay (13,8%).

Vi du tht nghiém 4
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Téc @6 1am ngudi c¢6 anh hudng lén dén su xuat hién clia nhan tinh theé va su

phat trién tinh thé. Chéng han, trong truong hop cua tdc do lam ngudi cao, su tiéu thu

ctia qua trinh siéu bao hoa dugc thuc hién khong toan toan va su tao nhan thuong chiém

vu thé, trong qua trinh phat trién tinh thé tr trang thai ban dau ciia mot vai nhan. Mic

khac, trong truong hop qué trinh gidm nhiét do ¢ tbc do thip, su phat trién tinh thé

chiém wu thé. Tuy nhién, thoi gian két tinh ¢6 xu huéng dai hon trong trudong hop nay,

trong lic phu thudc vao muc tiéu thu ciia qud trinh si€u béo hoa.

Trong thir nghiém nay, anh huéng ctua tdc @6 1am ngudi 1én ty 1€ thanh phan va

san lugng TSG dugc nghién ciu.

Cu thé, san phdm két tinh RebD thu dugc bing cach thuc hién qua trinh két tinh

so cip theo cting mot cach nhu trong vi du thir nghiém 3 ngoai trir rang cac diéu kién

trong bang dudi day duoc chap nhan thay cho céc diéu kién trong bang 3.

Bang 4

Céc thong sb clia qué trinh két tinh so cap

Mau San phdm dugc tinh ché tho 250g
Dung mdi EtOH 90% khéi luong, 1100ml
Nhiét d6 chét l6ng (bat dau) 80°C

Nhiét do chét 1ong (két thic) 10°C

Thoi gian 6 gio

Téc d khudy tron 600rpm

Profin nhiét do

Lam ngudi nhanh, c6 kiém soét (xem Fig.5)

MaAm tinh thé

Céc két qua duge minh hoa trén Fig.6 va Fig.7. Nhu 16 rang tir Fig.6 va Fig.7,

thu dwoc san pham két tia c6 do tinh khiét cia RebD so v6i TSG thép hon ¢ toc do giam

nhiét 46 cao hon. San lugng cling gidm. San pham két tha c6 cac dic tinh nhét thu duge
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& toc dd giam nhiét d6 cao hon. Miac khéc, khong xac nhan dugc cac dic tinh nhét ¢ tde

do giam nhiét do thap hon.

Vi du thtt nghiém 5

Thoi gian két tinh ¢6 anh huéng 16n dén sw phat trién tinh thé va con c6 anh

huong dén chu ki thoi gian ciia toan bd bude tinh ché. Do d6, thoi gian két tinh con ¢6

anh hudng dén chi phi va céc dic tinh san phim (san lugng, do tinh khiét, va tuong tu).

Do d6, anh hudng cua thoi gian két tinh 1én ty 1& thanh phan va san lugng TSG duoc

nghién ciru trong thir nghi€ém nay.

Cu thé, san phdm két tinh RebD thu dugc bing cach thuc hién qud trinh két tinh

so cap theo cuing mdt cach nhu trong vi du thtr nghiém 3 ngoai tru ring cac diéu kién

trong bang dudi day duoc chép nhan thay cho céac didu kién trong bang 3.

Bang 5

Céc thong sb clia qué trinh két tinh so cip

Mau San pham dugc tinh ché thd 250g
Dung mdi EtOH 90% khéi lwong, 1100ml
Nhiét d chét long (bat dau) 80°C

Nhiét d6 chét 16ng (két thic) 10°C

Thoi gian 6 gio, 12 gio

Téc d6 khudy tron 600rpm

Profin nhiét do 6 kiém soat (xem Fig.8)
Mam tinh thé -

Céc két qua dugc minh hoa trén Fig.9 va Fig.10. Nhan thdy rang thoi gian két

tinh, trong lc khong anh hudng dén ty 1& thanh phan ctia glycosit, c6 anh hudéng dén

san lugng. Tinh thé duoc két tha thém nita ra khoi phan loc sau qud trinh két tinh trong

trromg hop két tinh trong 6 gio. Tur d6 cho rang thoi gian két tinh can it nhat 16n hon
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hodc bang 12 gid. O day cho rang viéc rit ngén hon nita thoi gian 6 thé phu thudc vao
viéc ¢6 hay khong mam tinh thé dugc su dung.

Vi du thtr nghiém 6

Trong thir nghiém nay, viéc c6 hay khong qua trinh két tinh tht cip duge thuc
hién v6i san pham két tinh so cip duogc nghién ctru cho muc dich gia tang thém nita do
tinh khiét ctia RebD. Cu thé, cac didu kién két tinh so cp dugc xac dinh nhu dugc thé
hién trong bang dudi day, dua vao céc két qua cia cic vi du tht nghiém 2 dén 5. San
pham két tinh so cp ciia RebD sau d6 thu dugc bing cach thyc hién qu trinh két tinh
so cip theo cling mdt cach nhu trong vi du thir nghiém 3 ngoai trir rang cac didu kién
trong bang dudi day duoc chép nhén thay cho cac diéu kién trong bang 3.

Bang 6

Céc thong sd ctia qué trinh két tinh so cip

Mau San phdm dugc tinh ché tho 250g

Dung moi EtOH 90% khéi luong, 1100ml

Nhiét do chit 1ong (bat dau) 80°C

Nhiét do chat 16ng (két thuc) 10°C

Thoi gian L6n hon hodc bang 6 gio
Téc do khudy tron 600rpm

Profin nhiét d6 (mutrc giam) 6 kiém soat

Mam tinh thé -

Sau do, san phém két tinh tha cép cua RebD thu duogc béng cach thuc hién qua
trinh két tinh tht cip theo cling mot cach nhu trong vi du thir nghiém 3 ngoai trur rang
cac diéu kién trong bang dudi diy duoc chép nhan thay cho céc diéu kién trong bang 3.
(3 day, ty 18 ctia RebD v6i dung méi 1a 0,56% khdi lugng. D9 siéu bao hoa cla RebA

(10°C) 14 -0,66 va d siéu bao hoa ctia RebD (10°C) 1a 53,6.
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Céc thong s ctia qué trinh két tinh tht cap

Mau

San phidm duoc tinh ché so cap 15,4¢

Dung mo6i

EtOH 90,0% khdi luong, 85% khéi lugng,
75% khdi lwong, 70% khéi lugng, 1100ml

Nhiét do chit 16ng (bat dau) 70°C
Nhiét do chét 16ng (két thuc) 10°C
Thoi gian 12 gio
Téc d6 khudy tron 350rpm

Profin nhiét d¢ (muc giam)

c6 kiém soat

Mam tinh thé

38/79

Céc két qua duoc minh hoa trén Fig.11 va Fig.12. Nhén thdy ring san luong b

giam bdi su giam ndng dd etanol cling trong qua trinh két tinh th&r cAp nhu trong trudng

hop nghién ctru dung moi trong qua trinh két tinh so cép trong vi du thtt nghiém 3.

Déi véi thong tin vé ty 1¢ thanh phin cudi cing va ty 1¢ san luong cta tinh thé

trong vi du thr nghiém nay, ty 1€ san lugng bang khoang 43% khéi luong trong trudng

hop cac hoat dong cho t6i khi két tinh thtt cap duge thyc hién trong céc dieu kién tai d6

dat duoc dd tinh khiét khoang 90% (nghia la, néng do etanol trong qua trinh két tinh thu

cap bang 70% khéi lugng).

Vi du thtr nghiém 7

Trong vi du thir nghiém nay, truong hop duoc nghién ctru khong phai la RebD,

ma RebA duoc két tinh trong qud trinh két tinh so cép.

