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Linh vue k¥ thuat dugc dé cap

Séng ché dé cap dén phuong phép ting cudng vi clia dd udng tir tra xanh. Cu
thé hon, séng ché d& cap dén phuong phap tang cudng vi dam da va séu ling gidng nhur

tra Gyokuro & dd ubng tir tra xanh.
Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Do sé thich da dang cta nguoi tiéu dung, da c6 nhu clu vé dd udng tir tra c6
huong thom du:qc phan biét hoac ¢o chét luong cao. Cu thé, nguoi tiéu dung c6 nhu cu
khong chi véi do udng tir tra xanh nhim muc dich bd sung nudc (tire 13, giai khat), co
vi sach va d& udng dé moi ngudi c6 thé nudt ngum 16n nhanh chong, ma ca véi d6 udng
ti tra xanh ¢ vi ngon cho cam giac vé dd dam (con duoc goi 1a “vi manh”) sau khi
uéng, nhu db uéng tr tra xanh ¢o6 vi déng va vi se manh hodc ¢6 vi umami dam. Do do,
nhiéu loai 14 tra xanh ¢6 vi ngon déc trung boi vi ngot, vi umami cda chang, v.v. da dugc

phéan phdi va béan trén thi truong.

Trong nhitng ndm gén day, dd udng tir tra xanh dong goi co thé udng ngay dang
duoc thinh hanh trén thi truong. Mot s6 nguyén liéu tra xanh, nhu Gyokuro chit luong
cao, ¢6 vi umami manh. Tuy nhién, tr quan diém luong san xuét va gia thanh, kho cé
thé st dung 14 tra chét lugng cao nhu vay nham muc dich cong nghiép dé lam nguyén
liéu ngudn cho d6 udng tir trd xanh dong go6i. Ngoai ra, ngay ca khi 14 tra chét lugng cao
nay duge st dung, viéc bi hong vi 1a khong thé tranh khoi do nhiéu yéu t6 khac nhau,
nhu su tac thanh mui hong do nhiét gy ra boi viée xt ly (vi du, tiét trung bang nhiét)
la cong doan dic trung d8 san xuét dd udng tir tra xanh dong goi, va su anh hudng dén
huong thom gy ra bdi viéc bd sung thanh phan kiém (vi du, natri bicacbonat) nhim
muc dich tang cuong do 6n dinh bao quan. Do vay, dd co nhidu béo céo vé cic phuong
phép tang cuong vi cua dd ubng tir trad xanh dong goi. Vi du vé cac phuong phap da
dugc bao cao nay bao gdm: phuong phép dem lai cam nhén vé vi manh cho d6 ubng tir
tra xanh bang cich bd sung lugng vét cua (Z)-3-hexen-1-ol hodc indol (PTL 1); phuong
phap tang cudng cam gic co thé va huong thom bang cach bd sung, vao chit chiét tra
dang 1ong, chét chiét tra da dugc diéu chinh sao cho phan trim cua luqng' chét ran kho,

tong luong chét 16ng, lugng phospholipit, va noéng do etanol co thé nam trong khoang
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cu thé (PTL 2); phuong phap dem lai va tang cuong vi umami va kokumi bing cach st
dung phén doan cu thé ctia chét chiét tra voi nudc vahodc dung moi hitu co tan trong
nuée (PTL 3); va phuong phép tdng cuong vi, nhu vi sdu va cam giac co thé, bang cach
tdng cam giac vé 14 tra ciia dd udng tir tra st dung chét chiét tra xanh dang 16ng dugc
xtr Iy nhiét (PTL 4).

PTL 5 boc 10 rang khi 2-mercapto-3-methyl-1-butanol duoc bd sung vao dd
udng tir tra den chira dudng, co thé thu duoc dd udng tir tra den c6 dic diém huong vi
manh nhu d6 ddm, cdm gidc co thé, cam giac vé 14 tra va cam nhan vé su 1én men, va
cho nguoi uéng cam nhan rd vé d6 dam da. Ngoai ra, PTL 6 boc 10 réng khi axit malic
va axit tartaric dugc bd sung vao d6 udng tlr tra, c6 thé thu duoc dd udng tir tra méi ¢o
huong vi tra dugc tang cudng, va boc 1o cu thé hon rang viéc st dung két hop axit malic
va axit tartaric tao ra vi git, ting cudng cam nhan vé tra den cta do ubng tir tra, va rang
khi cac thanh phan nay dugc bd sung vao dd ubng tir tra den chira duong, co thé thu
dugc dd ubng tir tra den c6 cam nhén vé tra den rd rang va vi se.
Tai liéu vién dan
Tai liéu patent

PTL 1: Cong b don sang ché Nhat Ban s6 JP 2008-148605

PTL 2: Cong bd don sang ché Nhat Ban s6 JP 2019-140930

PTL 3: Cong bé don sang ché Nhat Ban s6 JP 2005-137286

PTL 4: Cong bd don sang ché Nhat Ban s6 JP 2013-252111

PTL 5: Cong bé don sang ché Nhat Ban s6 JP 2018-201348

PTL 6: Cong bé don sang ché Nhat Ban s6 JP 2015-159796
Bin chét k§ thuat ciia sang ché
Vén d& k¥ thuat