Qua trinh chiét duoc thuc hién voi 14 kho cia ciy co ngot, va phén chiét tao ra

duoc tach rin-long. Ty 1& ham lugng cua mdi steviol glycosit trong 14 kho (don vi: %

khéi luong) 12 nhu sau. Ham lugng cua TSG trong 14 kho dugc st dung trong vi du thr
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nghiém nay bing 16,6g trén mdi 100g.

Bang 8
RebA RebB RebC RebD Steviosit RebF RebM Chét khac
11,7 0,1 1,0 0,6 2,6 0,3 0,3 83,4

39/79

Chét 16ng di dugc lam trong sau qua trinh tach ran-10ng duoc trai qua cac bude

g6m keo tu, tinh ché bang nhua, va co dic bang cach lam bay hoi. Két qua 13, thu dugc

san pham tinh ché thd ¢6 ty 1¢ thanh phan (don vi: % khi luong) dugc the hién trong

bang dudi day. T¥ 16 ctia RebD trén TSG trong san pham tinh ché tho 12 3,8% khoi luong.

Béng 9
RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM
69,5 0,4 5,3 3.8 18,3 1,8 1,5

Luong sau day cua san phim tinh ché tho duoc hoa tan véi ndng do va lugng

dung moi etanol (40°C) sau day. Ty 1€ b6 sung RebD vao dung méi 1a 0,22% khéi luong.

Tiép theo, tinh thé RebA duoc ling dong bang cach lam ngudi trong cac didu

kién profin nhiét do va khudy tron sau ddy. Binh ddy tron c6 thé tach roi (san xuét boi

Tokyo Rikakikai Co., Ltd.) dugc sit dung dé ling dong. Rugu khong cai bién (loai 99,9%

khéi lwong) duge st dung 1am etanol.

Tiép theo, tinh thé RebA thu duge bang cach thuc hién qua trinh tach ran-1ong.

B0 loc dé st dung trong qua trinh tach ran-16ng 12 bd loc mang 0,45um san xuét boi

Advantec Co., Ltd.

Sau do, tinh thé RebA duoc rira bing etanol 99% khéi lugng. Tinh thé RebA sau

khi rra dugce lam kho & 50°C.
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Céc théng sb clia qua trinh két tinh so cap

Mau San phdm dwgc tinh ché tho 25,8¢
Dung moi EtOH 99% khéi lwong, 70ml
Nhiét do chit long (bit dau) 40°C

Nhiét do chét 16ng (két thuc) 4oC

Thoi gian 18 gio

Téc d6 khudy tron 350rpm

Profin nhiét do

c6 kiém soat

MaAm tinh thé

40/79

San pham két tinh so cép dugc phan tich bang LCMS 8050 san xuét boi

Shimadzu Corporation. Bang 11 dudi day thé hién ty 18 ctia mdi steviol glycosit voi TSG

trong san phim két tinh so cép (don vi: % khéi lugng). Bang 12 md ta thong tin véty 1é

san lwong (don vi: % khéi lvgng). D tinh khiét cia RebA so v6i TSG 12 98,6% va ty 18

san lugng ciia RebA 1a 41,8%. Két qua 13, khoang 11,5% khi luong cta higu suat cia

RebD dugc hop nhit vao tinh thé RebA.

Bang 11
RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM
98,6 0 0 1,4 0 0 0
Bang 12

RebA | RebD

San pham két tinh so cdp (két tinh RebA) | 41,80 | 11,51

Tiép theo, qué trinh két tinh RebD tir nu6c cai clia qua trinh két tinh so cap duoc
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thir bing mam tinh thé RebD. Do tinh khiét ciia RebD so véi TSG 1a 16n hon hogc bang

94% khéi luong, nhu dugc thé hién trong bang dudi day.

Béang 13
RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM
4,1 0,3 94,1 1,4 0,0

Vi du thtt nghiém 8

Trong thtr nghiém nay, cac didu kién dugce toi vu hoa thu duge dudi dang cac

két qua ctia thir nghiém quy mé nhé duge thuc hién trong phong thi nghiém dugc chép

nhan @ thuc hién qué trinh két tinh RebD.

Qua trinh chiét dugc thuc hién vai la kho cta cdy co ngot, va phan chiét tao ra

duoc tach ran-1ong. Ty 1& ham luong cua mdi steviol glycosit trong 14 kho 1a nhu sau.

Ham luong cta TSG trong 14 kho duoc sir dung trong vi du thir nghiém nay la 8,7¢g trén

mdi 100g.

Bang 14
RebA RebB RebC RebD | Steviosit | RebF | RebM | Chéatkhac
6,2 0,1 0,4 0,7 0,6 0,2 0,5 91,3

Chét long da duge lam trong sau qua trinh tach ran-16ng dugc trai qua cac bude

gbm keo ty, tinh ché bang nhua, va cd dic bang cach lam bay hoi. Két qua 13, thu duge

san phim tinh ché thé c6 ty 1¢ thanh phan (don vi: % khéi lugng) dugc thé hién trong

bang dudi ddy. Ty 1& ciia RebD trén TSG trong san pham tinh ché thd 1 4,6% khéi lugng.

Ty 16 ctia TSG trong san phém tinh ché tho 1a 54,0% khdi lugng.

Bang 15
RebA RebB RebC RebD Steviosit RebF RebM | Chét khac
39,0 0 2.3 2.5 8.2 1,2 0,78 46,0
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Luong sau day cua san pham tinh ché tho (dugc thé hién duéi dang mau trong
bang) dugc hoa tan theo ndng do sau day va lugng dung méi etanol (40°C). O day, ty 18
ctia TSG v6i dung méi 1 12,5% khéi luong, ty 16 ciia RebD véi dung mdi 14 0,58% khéi
luong, d6 siéu bio hoa ciia RebA (10°C) 1a 9,98, va do siéu bio hoa cua RebD (10°C)
la 57,64.

Tiép theo, qua trinh két tinh duoc thuc hién bang cach 1am ngudi trong cac didu
kién profin nhiét do va khudy tron sau ddy. Binh ddy tron c6 thé tach roi (sin xudt boi
Tokyo Rikakikai Co., Ltd.) dugc sur dung trong qué trinh két tinh. Rugu khong cai bién
(loai 99,9% khéi lugng) duoc st dung 1am etanol, va nuéc duge bd sung thich hop vao
d6 dé didu chinh ndéng do etanol.

Tiép theo, tinh thé thu dugc béng cach thuc hién qua trinh tich rén-lc”)ng. B0 loc
dé st dung trong qud trinh tich ran-10ng 12 bo loc mang 0,45um san xuét boi Advantec
Co., Ltd.

Sau d6, tinh thé duoc rira bing etanol 99% khdi lugng. Tinh thé sau khi rira
dugce 1am kho & 50°C.

Bang 16

Céc thong sb clia qua trinh két tinh so cap

Mau 18,6g
Dung mbi EtOH 90% khdi lwong, 80ml

Nhiét do chat long (bat dau) 40°C

Nhiét @6 chét 1ong (két thic) 17°C

Thoi gian 18 gio

Téc d6 khudy tron 350rpm
Profin nhiét d6 c6 kiém soat
Mam tinh thé -
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Nho qua trinh két tinh so cp, c6 thé thu duge 343mg tinh thé ¢6 do tinh khiét
clia TSG (ty 18 ctia TSG trén san pham két tinh) bing 76,2% va dd tinh khiét cia RebD
(ty 1€ cua RebD trén TSG) bang 70,5%. Ty 1& san lugng (ty 1€ san lugng trén mdi buéde
don vi) 12 39,5%.

Vi du thir nghiém 9

Qua trinh chiét dugc thuc hién véi 14 kho clia ciy co ngot, va phﬁn chiét tao ra
duge tach rén-16ng. T¥ 1& ctia mdi steviol glycosit trén TSG trong 14 khd (% khoi lwong)
]a nhu dugc md ta dudi day. Ham lugng ctia TSG trong 14 khod dugc st dung trong vi du
thir nghiém nay 14 11,8g trén mdi 100g.

Bang 17

RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM

76,1 0,9 4,4 6.9 3,6 2,4 5,8

Chét long d3 dugc lam trong sau qua trinh tach ran-16ng duoc trai qua cac bude
gdm keo tu, tinh ché bing nhya, va cb dic bing cach lam bay hoi. Ché phim steviol
glycosit tao ra duoc sdy phun, d8 thu duoc san pham tinh ché tho. Ty 1é thanh phan cua
san pham tinh ché thd sau khi sdy phun la nhu sau.

Béang 18

RebA RebB RebC RebD Steviosit RebF RebM | Chét khac

41,0 0,3 2,9 3,7 3,7 1,4 2,9 44,0

Ruou khong cai bién (loai 99,9% khéi lugng) dugce st dung, va nudc duge bd
sung thich hgp vao do dé diéu chinh etanol c6 ndng dd va lugng sau day.
Dung cu chira dung cho qud trinh két tinh (c6 dung tich 11) dugc trang bi may

khudy duoc nap dung mdi etanol va dugc gia nhiét.
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Khi nhiét d ctia dung mdi etanol dat khoang 55°C, dung cu chita dugc nap san

phim tinh ché thd.

Nhiét do duoc giam bang cach khudy trén & khoang 350rpm. Viéc lam ngudi &

day dugc thuc hién dong déu ddi véi thoi gian lam ngudi (nghia 13, 11 gio) - 1 gio (nghia

13, 10 gid).

Sau khi hoan thanh qué trinh két tinh, qua trinh tach rén-léng duoc thuc hién.

Bb loc dé sir dung trong qué trinh tach rin-16ng 12 bd loc mang 0,45um san xudt boi

Advantec Co., Ltd.

Tinh thé tao ra dugc lam kho & 60 dén 70°C.

Bang 19

Céc thong sb ctia qua trinh két tinh so cip

Ty 1é cua TSG véi dung mdi

12,8% khdi luong

Dung mdi EtOH 90% khdi luong, 482ml
Nhiét do chét 16ng (bét dau) 55°C

Nhiét do chit 16ng (két thic) 17°C

Thoi gian 11 gio

Tbc @6 khqu tron 350rpm

Mtc giam nhiét dd 6 kiém soét

Mam tinh thé -

Ty 16 san luong trén mdi bude don vi (7 18 RebD két tinh v6i RebD bao gdm

trong san pham tinh ché thd truéc qua trinh két tinh) 1a 80,0% khéi lwgng. DY tinh khiét

ctia TSG (ty 1¢ ciia TSG véi san pham két tinh) 12 63,2% khdi luong va do tinh khiét cua

RebD (ty 1¢ ciia RebD vé6i TSG) 1a 35,8% khéi lugng.

Vi du thir nghiém 10

Thtr nghiém nay nghién clru vé qua trinh két tinh RebD trong trudong hgp mot
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lugng 16n RebA c6 mit trong dung mdi etanol, nghia 1, trong truong hop cta dg siéu
bdo hoa cao cia RebA.
1. Chiét-tach rén-léng

Nudre trao ddi ion v6i luong 15 1an (khdi lwgng) so véi 14 co ngot kho (ty 1& ham
luong nudce: 3 dén 4% trong lugng) dugce gia nhiét dén 60°C + 5°C, va 14 co ngot kho
dugc ngam trong nuée. Sau d6, qua trinh chiét dugc thuc hién bang thiét bi chiét nhao
tron (SKN-R100, san xudt béi Sanyukiki Co., Ltd.) trong 60 phut, bing cach khudy tron
béng thanh khuéy & toe do 8rpm. Tiép theo, qua trinh loc dugc thyc hién béng cach cho
di qua ray 18-mech va 140-mech, qué trinh lam ngudi dugc thuc hién bang nude lanh
trong thiét bi trao ddi nhiét, va phan loc dugc tich ran-10ng trong mdy ly tim dang dia
(9150rpm (11601G), 241/phut), d& thu dugc chit 1éng chiét so clp. Trong khi do, 14 sau
khi loc duge chiét 1an nita trong cing cac diéu kién va duoc tach rin-long dé thu dugc
phan chiét 16ng thir cdp trong sudt, va chét 16ng chiét nay dugc bd sung vao chét 1ong
chiét so cdp dé thu duge chét 1ong di dugc lam trong.

Ty 18 cia mdi steviol glycosit trén TSG trong 14 kho dugc do theo phuong phéap
sdc ky 16ng-phd khéi (liquid chromatography mass spectrometry, LC/MS/MS) (LCMS
8050 san xuét boi Shimadzu Corporation). Céc két qua duogc thé hién trong bang dudi
day (don vi: % khéi lugng).

Bang 20

RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM

68,3 0,6 4,2 10,2 10,2 1,8 4,8

2.Keo tu

Ca(OH), (dwoc tinh tir Brix (ndng do ham lugng chét rén tan dugc)) dugc bo

sung vao chat long da dugc lam trong voi lugng tuong tmg véi 16,16% khéi luong clia
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ham luong chat rén tan dugc trong chit 1ong di dugc 1am trong, va chét 1éng hon hop
tao ra dugc khudy tron trong 15 phut. Sau d6, FeCls3-6H20 duge bd sung v6i lugng twong
g dén 28,28% khéi luong ctia ham lugng chét rin tan dugc trong chét 16ng da dugc
lam trong, chat long hdn hop dugce khudy tron trong 30 phut va d6 pH duoc diéu chinh
dén 7 bang axit xitric, va sau d6 dung dich chitosan 0,5% (trong lwong/thé tich) duge bd
sung theo thé tich (ml) twong ing véi 5,63 ]An ham lugng chét ran tan dugc (g) trong
chét 16ng da dugc lam trong. Chét 16ng hdn hop dugc khudy tron manh trong 3 phut va
khudy tron nhe trong 2 phut, va sau d6 dé yén trong 10 phut. Sau do, san phim két tia
héa ran mang dién trung tinh duoc loai bo bang céach ly tAm. Két qua 13, thu dugc chét
long xur ly trong sudt.

3. Tinh ché bing nhya

Trong qua trinh tinh ché bang nhua, dugc thyc hién 1a (i) tinh ché bang nhua
trao ddi anion va (ii) tinh ché biang nhya xbp ki nu6e (nhom trao d6i ion khong duge
dua vao).

(i) Tinh ché biang nhya trao d6i anion

Cot duge nhdi nhwa trao dbi anion bazo ¢6 do xép cao (san xuét bai Mitsubishi
Chemical Corporation), va cot nay dugc nap chét 16ng xit 1y sau khi keo tu va tach, aé
thuc hién qua trinh tinh ché. Cot duge nap chat 1ong xir Iy sau khi keo tu va tach, va sau
d6 duge day bing nude trao ddi ion theo thé tich bang hai lan thé tich cla cot, va dung
dich bao gém ché phém steviol glycosit tinh ché dugc thu hdi. Cac tap chit mau den va
thanh phan c6 mau trong chét long xir ly duoc loai bo bang qua trinh tinh ché nay.