Muc dich cda sang ché 1a d& xuét phuong phép tang cudng vi cua d6 udng tir
tra xanh. Muc dich khac cta sang ché 1a d& xuét dd ubng tir tra xanh (cu thé, dd udng tir
tra xanh dong goi) co vi dugc tdng cuong.
Giai quyét van e

Céac tac gia sang ché da tién hanh cac nghién ciru chuyén sau dé dat dugc muc
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dich néu trén, va két qua 13, da nhan thay rang vi ctia d6 udng tir tra xanh c6 thé dugc
ting cudng bang cich bo sung lugng vet cua axit malic va fagomin vao do udng tir tra

xanh. Do vay, cdc tic gia sang ché da hoan thanh sang ché.
Séang ché bao gdbm, nhung khong gidi han &, cac phuong 4n sau day.

[1] Phuong phap ting cudng vi cua d6 udng tir tra xanh, phuong phéap nay bao gdm bude
két hop vao dd ubng tir tra xanh tir 2,7 dén 13 mg axit malic va tir 0,01 dén 0,8 mg

fagomin véi mdi 100 mL d6 udng.

[2] Db ubng tir tra xanh c6 tr 2,7 dén 13 mg axit malic va tir 0,01 dén 0,8 mg fagomin

v6i mdi 100 mL db ubng dugce két hop vao d6 udng tir tra xanh nay.

[3] Phuong phép san xuét d6 udng tir tra xanh, phuong phéap nay bao gdm bude bd sung
vao d6 udng tir tra xanh tir 2,7 dén 13 mg axit malic va tir 0,01 dén 0,8 mg fagomin véi

moi 100 mL dd udng.
Hiéu qua c6 loi cua séng ché

Theo sang ché, dd uong tir tra xanh c6 vi duge ting cuong c6 thé dugc tao ra

bang phuong phép don gian 1a bd sung luong vét clia axit malic va fagomin.
MO ta chi tiét sang ché
Db ubng tir tra xanh

Séang ché nham dén dd ubng tir tra xanh. Nhu dugc dé cap dén trong ban mo ta,
“dd ubng tir tra xanh” chi dd ubng thu dugc bing cach bd sung chat chiét 14 tra xanh, va
cu thé hon, 13 tén chung cho céc dd ubng chua chét chiét 14 tra xanh thu dugc tir 4 tra —
tic 14, 14 tra dugc chon tr cay thudc chi Camellia (vi du, loai Camellia sinensis, nhu C.
sinensis var. sinensis (bao gdm ca gidng Yabukita), C. sinensis var. assamica) va gidng
lai ctia ching, va duoc phén loai 1a 14 tra khong 1én men (vi du, Sencha (tra xanh dugc
1), Bancha (tra xanh thd), Tencha (14 tra khong nghién dung cho Matcha), Kamairi-cha
(tra xanh dugc rang trong 10), Kukicha (tra & dang canh), Bocha (tra 6 dang canh duogc
rang), Mecha (tra & dang bip)) — str dung nudéc, nuée nong, hode dung dich nuée chtra
chét tro chiét. Budc chiét ¢6 thé duoc tién hanh bing cach sir dung phuong phap da biét,
nhu chiét nhao tron, chiét khudy (chiét theo mé), chiét dbi dong (chiét nhé giot) hodc
chiét bing cot. Didu kién chiét khong bi gi6i han cu thé va c6 the duge chon khi thich

hop tuy thudc vao phuong phap chiét.
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Mot phuong an dugc uu tién cta dd udng tir tra xanh theo sang ché 1a dd udng
chira chét chiét tra xanh lam thanh phan chinh. Nhu duoc dé cap & trén, “dd udng chtra
chét chiét tra xanh 1am thanh phan chinh” chi dd udng trong do sy chi dinh cta tra xanh,
nhu “tra xanh”, “chit chiét tra xanh” hodc twong tu, dugc liét ké phia trén danh sach céac
thanh phan theo Dao luét ghi nhan thyuc phdm ctia Nhat Ban (Food Labeling Act of
Japan) (c6 hiéu lyc thang 4 nam 2015). P ubng da néu t5t hon 1a d6 udng trong do chi
dinh ctia tra xanh dugc liét ké dAu tién hodc tht hai trong danh sach céc thanh phan, t6t
hon nita 1 dd udng trong d6 chi dinh cta tra xanh dugc liét ké du tién trong danh sach

cac thanh phan.