(ii) Tinh ché bing nhwa xép ki nude

Cot duoc nhdi nhya xdp ki nudc (san xudt boi Mitsubishi Chemical
Corporation), va cot nay dugc nap mau thir nghiém sau budc (i) tinh ché béng nhua trao
ddi anion, dé thuc hién qua trinh tinh ché. Nhua xép ki nudc duge sir dung 6 day la nhua

ma 1a copolyme cua styren va divinylbenzen, khong ¢6 nhom trao doi ion, va c6 ban
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kinh 15 x6p thuong gap nhét bing 45A. Cot duge nap dung dich sau budc (i) tinh ché da
mo ta & trén, va sau dé cot dugc rua bé‘mg dung dich axit xitric 0,01M trong nudc voi
thé tich bang 3 lan thé tich cua cot va dung dich natri hydroxit 0,0 1M trong nudc véi thé
tich bang 3 14n thé tich cta cot. Sau d6, ché pham steviol glycosit dugc rira giai va thu
hdi bang dung dich etanol 60% trong nudc véi thé tich bing 4 lan thé tich ctia cot.
4. C6 dac bang cach lam bay hoi

Thiét bi 1am bay hoi chin khong mang mong ly tdm Evapol (san xuét boi
Okawara Mfg. Co., Ltd.) duogc st dung dé loai bo etanol bang cach co dic bang cach
lam bay hoi dung dich. Nudc con lai ngay ca sau khi xtt ly ¢6 dac bang cach lam bay
hoi, va ché pham & dang chét long.

Ché pham steviol glycosit tao ra dugc sdy phun, dé thu dugc san pham tinh ché
tho. T¥ 16 thanh phan clia sin phim tinh ché thd sau khi sdy phun (don vi: % khoi lugng)
la nhu sau.

Bang 21

RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM | Cac chét khac

67,0 0,0 4,1 7,5 11,5 1,6 3,3 5.1

Qua trinh két tinh dugc thuc hién theo cing mdt cach nhu trong vi du thir nghiém
9 ngoai tru rang céac diéu kién trong bang dudi day duoc chép nhan. Cac két qua dugc
thé hién trong bang 31 dudi day.
Béang 22

Céc thong sd ciia qua trinh két tinh so cap

Dung moi EtOH 90% khbi luong, 734,8ml

Ty 18 ctia RebD v6i dung méi | 1,6% khdi lugng

Nhiét do chét 1ong (bt dau) 55°C

Nhiét do chét 1ong (két thic) 10°C
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Thoi gian 11 gio

Téc d6 khudy tron 350rpm
Profin nhiét do 6 kiém soat
Mam tinh thé (RebD) Cs=0,08

Vi du thtt nghiém 11

Qua trinh chiét va qua trinh tach ran-1ong duge thuc hién theo cung mot cach
nhu trong vi du thir nghiém 10. Ty 1€ cua mdi steviol glycosit trén TSG trong 14 kho (%
khéi luong) duge do theo cung mot cach nhu trong vi du thtr nghiém 10, va nhu dugc
thé hién trong bang dudi day.

Béang 23

RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM

68,4 1,0 5,4 9,2 7,8 1,5 6,6

Cac buéc g@)m keo tu, tinh ché bﬁng nhua, va c6 dac bﬁng cach lam bay hoi
duoc thuc hién theo cing mot cach nhu trong vi du thtt nghiém 10. Ché pham steviol
glycosit tao ra dugc sdy phun, dé thu dugc san pham tinh ché tho. Ty 1é thanh phan ctia
san pham tinh ché tho sau khi sdy phun (% khoi lugng) 1a nhu sau.

Bang 24

RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM | Cac chét khac

64,8 0,6 5,5 8.1 9.1 1,3 4,7 6,0

Qua trinh két tinh so cép duoc thuc hién theo cing mdt cach nhu trong vi du thu

nghiém 9 ngoai trur rang cac diéu kién trong bang dudi day dugc chép nhan.
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Céc thong sb clia qué trinh két tinh so cip

Dung moi

EtOH 90% khdi lwong, 1117ml

Ty 1€ ctia RebD v6i dung moi

1,6% khdi lwong

Nhiét do chit 16ng (bat dau) 55°C
Nhiét do chat 16ng (két thic) 10°C
Thoi gian 7,5 gio
Téc d6 khudy tron 350rpm

Profin nhiét do 6 kiém soat
Mam tinh thé (RebD) Cs=0,08

49/79

Qua trinh két tinh tha cép duoc thuc hién theo cing mdt cach nhu trong qua

trinh két tinh so cip ngoai trir rang cac diéu kién trong bang dudi day dugc chép nhan.

Céc két qua duge thé hién trong céac bang 31 dén 33 dudi day.

Bang 26

Céc thong sb clia qué trinh két tinh thi cap

Dung mdi EtOH 90% khéi luong, 715ml
T§ 18 ciia RebD v6i dung mdi | 2,2% khoi lwong

Nhiét d6 chit 1ong (bat dau) 55°C

Nhiét d6 chat 16ng (két thic) 10°C

Thot gian 24 gid

Téc @6 khudy tron 350rpm

Profin nhiét do 6 kiém soat

Mam tinh thé (RebD) Cs=0,08
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Vi du tht nghiém 12

Qua trinh chiét va qua trinh tach ran-16ng dugc thuc hién theo cing mot cach
nhu trong vi du thir nghiém 10. Ty 1€ cua mdi steviol glycosit trén TSG trong 14 kho (%
khéi luong) duoc do theo cung mot cach nhu trong vi du thir nghiém 10, va nhu dugc
thé hién trong bang duéi day.

Bang 27

RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM

53,6 1,2 4,2 20,5 11,2 1,1 8.2

Céac buéc gdm keo tu, tinh ché bang nhua, va co dic bang cach lam bay hoi
dugc thuc hién theo cung mdt cich nhu trong vi du thtr nghiém 10. Ché phim steviol
glycosit tao ra dugc sdy phun, dé thu duoc séan pham tinh ché tho. Ty 16 thanh phan cta
san pham tinh ché tho sau khi sdy phun (% khéi lugng) 1a nhu sau

Bang 28

RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM | Cac chét khac

50,8 0,4 4,7 15,3 13,8 1,1 5.9 8,1

Qua trinh két tinh dugc thuc hién theo cing mdt cach nhu trong vi du thir nghiém
9 ngoai trur rang cac diéu kién trong bang dudi ddy duoc chip nhan. Do siéu bdo hoa
clia RebA (10°C) 1a 8,2 va do siéu bao hoa ciia RebD (10°C) 1a 160,1.
Bang 29

Céc thong sb ciia qua trinh két tinh so cip

Dung mdi EtOH 90% khéi luong, 1538ml

Ty 1¢ ctia RebD v6i dung mdi | 1,6% khéi lugng

Nhiét do chét 1ong (bat dau) 55°C

Nhiét do chat 1ong (két thiic) 10°C
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Thoi gian

7,5 gio

Téc do khudy tron

200rpm

Profin nhiét do 6 kiém soat
Mam tinh thé (RebD) Cs=0,08

51/79

Qua trinh két tinh tha cép duoc thuc hién theo cing mdt cach nhu trong qua

trinh két tinh so cép ngoai trix rang cac diéu kién trong bang dudi déy dugc chép nhan.

Cac két qua dugc thé hién trong bang 32 va bang 33.

Bang 30

Cac thong sé clia qua trinh két tinh thi cAp

Lugng san pham tinh ché thd

dugc bd sung

Khoang 42¢

Dung moi

EtOH 90% khdi lwong, 715ml

Ty 1€ cua RebD vé6i dung moi

3,4% khbi luong

Nhiét do chét 1ong (bét dau) 55°C

Nhiét do chét long (két thic) 10°C

Thoi gian 24 gio

Téc do khudy tron 200rpm
Profin nhiét do c6 kiém soat
Mam tinh thé -

Céc bang du6i déy thé hién do tinh khiét va do sidu bio hoa ctia mdi thanh phan,

va ty 1€ san lugng cua RebA trén mdi budc don vi-ty 1€ san lugng ciia RebD trén moi

budce don vi, trong cac san pham tinh ché thé dugc st dung trong cac vi du thur nghiém

10 dén 12.