Do uéng tur tra da sao, duogc chuin bi véi 14 tra da sao thu duoc béng cach sao
14 tra dugc phén loai 12 14 tra khong 1€n men néu trén béng nhiét cao, c¢6 huong sao dac
trung, va vi ém thanh trong vom hong do ham lugng thép ctia cac catechin va cac axit
amin. Ngugc lai, d6 ubng tir tra xanh theo sang ché 14 d6 udng tir tra xanh déc trung boi
c6 vi dam da va siu ling gidng nhu Gyokuro dem lai cho no6. Tuy nhién, c¢6 rat it nhu
cAu tao ra vi ddm da va séu léng cho dd ubng tir tra da sao, vi d6 ubng tir tra da sao dac
trung béi vi thanh cua n6. Do vy, theo phuong an uu tién, dd udng tir tra theo sang ché
khong phai la d6 udng tir tra da sao. Vi du vé dd udng tir tra da sao bao gbm, nhung
khong gidi han 0, chét 1ong chi gdm cht chiét tir 14 tra da sao, chét 1ong thu duoc bing
cach tron chét chiét tir 14 tra da sao lam thanh phan chinh voi chét chiét tir 14 tra xanh
chua sao, hodc chét 1ong thu dugc bang cach bd sung chat phu gia vao chét 16ng nhu
duoc néu ¢ trén. Nhu duogc dé cap ¢ trén, “chét chiét tir 14 tra da sao lam thanh phén
chinh” nghia la ndng do chét rén thu duge tir chat chiét tra da sao khong thap hon 80%
khéi lugng, tét hon 1a khong thép hon 90% khdi lugng, tinh theo ndng do chét rin cla

toan bo chét chiét.

Db udng tir tra xanh theo sdng ché 1a dd udng tir tra xanh dic trung bdi co vi
dam (vi siu) dugc ting cuong gidng nhu Gyokuro. Nhin chung, vi duoc phan loai rong
thanh nam nhom: vi ngot, vi chua, vi déng, vi man va vi umami. Dugc biét réng vi clia
d6 udng tir tra xanh anh hudéng nhiéu boi vi umami va vi dang. Nhu duoc dé cap dén
trong sang ché, “vi dugc ting cudng” chi sy ting cudng vi sau (con duoc goi 1a “vi
dam™) cua d6 udng tir tra xanh, la tong hoa ctia vi umami va vi dang. “Pd udng tir tra
xanh ¢o vi dugc ting cuong” chi d6 udng tir tra xanh co vi umami va vi déng dic trung

gibng nhu tra Gyokuro —nghia la, d6 udng tr tra xanh c6 “vi ddm da va sau lang”. Bang
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cach str dung phuong phap tang cudng vi theo sang ché, vi sdu cia dd udng tlr tra xanh
ma duogc tao ra, vi du, ngay ca khi st dung 14 tra chét lurong kém co thé duoc ting cuong

8 tao ra vi d6 udng tir tra xanh gan véi vi ddm da va sdu lang giong nhu tra Gyokuro.
Axit malic

Mot trong s6 cac thanh phan hoat tinh co ban dugc st dung trong phuong phép
taing cuong vi theo sang ché 13 axit malic. Axit malic, con dugc goi la axit 2-
hydroxybutandioic), la mot trong s6 cac hop chét hitu co duge phan loai la axit hydroxy
(sb dang ky CAS 6915-15-7), va thuong duge st dung Jam chét tao chua cho thyc pham

va do uong do vi chua tuoi méi cua nd.

Trong phuong phap ting cuong vi cua d6 ubng tir tra xanh theo sang ché, axit
malic dugc b sung lam chét ting cudng vi vao d6 udng tir tra xanh. Nguon gbe clia axit
malic khong bi gidi han cu thé mién 12 no6 thuong duoc st dung trong linh vuc thuc
pham va d6 ubng -- vi du, ca san phém axit malic dugc tong hop héa hoc va san pham
axit malic c6 trong tu nhién déu co thé dugce st dung. San pham axit malic ¢ trong tu
nhién c6 thé & dang bét ky, bao gém san phém tinh sach, san phém duoc tinh sach tho,
hotc tinh chét dugc chiét. Vi du vé thuc vat chira axit malic bao gém: cac loai qué nhu
tao, nho, l&, chudi, cherry, b1, dau tdy va lyu; rau nhu ca chua va mo Nhat; va cac loai
14 tra khéc nhau. Trong sb cac san pham axit malic c6 trong tu nhién, chiét xuat 14 tra
t6t hon 1a duoc sir dung tir quan diém huong thom cta chung. Vi du vé 14 tra chira axit
malic bao gdm 14 tra xanh va la dau t3m. Tt hon nita 13 chiét xuét 14 ddu tam duogc sir
dung vi chiét xuét nay c6 ham lugng axit malic cao trong sb cac axit hitu co khac nhau,

va vi chua ctia chit chiét nay co rét it tic dong dén vi cua d6 udng tir tra xanh. -

Theo phuong phép ting cudng vi clia sang ché, axit malic dugc két hop vao do
ubng tir tra xanh & luong tir 2,7 dén 13 mg v6i mdi 100 mL d6 ubng. Pugc biét ring
dich ham tra xanh (con dugc goi la chét chiét tra xanh dang long) v6i ham luong axit
malic cao vira phai cho vi ngot, va rang ham lwong axit malic ngudng cta dich ham tra
xanh 1 400 mg/L (= 40 mg/100 mL) (Tea Research Journal, No.93, 2002, p.26-33).
Theo séng ché, bang cach st dung axit malic ¢ luong nho nhung két hgp voi fagomin
nhu dugc md ta sau ddy, su tdng cudng Vi cua dd uéng tir tra xanh c6 thé dat dugc. Khi
ham luong axit malic trong dd udng tir tra xanh nho hon 2,7 mg voi mdi 100 mL do

uéng, tac dung ting cuong vi la rat nho. Mt khéc, khi ham luong axit malic trong a6
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ubng tir tra xanh 16n hon 13 mg/100 mL, nhiéu kha ning hon 13 vi chua cua axit malic
¢6 thé 1am cho dd udng tir tra xanh thu dugc c6 huong thom khac thuong. Gidi han dudi
cia ham luong axit malic trong dd udng tir tra xanh tdt hon 1a khong thap hon 2,8 mg,
t6t hon nita 1a khong thip hon 3 mg, v6i mdi 100 mL d6 ubng. Gidi han trén cia ham
lurong axit malic trong dd ubng tir tra xanh tot hon 1a khong 16n hon 12 mg, t6t hon nita
1a khong 16n hon 10 mg, véi mdi 100 mL d6 udng. Ham lugng axit malic trong d6 ubng

ti tra xanh c6 thé duge do sit dung sc ky long hidu ning cao (HPLC).
Fagomin

Theo phuong phép tang cuong vi cia sang ché, fagomin ciing dugc bd sung
dudi dang mot thanh phan hoat tinh khac, ngoai axit malic nhu duge mo6 ta ¢ trén lam
thanh phan hoat tinh co ban. Fagomin 1a alkaloit dugc tach tur kiéu mach (Fagopyrum
esculentum) va céac loai khic, va con duge goi 1a “1,2,5-trideoxy-1,5-epimino-D-xylo-
hexitol” (sé déng ky CAS 53185-12-9). Ngudn gbc cira fagomin nhw dugc st dung trong
sang ché khong bi gii han cu thé mién 1a né thuong duoc st dung trong linh vuc thuc
phim va do ubng -- vi du, ca san pham fagomin dugc tong hop hoa hoc va san pham
fagomin c6 trong tw nhién ddu c6 thé duoc st dung. San phim fagomin 06 trong tu nhién
c6 thé & dang bat ky, bao gém san phém duogc tinh sach, san phém dugec tinh sach tho,

hodc tinh chit duoc chiét.

Theo phuong phép tdng cuong vi cia sang ché, fagomin dugc két hop vao dd
ubng tir tra xanh & lugng tir 0,01 dén 0,8 mg v6i mdi 100 mL dd udng. Viée sir dung ket
hop axit malic va fagomin c6 thé dat duoc téc dung ting cuong vi cao hon tac dung nay
khi st dung riéng mdi trong s6 cac thanh phan nay. Gi6i han duéi ctia ham lugng
fagomin trong d6 ubng tir tra xanh t6t hon 1a khong thip hon 0,02 mg, tot hon nita 1a
khong thép hon 0,03 mg, véi mdi 100 mL d6 ubng. Vi huong thom cua fagomin c6 thé
tac dong dén huong thom cua d6 ubng tir tra xanh, giéi han trén cia ham lugng fagomin
trong dd ubng tir tra xanh t6t hon 1a khong 16m hon 0,6 mg, t6t hon nita 1a khong 16n hon
0,5 mg, v&i mdi 100 mL d6 ubng. Ham lugng fagomin trong dd ubng tir tra xanh c6 thé
duge do bang cach st dung séc ky 1ong/khdi phd song song (LC-MS/MS).

Theo séng ché, bang cach bd sung axit malic va fagomin vao dd udng tir tra
xanh, vi sdu cua dd udng tir tra xanh, 1a tdng ctia vi umami va vi ding, c6 thé dugc ting

cuong hiéu qua. T quan diém vé tac dung ting cuong vi theo sang ché c6 thé dugc thé
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hién dang ké, wu tién 1a dd ubng tir tra xanh can chta lugng quy dinh ctia thanh phan vi
umami va thanh phén Vi déng. Cu thé, khi thanh phén vi umami va vi déng thu duogc tr
14 tra xanh duogc bao gém trong dd uéng tir tra xanh, vi hon hop dién hinh cta tra xanh
duoc ting cudng trong dd udng tir tra xanh. Ty 1& cua ham luong axit malic v6i ham
lugng fagomin khong bi gié1 han cu thé -- vi du, ty 1é trong luong cua axit malic/fagomin

c6 thé ném_ trong khoang tir 5 dén 210, hodc tir 10 dén 100.

Vi du vé thanh phﬁn vi umami thu dugc tir 14 tra xanh bao gém theanin, 1a thanh
phan axit amin. Vi du v& thanh phan vi ddng thu dugc tir 14 tra xanh bao gbm cafein va
catechin. Mic du céc catechin thuong duge biét 1a thanh phén vi se, chiing dugc phan
loai trong ban mo ta nay la mdt trong sb cac thanh ph?m vi déng tao nén vi sau cua dd
ubng tir tra xanh. Theanin, cafein va catechin thuong dugc tim thdy trong chét chiét 14
tra xanh, nhung c6 thé dugc bd sung thém vao d6 udng tir tra xanh tiy vao téc dung

mong mudn.