M3i do tinh khiét ciia RebA va do tinh khiét clia RebD dugc do bang LCMS
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8050 san xuit béi Shimadzu Corporation, va dugc biéu dién dudi dang ty 1€ (trong
lugng/trong lugng) so véi TSG.

Cong thirc tinh d siéu bdo hoa la nhu da mo ta ¢ trén. Khi tinh d0 siéu bao hoa,
cac do tan bao hoa tuong tmg (EtOH 90% khéi luong, 10°C) ctia RebA va RebD 1a nhu
sau.

RebA = 8270,5ppm

RebD = 99,33ppm

Ty 1€ san luong cua RebA trén mdi budc don vi 1a ty 1€ cua lugng cia RebA
duogc bao gdm trong san pham két tinh v6i lugng ciia RebA trong nguyén liéu tho dugc
st dung trong qua trinh két tinh. Piéu tuong tu dugc ap dung vai ty 1€ san lugng cla

RebD trén moi budc don vi.
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Gia dinh réng su két tia ciia RebA, trong luc phu thudc vao do siéu bao hoa clia
RebD, duoc tang 1én vai df siéu bdo hoa ciia RebA nim trong khoang tir 15 dén 18 lam
ranh gidi. Trong luc mot s6 do tinh khiét 16n hon 100% trong cac bang néu trén, ly do
cho diéu nay dugc cho 1a vi trong lugng dugce tang 1én do dung mdi con lai hodc ¢o bat
ky sai sd phén tich nao.

Vi du thttr nghiém 13

Thir nghiém nay nghién ctru v& viéc c6 hay khong ty 1& thanh phan ciia san pham
két tinh RebD bi thay dbi khi sit dung dung méi etanol lam dung méi dé két tinh, so voi
khi sir dung dung mdi metanol.

Hai loai san phdm két tinh RebD thu dugc. Ca hai san phdm nay dugc cho 1a
duoc két tinh bing dung moi metanol. Mau s6 1 1a san phim két tinh RebD san xuét boi
GLG, va miu s 2 1a san pham két tinh RebD san xut béi INRJ.

San pham két tinh thw cip cia RebD thu duogc trong vi du thir nghiém 11 duoc
chip nhén 12 mau s6 3.

Qua trinh chiét va qua trinh tach rén-l()ng duoc thuc hién theo cing mdt cach
nhu trong vi du thtr nghiém 10. Ty 1€ cua mdi steviol glycosit trén TSG trong 14 kho (%
khdi lwong) duge do theo cling mdt cach nhu trong vi du thir nghiém 10, va nhu duoc
thé hién trong bang dudi day.

Bang 34

RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM

66,9 1,1 5,1 9,6 12,5 1,3 3.4

Céc budc gdm keo tu, tinh ché bing nhua, va c6 dc bang cach lam bay hoi
dugc thuc hién theo cling mot céch nhu trong vi du thit nghiém 10. Ché pham steviol
glycosit tao ra duge shy phun, dé thu duge san pham tinh ché thé. Ty 1¢ thanh phan ciia

san pham tinh ché tho sau khi sdy phun (% khéi lugng) 1a nhu sau.
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Bang 35
RebA RebB RebC RebD | Steviosit | RebF RebM | Chét khac
55,8 0,1 0,0 6,6 11,1 1,1 2.4 22,9

56/79

Qua trinh két tinh so cép duoc thuc hién theo cing mdt cach nhu trong vi du thu

nghiém 9 ngoai trr rang cac diéu kién trong bang dudi day duogc chap nhan. o siéu bao

hoa cta RebA (10°C) 1a 16,1 va d siéu bdo hoa cua RebD (10°C) 1a 160,2.

Béang 36

Céc thong sb clia qua trinh két tinh so cip

Dung moi

EtOH 90% khéi lwong, 819ml

Ty 1€ ctia RebD védi dung moi

1,6% khdi luong

Nhiét do chat long (bat du) 55°C

Nhiét do chét 16ng (két thic) 10°C

Thoi gian 6 gio

Téc d6 khudy tron 200rpm
Profin nhiét do 6 kiém soat
Mam tinh thé (RebD) Cs=0,08

Qué trinh két tinh thu cap duoc thyc hién theo cung mot cich nhu trong qua

trinh két tinh so cép ngoai trir rang cac didu kién trong bang dudi ddy duoc chép nhan.

Bang 37

Céc thong s ctia qué trinh két tinh thir cap

Dung moi

EtOH 90% khéi lwong, 715ml

Ty 1€ ctia RebD vdi dung moi

1,94% khéi lugng

Nhiét do chét 16ng (bat dau)

55°C

Nhiét d6 chét 16ng (két thic)

10°C
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Thoi gian 24 gid

Tdc do khuéy tron 200rpm
Profin nhiét d6 6 kiém soat
Mam tinh thé (RebD) -

San pham két tinh th cAp ctia RebD thu duge duge chép nhan 1a mAu s 4.

Bang 38
Do tinh | Do tinh | Do tinh [P quéa bao [P qua bio| o(D)/c(A) | D tinh | DO tinh |Ty 1€ san
khiét ctia| khiét cta |khiét cia| hoaoc hoa o khiét caa| khiét ctia | luong
RebA RebD TSG | (RebA)d | (RebD) & RebA sau|RebD sau| cua
trudce khi| trude khi |trude khi|  10°C 10°C khikét | khikét | RebD
kéttinh | kéttinh | két tinh tinh thtt | tinh thir | trén mdi
tht cAp | thir cdp | thi cap chp (%) | cap (%) |budc don
(%) (%) (%0) vi (%)
25,9 57,8 115 0,04943 | 193,81 3920,8 8,3 90,6 86,7

57/79

San pham két tinh tht cdp cta RebD thu dugc trong vi du thtr nghiém 12 dugc

chap nhéan 1a mau so 5.

San pham thu dugc bang cach 1am kho thém nira mAu s6 4 & nhiét dd ndm trong

khoang tr 60 dén 70°C trong 3 ngay dugc chép nhén 12 mau 56 6.

Séan pham thu dugc bang cach lam khd thém nira mAu s 5 & nhiét do ndm trong

khoang tir 60 dén 70°C trong 3 ngay dugc chap nhan la mu s6 7.

MBJi trong sb cac miu dugc hoa tan trong dimetylformamit lan luot, va ham

luong metanol va ham lugng etanol dugc do bang HS (head space)-GC/MS. Cac két qua

dugc thé hién trong bang dudi day.
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Bang 39
$6 | Lamkho | MeOH (ppm) | EtOH | MeOH/EtOH | Gié tri téi thiéu ctia
thém (ppm) MeOH/EtOH ky
vong*
1 5 4000 0,00125 0,00100
2 30 1500 0,02000 0,00600
3 | Khong 0,9 4200 0,00021
Nhé hon giéi han xac
dinh t4i thiéu
9 13000 0,00069
5 1,8 11000 0,00016
Nho hon gi6i han xac
dinh i thiéu
6 Co 4 9500 0,00042
7 3 6500 0,00046

*dugc tinh bang cach cho rang gi6i han dudi cia EtOH thong thuong theo lugng
chuén 12 5000ppm

Vi du thtr nghiém 14

1. Chiét- tach ran-long

Nude vé6i lugng 15 14n (khéi lugng) so véi 14 ¢6 ngot kho (ty 1¢ ham luong nude:
9 dn 11% trong luong) duoc gia nhiét dén 60 dén 65°C, va 14 ¢6 ngot kho dugc ngam
trong nugc. Sau do, qué trinh chiét dugc thuc hién trong 60 phut, béng cach khqu tron
& tde do 75rpm bang cach st dung canh khudy (ban kinh 27cm x 2 canh khudy x 2 tng)
trong bé khudy tron (thé tich: 4001). Tiép theo, hdn hop ctia 14 c6 ngot khod va nude duge |
loc bang cach cho di qua ray (100-mesh) duoc lam bang ni 16ng dit trong phéu Buchner
¢6 duong kinh bing 95cm, dét chira tao silic (Celite 503) dugc bo sung, qua trinh loc
duoc thuc hién bang cach loc ép, va qua trinh loc bing mang vi loc (kich thudce 16:
10um) dugce thuc hién dé tach rén-10ng, dé thu duoc chét long chiét so cip. Trong khi
do, 14 sau khi loc duoc chiét 1an nita trong ciing cac didu kién va duoc tach ran-1ong aé
thu dugc phan chiét 16ng thu cép trong sudt, va chét 16ng chiét duge bb sung vao chat

16ng chiét so cap dé thu duoc chét 16ng di dugc 1am trong.
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2. Keo tu

Ca(OH), (duoc tinh tir Brix (ndng do ham luong chét rén tan dwgc)) dugc bd
sung vao chit 1éng da duge lam trong v6i luong twong tmg véi 16,16% khéi luong clia
ham luong chét ran tan dugc trong chét 1ong di duogc lam trong, va chét 1ong hon hop
tao ra dugc khudy tron trong 15 phut. Sau d6, FeCl3-6H20 duge bd sung véi luong tuong
{mg voi 28,28% khéi lugng ciia ham lugng chit rin tan dugc trong chit long da dugc
lam trong, chit 1ong hdn hop dugc khudy trén trong 30 phut va do pH duoc diéu chinh
dén 7 béng axit xitric, va sau do dung dich chitosan 0,5% (trong luqng/thé tich) dugc bd
sung theo thé tich (ml) tuwong ung vai 5,63 1An ham luong chét rin tan dugc (g) trong
chét 1ong da dugc lam trong. Chét 16ng hdn hgp dugc khudy tron manh trong 3 phit va
khudy tron nhe trong 2 phut, va sau d6 dé yén trong 10 phut. Sau do, san phim két tia
hoéa rdn mang dién trung tinh dugc loai bd bang cach ly tam. Két qua 13, thu dugc chat
long x1r 1y trong subt.

3. Tinh ché bang nhua

Trong qua trinh tinh ché bang nhua, dugc thyc hién 1a (i) tinh ché bing nhua
trao ddi anion va (ii) tinh ché bang nhua x6p ki nudc (nhom trao d6i ion khong dugc
dua vao).

(i) Tinh ché bing nhya trao ddi anion

Cot duge nhdi nhya trao dbi anion bazo c6 dd xdp cao (san xuit bdi Mitsubishi
Chemical Corporation), va cot nay dugc nap chét 16ng xtr Iy sau khi keo tu va tach, dé
thuc hién qua trinh tinh ché. Cot duge nap chét 16ng xtr Iy sau khi keo tu va tach, va sau
d6 dugc ddy bang nudc trao d4i ion theo thé tich bing hai 1an thé tich ctia cot, va dung
dich bao gém ché pham steviol glycosit tinh ché dugc thu hdi. Cac tap chit mau den va
thanh phan c6 mau trong chét 1ong xtr Iy dugc loai bo bang qua trinh tinh ché nay.

(ii) Tinh ché bing nhya x6p ki nudc

Cot dugc nhdi nhua xbp ki nuéc (san xudt béi Mitsubishi Chemical
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Corporation), va cdt nay dugc nap mau thir nghiém sau budce (i) tinh ché bang nhua trao
dbi anion, dé thuc hién qua trinh tinh ché. Nhua xép ki nuGe duoc sir dung & day 1a nhya
ma 13 copolyme cua styren va divinylbenzen, khong ¢6 nhém trao d6i ion, va c6 ban
kinh 15 x6p thudng gap nhét bing 45A. Cot dugc nap dung dich sau budc (i) tinh ché da
mo ta & trén, va sau do cdt dugce rura béng dung dich axit xitric 0,01M trong nudc voi
thé tich béng 3 1an thé tich cua cot va dung dich natri hydroxit 0,0 1M trong nudc véi thé
tich bang 3 1an thé tich cta cot. Sau d6, ché phédm steviol glycosit dugc rira giai va thu
hdi bang dung dich etanol 60% trong nudc voi thé tich bing 6 1an thé tich cia cdt.
4. Cb dic bang cach lam bay hoi

Thiét bj 1am bay hoi chan khong mang moéng ly tim Evapol (san xuat boi
Okawara Mfg. Co., Ltd.) duogc st dung dé loai bo etanol bang cach ¢b dic bang cach
Jam bay hoi dung dich. Tiép theo, mt thiét bi lam bay hoi dugc sir dung dé c6 riéng r&
& hai giai doan, bang cach do loai bo etanol. Nudc con lai ngay ca sau khi xir ly ¢6 dac
bing cach 1am bay hoi, va ché phim & dang chat 16ng.

Ché pham steviol glycosit tao ra dugc sdy phun, dé thu duoc san phdm tinh ché
thd. Ty 18 thanh phan ctia san phim tinh ché thd sau khi séy phun (don vi: % khoi lugng)
la nhu sau.

Béang 40

RebA RebB RebC RebD Steviosit RebF RebM | Chét khac

23,02% 0,55% 2,75% 25,45% 15,29% 0,68% | 13,52% 18,73%

Ruou khong cai bién (loai 99,9% khdi lugng) duge sir dung, va nuée duge bd
sung thich hgp vao do dé diéu chinh etanol c6 ndng do va lugng sau day.
MOt binh riéng ré dugc nap dung mdi etanol, va dugc gia nhiét.

Khi nhiét dd cia dung moi etanol dat khoang 71°C, dung cu chtra dugc nap san

pham tinh ché thé va mam tinh thé. O ddy, do siéu bdo hoa cta RebD (10°C) la 162,854
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va dd siéu bao hoa ctia RebA (10°C) 1a 0,793.

Nhiét do duoc giam bang cach khudy tron.

61/79

Sau khi hoan thanh quaé trinh két tinh, quaé trinh tach rén-léng dugc thuc hién.

Bo loc dé str dung trong qué trinh tach ré_n-lc’)ng 1a bd loc mang 0,45um san xuét béi

Advantec Co., Ltd.

Tinh thé tao ra dugc lam kho & nhiét do ndm trong khoang tir 60 dén 70°C.

O day, ty 18 bd sung mam tinh thé (Cs) 1a 0,08.

Bang 41

Céc thong sb cla qué trinh két tinh so cap

Dung mdi EtOH 90% khdi luong, 35,21
Ty 1€ cta RebD véi dung moi 1,6% khéi lugng

Nhiét d chét 1ong (bét du) 71°C

Nhiét do chit 16ng (két thiic) 9°C

Thoi gian 7 gio

Profin nhiét do khong kiém soat

Mam tinh thé (RebD) 45,8¢

Ty 1& ciia mdi steviol glycosit trén TSG (& day bao gdm RebA, RebB, RebC,

RebD, steviosit, RebF, RebM, RebN, dulcosit A, Rebl, RebG, rubusosit, steviobiosit, va

RebE) trong san pham két tinh so cap (% khéi lwong) 1a nhu dugc thé hién trong bang

dudi day. Ty 1€ san lugng cua RebD trén mdi budc don vi cho téi khi két tinh so cép la

86.39% khéi luong. T 18 ctia TSG trong san pham két tinh so cép 1a 97,4% khoi lugng.
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RebA | RebB | RebC RebD

Steviosit | RebF | RebM

9,69% | 1,14% | 0,54% | 78,08%

3,12% | 0,14% | 4,30%

RebN | DulcositA | RebI | Reb G

Rubsosit | Steviobiosit | Reb E

1,60% 0,00% 0,05% | 0,01%

0,01% 0,08% 1,22%

62/79

Qua trinh két tinh tha cép duoc thuc hién theo cung mot cach nhu trong qua

trinh két tinh so cip ngoai trlr rang cac didu kién trong bang dudi déy duoc chép nhan.