Trong trudng hop bd sung theanin, bt ky trong sd L-theanin, D-theanin, va DL-
theanin déu c6 thé dugc st dung. Cu thé, trong s6 ching, tbt 'hon la L-theanin duoc st
dung, vi n6 dugc chép nhan dé str dung lam chét phu gia thuc pham trong linh vuc thuc
phém va tuong tu, va dé c6 dugc tir quan diém gia thanh. Tuong tu, theanin cé thé &
dang bat ky, bao gém san phém duoc tinh sach, san phém duoc tinh sach thd, hoac tinh
chét duoc chiét. Vi du, tinh chit tra xanh c6 thé dugc st dung. Vi du vé cic san pham
theanin c6 ban trén thi truong bao gdbm Suntheanine® dugc san xuét boi Taiyo Kagaku
Co., Ltd. Trong trudng hop bd sung theanin, lugng theanin dugc bd sung ¢o thé dugc

xéc dinh dya trén ham lugng theanin trong do uéng.

Ham lugng theanin trong o uéng tir tra xanh tét hon 12 ndm trong khoang tir
0,2 dén 15 fng v6i mdi 100 mL dd udng tir tra xanh. T quan diém tac dung cua sang
ché c6 thé duoc thé hién dang ké, dugc wu tién 14 giéi han duéi ciia ham lugng theanin
khong thép hon 0,5 mg, t6t hon nita 1a khong thip hon 1 mg véi mdi 100 mL dd udng
tir tra xanh. Trong trudng hop bd sung theanin vao d6 udng tir tra xanh déng goi thu
dugc thdng qua viée tiét trung bang nhiét, khi ham lugng theanin 16n hon 15 mg véi moi
100 mL db udng tir tra xanh, mui vi hong do nhiét d& ¢6 kha nang xuat hién hon, anh
hudng dén tac dung ctia sang ché. Gi6i han trén cua ham luong theanin t6t hon 1a khong
16n hon 13 mg, t&t hon nita 1a khong 16n hon 10 mg, v6i mdi 100 mL dd ubng tir tra
xanh. Ham luong theanin trong d6 ubng co thé duge do str dung phuong phéap phan tich
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axit amin ty dong.

Dang cua cafein khong bi gidi han cu thé midn 12 n6 c6 chét luong ma co thé
duoc st dung trong dd udng. Cafein co thé & dang bat ky ma c6 thé dugc st dung lam
chét phu gia thuc phém, bao gém san phém duoc tinh sach, san phém duoc tinh sach‘
tho, hodc tinh chéat duoc chiét (tinh chét tra xanh). Luong cafein dugc bd sung co thé
duoc x4c dinh dua vao ham lugng cafein trong dd ubng. T quan diém tac dung cua
sang ché ¢6 thé dugc thé hién dang ké, wu tién 14 giéi han dudi cia ham luong cafein
khong thdp hon 0,1 mg, t6t hon nita 12 khong thap hon 0,5 mg, con t6t hon nita 12 khong
thap hon 1 mg, v6i mdi 100 mL d6 udng tir tra xanh. Gi6i han trén ctia ham lugng cafein
tdt hon 12 khong 16n hon 30 mg, tdt hon nita 12 khong 16n hon 25 mg, con t6t hon nita
1a khong 16n hon 20 mg, véi mdi 100 mL d6 ubng tir tra xanh. Ham lugng cafein trong

d6 udng co thé dugc do st dung HPLC.

Theo phuong 4n wu tién, d6 udng tir tra xanh theo sang ché chira catechin, hoic
cu thé hon 1a chia catechin galat hoa va/hodc catechin khong galat hoa. Chi cén 1a do
ubng tir tra xanh theo séng ché chtra it nhat mot trong sé tam loai catechin. Nhu dugc
dé cap dén trong ban md ta, “(cac) catechin” 1a thuét ngft chung bao gdm céc catechin
khong galat hoa nhu catechin, galocatechin, epicatechin va epigalocatechin, va catechin
galat hoa nhu catechin galat, galocatechin galat, epicatechin galat va epigalocatechin
galat. Khi catechin duoc bd sung vao d6 udng tir tra xanh, dang cia catechin khong bi
gidi han cu thé mi2n 12 n6 c6 chit lugng ma c6 thé duoc stir dung trong dd udng. Catechin
¢6 thé & dang bat ky ma c6 thé dugc st dung lam chét phu gia thuc phim, bao gom san
phém duoc tinh sach, san phém dugc tinh sach tho, hodc tinh chét dugc chiét (tinh chét
tra xanh). Trong truong hop bd sung catechin, lugng catechin dugc bd sung c6 thé duoc
x4c dinh dua vao ham lugng catechin trong d6 ubng. Theo sang ché, gigi han duéi cua
ham luong catechin tét hon 14 khong thap hon 5 mg, t5t hon nita 1a khong thap hon 7
mg, con t6t hon nita 1 khong thap hon 10 mg, véi mdi 100 mL dd ubng tir tra xanh.
Giéi han trén ctia ham lugng catechin tdt hon 12 khong 16n hon 60 mg, t6t hon nita 1a
khong 16n hon 55 mg, con tot hon nira 1a khong 16n hon 49 mg, véi mdi 100 mL d6

ubng tir tra xanh. Ham lugng catechin trong dd udng co6 thé dugc do stt dung HPLC.

Nhu duoc mé ta & trén, do ubng tir tra xanh chira lugng quy dinh cua axit malic
va fagomin, theanin dudi dang thanh phén vi umami, va cafein va catechin dudi dang
thanh phén vi ddng 1a mot trong cac phuong an dugc uu tién cua d6 ubng tir tra xanh
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theo sang ché c6 vi duge tang cuong. Cu thé, @ udng tir tra xanh theo sang ché 1a dd
uéng tir tra xanh chta tir 2,7 dén 13 mg axit malic, tir 0,01 dén 0,8 mg fagomin, tir 0,2
dén 15 mg theanin, tir 0,1 dén 30 mg cafein, va tur 5 dén 60 mg catechin, véi mdi 100

mlL do udng.

Ngoai céac thanh phan néu trén, d6 udng tir tra xanh theo sang ché ¢o thé co cac
chét phu gia khac nhau tiy y dugc bd sung vao d6, & muc do khong gy ra sy xa roi
muc dich du dinh cua sang ché. Vi du vé cac chét phu gia khac nhau bao gdm chit chéng
oxy hoa, chit mau, chét nhii hoa, chét bao quan, vitamin, tinh chét, va huong liéu. Cac

chét phu gia nay c6 thé dugc str dung mot minh hodc ¢ dang két hop.

Ngoai ra, dd uéng tur tra xanh theo sang ché c6 @6 pH t6t hon 1a tir 5,0 d&én 7,0,
t6t hon nita 13 tir 5,5 dén 6,5. Khi dd ubng c6 do pH axit, cu thé 1a pH nhé hon 5, vi chua
lam cho dd udng twong i yéu vé vi dién hinh cta tra xanh, dn dén tic dung ting
cuong vi clia sang ché trd nén dugc cam nhan kém hon. DY pH cia db uéng 6 thé duoc
diéu chinh, khi thich hgp, st dung chét diéu chinh d6 pH nhu natri hydro cacbonat hodc
natri hydroxit. pH cua d6 ubng co thé duoc do & 20°C st dung may do pH ¢6 ban trén

thi truong.

D udng tir tra xanh theo sang ché co thé & dang do udng tir tra xanh dong goi.
Nhin chung, vi cua dd ubng tlr tra xanh it cam nhan dugc hon khi dd udng duoc udng &
nhiét do moi truong hodc nhiét dd thap hon so v&i khi udng nong. Tuy nhién, vi d6 udng
tir tra xanh theo sang ché dugc bd sung axit malic va fagomin c6 vi dugc tang cuong, Vi
cta do uéﬁg tir tra xanh c6 thé nhén thay rd rét ngay ca khi dd udng tir tra xanh déng
dong gdbi duogce ubng & cac ving nhiét d6 moi trudong hogc nhiét d6 thip hon. Ngoai ra,
vi ciia dd udng tir trd xanh dong goi bi 1am héng bdi viée xt ly ddc trung (vi du, tét
tri‘mg bang nhiét hogc diéu chinh d pH bang mudi kiém) trong qué trinh san xuét no.
Tuy nhién, vi dd ubng tir tra xanh theo sang ché ¢6 vi duoc tang cudng, d6 ubng tir tra
xanh thun loi & chd 1a ngay ca khi d6 udng dugc san xuét & dang duogc dong gdi, vi clia
dd ubng co thé dugc cam nhan rd. Do do, tir quan diém tac dung cla sang ché o thé
duoc thé hién dang ké, @b udng tir tra xanh dong goi la mot trong s6 cac phuong an dugc

uu tién theo sang ché.

Bao bi duge dung cho dd ubng tir tra xanh dong goi theo séng ché ¢6 thé 1a bao

bi d& biét bat ky dung cho cdc dd ubng thong thuong. Vi du, bao bi nhya, bao bi kim
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loai, bao bi giéy, bao bi thay tinh, hodc twong tu co thé dugc st dung thuan loi. Theo
mdt phuong an, d6 udng tlr tra xanh dong goi co thé dugc cung cip & dang dugc dong
g6i va lam kin trong, vi du, bao bi duc chu yéu duoc lam tir polyetylen terephtalat (duoc
goi la chai PET), hop kim loai, bao bi gidy duge két hop v6i mang kim loai hodc mang
nhua, hodc chai thuy tinh. Thé tich cta dd udng tir tra xanh theo sang ché khong bi gidi
han cu thé, va vi du nam trong khoang tir 100 mL dén 3000 mL, t&t hon 1a tir 350 mL
dén 2000 mL, t&t hon nra 1a tir 500 dén 1000 mL.

Vi du thuc hién sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta cu thé chi tiét bang cac vi du thir nghiém,
nhung sang ché khong bi gi6i han ¢ cac vi du nay. Trir khi duge quy dinh khac, tat ca
cac khoang sé déu bao gdbm cic diém diu mut cua khoang do.
Dinh lugng céc thanh phén khac nhau
(1) Axit malic

Dung dich miu dugc pha loang thich hop bang nudc cit dung cho HPLC (duoc
san xuat bdi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation). 2 mL dich pha lodng dugc
loc bang ly tAm sir dung bo loc ly tAm (Ultrafree-CL GV, kich thuée 16: 0,22 pm, duoc
san xuit bai Merck), va san phém loc thu dugc dugc dung lam mau phan tich. Viéc dinh
lugng dugc tién hanh bang phuong phip duong cong chuén tuyét d6i hodc phuong phap
chudn noi st dung cac ving pic dugce phat hién trong sdc ky dd duoc td chirc lai cho tap
hop khoang MS dua trén cac két qua phan tich LC/MS. Céc dung cu va diéu kién st

dung dugc néu chi tiét duéi day.
- Hé HPLC: 1290 Infinity II (dugc san xuét bai Agilent Technologies)