Chi tiét ctia profin nhiét do dugc minh hoa trén Fig.13. O day, do siéu bao hoa clia RebD

(10°C) 12 342,254 va dd siéu bao hoa clia RebA (10°C) 12 -0,47.

Bang 43

Céc thong sb két tinh thir cap

Dung moi

EtOH 90% khéi luong, 19,11

Luong san pham két tinh so cip

dugc bo sung

860g

Ty 1€ ctia RebD v6i dung moi

3,41% khdi lugng/thé tich

Nhiét do chat 16ng (bét dau) 70°C

Nhiét do chét 16ng (két thiic) 10°C

Thoi gian 24 gid

Profin nhiét do khong kiém soét
Mam tinh thé (RebD) 52,3g

Ty 1& cia moi steviol glycosit trén TSG trong san pham két tinh tht cép 1a nhu

duoc thé hién trong bang dudi day. Ty 1€ san lugng cia RebD trén mdi bude don vi cho

161 khi két tinh thir cAp 12 98,9% khéi lwong. Ty 1¢ ctia TSG trong san pham két tinh thu

62



cap 14 95,9% khbi lugng.
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Bang 44
RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM
3,80% | 1,11% | 0,02% | 93,72% | 0,30% | 0,03% | 0,93%

Vi du thtr nghiém 15

63/79

Qua trinh chiét va qué trinh tach ran-10ng dugc thuc hién theo cing mot cach

nhu trong vi du thtr nghiém 10. Ty 1€ cua mdi steviol glycosit trén TSG trong 14 kho (%

khdi lugng) duge do theo cing mot cach nhu trong vi du thir nghiém 10, va nhu dugc

thé hién trong bang dudi day.

Bang 45
RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM
53,6 1,2 4,2 20,5 11,2 1,1 8.2

Céc bude gdm keo tu, tinh ché bang nhua, va co dic bang cach lam bay hoi

duoc thuc hién theo cing mot cach nhu trong vi du thur nghiém 10. Ché phém steviol

glycosit tao ra dugc sdy phun, @8 thu dwgc san phim tinh ché tho. Ty 1é cia mdi steviol

glycosit trén TSG (& day bao gé)m tam loai, RebA, RebB, RebC, RebD, steviosit, RebF,

RebM, va RebN) trong san pham tinh ché tho sau khi siy phun (% khéi luong) 1a nhu

sau. Ty 1€ ciia TSG trén mdi san pham tinh ché tho 13 95,75%.

Bang 46
RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM | RebN
49,4 0,4 4,6 14,8 13,4 1,1 5,7 3.4

Quatrinh két tinh duoc thuc hién theo cing mdt cach nhu trong vi du thir nghiém

9 ngoai trur réng cac diéu kién trong bang duédi day dugc chap nhan. D9 si€u bdo hoa

ctia RebA (10°C) 1a 5,7 va do siéu bao hoa ctia RebD (10°C) la 160,1.
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Céc thong s6 két tinh so chp

Dung mdi EtOH 90% khdi lwong, 1538ml
Lugng san phim két tinh so cip | 179,79¢

duoc bb sung

Nhiét do chat long (bt dau) 55°C

Nhiét do chat long (két thiic) 10°C

Thoi gian 7,5 gio

Téc do khudy tron 200rpm

Profin nhiét do

khong ki€m soat

Mam tinh thé (RebD)

Cs=0,08

64/79

Qua trinh két tinh tht cap dugc thuc hién theo cing mot cich nhu trong qua

trinh két tinh so cAp ngoai trix rang céc didu kién trong bang dudi day dugc chép nhan.

Bang 48

Céc thong sd két tinh tha cép

Luong san pham két tinh so cp

dugc bd sung

Khoang 42¢g

Dung moi

EtOH 90% khbi lwong, 715ml

Ty 1€ cta RebD véi dung moi

3,4% khdi lugng

Nhiét d6 chét 1ong (bét dau) 55°C
Nhiét do chat 1ong (két thic) 10°C
Thoi gian 24 gio
Téc @6 khudy tron 200rpm

Profin nhiét do

khong kiém soat

MaAm tinh thé
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Do tinh khiét va do siéu bao hoa cua mdi thanh phan, va ty 1€ san lugng cua

RebA trén mdi budc don vi-ty 1€ san lugng ciia RebD trén mdi budc don vi duge tinh

theo cung mdt cach nhu trong cac vi dy thir nghiém 10 dén 12. Cac két qua duoc thé

hién trong céc bang dudi day. Trong lic do tinh khiét 1on hon 100% duoc thé hién trong

cac bang dudi day, ly do cho didu nay duoc cho 14 vi trong luong duoc tang lén do dung

mdi con lai hodc co bat ky sai so phén tich nao.

Bang 49
Do tinh | Do tinh | D6 tinh [Do qua bao|Pd qua bao|c(D)/ 6(A)| Do tinh | Do tinh | Ty 1€ san
khiét ctia| khiét cua |khiét cia| hoac hoa o khiét cua| khiét cua | lwong
RebA RebD TSG | (RebA) o | (RebD) & RebA sau| RebD sau| cua
trudce khi| trude khi |trude khi|  10°C 10°C khikét | khikét | RebD
kéttinh | kéttinh | két tinh tinh tht | tinh thir | trén mdi
thi clp | thircép | tht clp chp (%) | cép (%) |bude don
(%) (%) (%) vi (%)
21,8 55,1 112,8 | 0,6433 334,25 519,6 11,5 84,9 85,7
Bang 50
Dung | Luong | Mim | Nhiét | Nhiét | Thoi | D¢ tinh
mdi dung | tinhthd | do (ban | do (két | gian | khiét cua
méi (ml) | (mg) dau) thac) | (giov) RebD
(%)
Két tinh 1an the | EtOH | 1538,6 | 1957 55 10 7,5 55,1
nhét 90%
Két tinh lan tha | EtOH 715 - 55 10 24 85,0
hai 90%

Vi du thir nghiém 16

Qua trinh chiét va qua trinh tach ran-1ong dugc thuc hién theo cing mot cach

nhu trong vi du thtr nghiém 10. Ty 1€ cua mdi steviol glycosit trén TSG trong 14 kho (%

khdi lugng) dugc do theo cing mot cach nhu trong vi du thtr nghiém 10, va nhu duogc

thé hién trong bang dudi day.
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Bang 51
RebA | RebB | RebC | RebD | Steviosit | RebF | RebM
68.4 1,0 5,4 9.2 7,8 1,5 6,6

Cac budc gém keo tu, tinh ché béng nhua, va cd déc béng cach lam bay hoi
dugc thue hién theo cling mdt cach nhu trong vi du thir nghiém 10. Ché phém steviol

glycosit tao ra duoc sdy phun, dé thu dugc san pham tinh ché thd. Ty 1& thanh phén cta

san pham tinh ché thd sau khi sdy phun (% khéi luong) 1a nhu sau.

Béang 52
RebA RebB RebC RebD Steviosit RebF RebM | Chét khéc
64,8 0,6 5,5 8,1 9,1 1,3 4,7 6,0

Qua trinh két tinh so cép duoc thuc hién theo cung mot cach nhu trong vi du thir

nghiém 9 ngoai trix rang cic diéu kién trong bang dudi day dugc chép nhan.