- Cot: ACQUITY UPLC HSS PFP 1,8 pm, 2,1 x 150 mm (duoc san xuét boi Waters),
hai ¢t méc ndi tiép
- Nhiét do cot: 40°C
- Pha dong: (A) dung dich nuéc chira axit formic 0,1% (dung cho LC/MS, duoc san XUét
bai Thermo Fisher Scientific), (B) axetonitril (dung cho LC/MS, dugc san xuét boi
FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)
- Diéu kién gradien pha dong: 0% B (0-4 phit) — 35% B (14,5 phut) — 95% B (17,5-
19,5 phut), thoi gian chd dén trang thai can bang: 3,5 phit
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- Téc dd chay: 0,3 mL/phut
- Thé tich bom: 2 uL

- Xt Iy sau cdt: Sau khi rira giai cot, axetonitril (dung cho LC/MS, dugc san xuét boi
FUJIIFILM Wako Pure Chemical Corporation) dugc bom & tbc d6 0,1 mL/pht va duge

dua vao may do khdi phd.

- May do khéi phd: hé Q Exactive Focus LC-MS/MS (duoc sdn xuét boi Thermo Fisher

Scientific)
- Ché d6 ion hoa: HESI (ion héa phun dién tir gia nhiét)

- Piéu kién bo ion hoa: tdc dong khi bao: 50, tdc d6 dong khi phu tro: 10, tdc do dong
khi quét: 0, pos dién ap phun: 3,50/neg 2,50k V|, nhiét d6 mao quan: 200°C, mtrc RF S-
Lens: 50,0, nhiét do bo gia nhiét khi phu tro: 300°C

- Pidu kién bd do khéi phd: Do quét trén Orbitrap, khoang thoi gian: 18,0 phut, d0 phéan
giai, dich chuyén cuc: 35000, dich AGC: 3e6, khoang quét: m/z 70 dén 850

- Van chuyén huéng: Duong thai (0-1 phut), duong MS (1-17,99 phit)

- Ton b6 dinh lugng duoc sit dung 1a: m/z 133,01425 (4m) cho axit malic. Thoi gian luu
dwoc xéc dinh bing cach phan tich chuén tham chiéu. Khoang MS dugc dit 1a 5 dén 10
ppm. Néu ¢6 sy khac nhau vé khéi lwong, gia tri m/z cta ion bd dinh luong néu trén co

thé dugc dich chuyén khi thich hop.

Néu khéng c6 hinh dang pic hoac do nhay tdt nao thu duoc khi st dung ion néu
trén, dich AGC c6 thé dugc thay dbi hodc ché do SIM ¢6 thé duge st dung.

(2) Fagomin

Phan tich fagomin trong mau d6 ubng tir tra xanh dugc thuc hién st dung sdc
ky 16ng/khdi phd song song (LC-MS/MS). M3u d6 udng tir tra xanh duge cd chén khong,

néu can, trude khi phan tich.
Piéu kién do LC-MS/MS:
- Cot: TSKgel Amide-80, ¢4,6 mm x 250 mm, ¢& hat 5 pm
- Pha dong: Dung dich hdn hgp clia nude, axetonitril va axit axetic

- Téc do dong: 1,0 mL/phut
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- Nhiét do cot: 40°C
- Phuong phép ion hoa: Ton hoa phun dién tu (ché d6 phat hién ion duong)
- Ty 18 khéi lugng:dién tich (m/z): 147,9 — 85,9
(3) Theanin
Theanin dugc do st dung phuong phéap phan tich axit amin ty dong.
- Bo phan tich: JCL-500/V2 (dugc san xuét boi JEOL Ltd.)
- Cot: LCR-6, 4 mm x 120 mm (dugc san xuat boi JEOL Ltd.)
- Pha dong: dém lithi xitrat (P-12 dén P-15, P-21) (dugc san xuét boi JEOL Ltd.)

- Dung dich chit phan tng: dung dich tao mau Ninhydrin Kit I ding cho JEOL (duoc
san xudt boi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation)

- Téc dd dong: pha dong: 0,50 mL/phit, dung dich chét phan tmg: 0,30 mL/phut
- Budc song do: 570 nm
(4) Catechin

5% uéng tr tra xanh duoc loc bai bd loc (0,45 pm) va duge dinh lugng st dung
chit chuén tham chiéu (miu chudn) bang HPLC (sdc ky 1ong hiéu ndng cao). Viéc dinh
luong catechin dugce tién hanh st dung chét chudn tham chiéu gém catechin, epicatechin,
galocatechin, epigalocatechin, catechin galat, epicatechin galat, galocatechin galat, va

epigalocatechin galat (chét phan tng do tinh khiét cao Kurita).
Piéu kién phan tich HPLC:

- Hé HPLC: Tosoh HPLC system LC8020 model II

- Cot: TSKgel ODS80T sQA (4,6 mm x 150 mm)

- Nhiét do cot: 40°C

- Pha dong A: Nudc/axetonitril/axit trifloaxetic (90:10:0,05)