Bang 53

Céc thong sb clia qua trinh két tinh so cip

Dung moi

EtOH 90% khéi lwong, 1117ml

Ty 1& ctia RebD v6i dung moi

1,6% khbi luong

Nhiét d chét long (bat dau) 55°C

Nhiét do chét 1ong (két thiic) 10°C

Thoi gian 7,5 gio

Téc @6 khudy tron 350rpm
Profin nhiét do ¢6 kiém soét
Mam tinh thé (RebD) Cs=0,08

Qua trinh két tinh tht cip duoc thyc hién theo cting mdt cdch nhu trong qua

trinh két tinh so cap ngoai trr rang cac diéu kién trong bang dudi déy dugc chép nhan.
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Cac thong s6 két tinh tha cap

Dung mdi EtOH 90% khéi lwong, 715ml
Luong RebA trong san pham két | 5,915¢

tinh so cip duoc bd sung

Luong RebD trong san pham két | 14,442¢

tinh so cap duoc bd sung

Nhiét do chit 16ng (bt dau) 55°C

Nhiét do chit 16ng (két thic) 10°C

Thoi gian 24 gio

Téc d6 khudy tron 350rpm
Profin nhiét do 6 kiém soat
MAm tinh thé (RebD) Cs=0,08

67/79

Do tinh khiét va do siéu bdo hoa cua mdi thanh phan, va ty 1& san luong cua

RebA trén mdi budc don vi-ty 1€ san lwong cua RebD trén mdi budc don vi dugc tinh

theo cling mot cach nhu trong céc vi du thir nghiém 10 dén 12. Céc két qua duge the

hién trong bang dudi day. Trong lic do tinh khiét 16n hon 100% dugc thé hién trong cac

bang dudi day, ly do cho didu nay duoc cho 1a vi trong luong duoc ting 1én do dung moi

con lai ho#c ¢6 bat ky sai so phan tich nao.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap sén xuat san phim két tinh chtra rebaudiosit D bang cach sir dung san
pham tinh ché tho thu dugc bang cach tinh ché tho phan chiét tir cay cd ngot, trong do:

tbng ham luong steviol glycosit cua san pham tinh ché thd nam trong khoang tir
50 dén 95% khéi luong va san phdm tinh ché thé chua it nhét rebaudiosit A va
rebaudiosit D, trong d6 ham lugng rebaudiosit A nam trong khoang ttr 20 dén 70% khdi
luong trong san pham tinh ché tho,

phuong phap nay bao gdm:

budc tron san pham tinh ché tho trong dung mdi chira metanol hodc etanol sao
cho d0 siéu bdo hoa & 10°C cia rebaudiosit D 16n hon hodc béng 10 va d6 siéu bao hoa
& 10°C ciia rebaudiosit A nhé hon hodc bing 18, dé didu chinh dung dich dung dé két
tinh, va

budc lam ngudi dung dich ding dé két tinh bing cach khudy tron, dé két tua
rebaudiosit D, va

trong d6 ham hrgng cuia rebaudiosit D cao hon so v6i ham lugng cua rebaudiosit
A trong san phdm tinh ché chita rebaudiosit D.
2. Phuong phéap san xuét theo diém 1, trong d6 tbng steviol glycosit twong (mg voi
rebaudiosit A, rebaudiosit B, rebaudiosit C, rebaudiosit D, steviosit, rebaudiosit F va

rebaudiosit M.

3. Phwong phép sén xuét theo diém 1 hoic 2, trong &6 ham lugng cta rebaudiosit D nam
trong khodng tur 2 dén 70% khdi lugng trong san phim tinh ché thd.

4. Phuong phép san xut theo diém bat ky trong sb cic diém tir 1 dén 3, trong d6 ndng
dd ctia metanol hoic etanol trong dung mdi nhé hon hodc bing 99,9% khdi lugng.

5. Phuong phap san xudt theo didm bt ky trong sd cac diém tir 1 d&én 4, trong d6 dung

moi dugc gitt & nhiét do nam trong khoang tir 40 dén 80°C trong budc trdn san pham
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tinh ché tho.
6. Phuong phép san xuét theo diém bét ky trong sd cac diém tir 1 dén 5, trong d6
rebaudiosit D duoc st dung lam mam tinh thé.
7. Phuong phép san xudt theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 6, trong d6 dung
dich dung dé két tinh duoc lam ngudi dén nhiét do nhé hon hodc bang 35°C bang cach
khudy tron, dé két tia rebaudiosit D.
8. Phuong phéap san xuét theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 dung
dich dung dé két tinh dwoc lam ngudi ¢ toc do nam trong khoing tir 0,002 dén
1,37°C/phiit bing céch khudy tron, dé két tia rebaudiosit D.
9. Phuong phép san xuét theo didm bt k¥ trong sd cac diém tir 1 dén 8, trong d6 dung
dich ding dé két tinh dugc lam ngudi trong khoang thoi gian tur 1 dén 48 gid bang cach
khudy tron, dé két tia rebaudiosit D.
10. Phuong phép san xuét theo diém bat ky trong s6 céc diém tir 1 d&én 9, trong d6 sén
phim tinh ché tho thu dugc bang phuong phép bao gom:

bude chibt dé chiét 14 kho cua cdy co ngot bang dung mdi dé thu duoc phan
chiét,

bude tach rin-long dé xir 1y tach rin-1ong phan chiét dé thu dwoc chét long da
dugc lam trong,

budc keo tu dé bd sung chit két tu vao chét 1ong da dugc lam trong dé 1am keo
tu, dé thu duoc chét long xur ly,

bude tinh ché bang nhua dé xir 1y chét 1ong xir 1y bang nhua xbp ki nuéc, va

bude cb dic dé ¢b dac dung dich sau khi tinh ché bang nhua.
11. Phuong phap san xut theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 10, con bao gdm
budc tach rebaudiosit D két tha va pha 16ng, va lam kho rebaudiosit D tach dugc.

12. Phuong phap san xuét theo diém bét ky trong s6 cac diém tr 1 dén 10, con bao gom:
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bude tach va lam kh rebaudiosit D két tua, dé thu dugc san pham két tinh so
cép,

bude tron san phdm két tinh so cép trong dung mdi chira metanol hodc etanol
sao cho d0 siéu bdo hoa ¢ 10°C cua rebaudiosit D 16n hon hoac béng 10 va dd siéu bao
hoa & 10°C clia rebaudiosit A nho hon hodc bang 18, dé diéu chinh chét 16ng hoa tan san
phdm két tinh so cp,

budc 1am ngudi chat 1ong hoa tan séan pham két tinh so cép bang cach khudy
tron, dé két tua rebaudiosit D, va

budc tach va 1am kho rebaudiosit D két tua.
13. Phuong phap san xudt theo diém bét ky trong sb céc diém tir 1 dén 12, trong d6 ty
1& ctia rebaudiosit D voi tong steviol glycosit trong san pham két tinh chira rebaudiosit
D nim trong khoang tir 35 dén 95% khdi luong.
14. Phuong phép san xudt theo diém 13, trong d6 ty 1¢ cuia rebaudiosit A voi tbng steviol
glycosit trong san pham két tinh chira rebaudiosit D nam trong khoang tir 10 dén 50%
khéi lugng.
15. Phuong phap san xudt theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 1 dén 14, trong d6 ty
¢ ciia rebaudiosit D két tinh, voi rebaudiosit D dugc chira trong san pham tinh ché tho,
trong truong hop két tinh don, nim trong khoang ttr 70 dén 99% khdi luong.
16. Phuong phéap san xuét san pham thuc phém hodc db udng bao gbdm bude bd sung
san phdm két tinh chira rebaudiosit D dugc san xuét bang phuong phép san xuat theo
didm bét k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 15.

17. Phuong phap theo diém 16, trong d6 san pham thuc pham hodc dd udng 1a dd ubng.
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Fig. 10
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