- Pha ddng B: Nudc/axetonitril/axit trifloaxetic (20:80:0,05)

- Phat hién: UV 275 nm

- Thé tich bom: 20 pL

- Téc do dong: 1 mL/phut
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- Chuong trinh gradien:

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

5 92 8
11 90 10
21 90 10
22 0 100
29 0 100
30 100 0

Thir nghiém 1: San xuét va danh gia d6 udng tlr tra xanh (vi du tham chiéu)

Céc dd ubng tir tra xanh khac nhau chira axit malic & cdc lugng khac nhau nhu
dugc chi ra trong bang 1 dugc tao ra bing cach bd sung axit malic (dugc san xudt boi
Iwaki & Co., Ltd., do tinh khiét: 99%) vao dd udng tir tra xanh (Mau 1-1) thu dugrc tir
nguyén liéu 14 tra chu yéu gdm 14 tra Sencha duoc sdy qua. Céc d6 udng tir tra xanh khac
nhau dugc tao ra trong thir nghiém nay chira 5 mg theanin, 10 mg cafein, va 33 mg
catechin v&i mdi 100 mL dd ubng. PS udng tir tra xanh dugc diéu chinh dén do pH

khoang 6 bang cich bd sung natri hydro cacbonat.

D udng tir tra xanh dugc tao ra duoc dua di danh gid cam quan d6i vé6i vi sau
(vi dam da va séu léng) bdi ndm chuyén vién thAm dinh. Véi Mau 1-1 dang duoc st
dung lam d6i chimg, diém dénh gia dwoc dua ra béi mdi chuyén vién tham dinh dva trén
c4c tiéu chudn sau ddy duogc thao ludn lan nita theo cach thuc tu do trong sb toan bd
thAm dinh vién, va diém d4nh gia cubi cung duge gan cho gid tri sb nguyén v6i su nhat
tri ctia cac thAm dinh vién. Vi siu cua dd uéng tir tra xanh, duoc cam nhan nhu la téng
hoa cia vi umami va vi déng, duoc danh gia chu yéu theo quan diém “vi ddm da va sau

lang” gidng vi cta tra Gyokuro.
4 diém: cam nhén rd vi sdu tdng cuong.
3 diém: cam nhan dugc vi sdu tang cuong.

2 diém: cam nhan dugc hoi ¢6 vi sdu tdng cuong.

13



43721 14/18

1 diém: khong cam nhan dugc vi siu ting cuong (vi siu twong duong v6i vi sdu

cam nhan dugc & Mau 1-1).

Két qua danh gia cam quan dugc thé hién trong bang 1. Puoc x4c nhan rang khi
axit malic duoc bd sung vao dd udng tir tra xanh, d6 ubng o6 vi sau yéu thich trd nén
manh hon va ¢6 vi rd va dam — trc 1a, vi cua dd uéng tr tra xanh duoc tadng cuodng.
Ngoai ra, déi véi Mau 1-15, ¢6 ham luong axit malic 1a 15 mg/100 mL, sy tang cuong
vi dugc quan sat thay, nhung vi chua gidng hoa qua cua axit malic dugc cam nhan ro
din dén vi ngon cuia d6 ubng tir tra xanh bi giam. Ngoai ra, mac du diém danh gia vi sau
d6i v6i cac MAu 1-13 va 1-14 14 gidng nhau, mot vai thAm dinh vién da bao cao rang vi

chua ciia axit malic dugc cam nhan thdy mot chiat & Mau 1-14.

Bang 1
Mau 1-1 1-2 | 13 1-4 1-5 1-6 1-7 | 1-8
Ham lugng axit malic
2,1 2,5 2,7 | 2,85 3 3,5 4 4,5
(mg/100 mL)
biem cam quan 12 3 3 33| 3|3
(vi sau)
Mau 1-9 | 1-10 | 1-11 | 1-12 | 1-13 | 1-14 | 1-15
Ham luong axit malic
5 5,5 6 6,5 8 13 15
(mg/100 mL)
biem cam quan 3 3 | 3| 3 | 3| 3|3
(vi sau)

Th nghiém 2: San xuét va danh gia 6 uéng tir tra xanh

Céc db ubng tir tra xanh khéc nhau chira axit malic va fagomin & cdc lugng khéc
nhau nhu dugc chi ra trong bang duéi day dugc tao ra bang cach bd sung fagomin (dugc
san xuét bai Funakoshi Co., Ltd., do tinh khiét: 98%) vao Mau 1-3 v6i ham luong axit

malic bang 2,7 mg/100 mL nhu duge st dung trong Thir nghi¢m 1.

Két qua danh gid cam quan duoc thuc hién theo ciing quy trinh nhu trong Thu
nghiém 1 dugc thé hién trong bang 2. Khi fagomin dugc bd sung vao dd udng tur tra
xanh, du vi déng thich hop duoc tao ra ¢ dd uéng tr tra xanh, do do vi sau cua dd uéng
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tr tra xanh duoc ting cudong manh hon so véi trong truong hop bd sung mot minh axit
malic. Ngoai ra, d6i véi Mau 2-6, c6 ham lugng fagomin bang 1 mg/100 mL, su ting
cudng vi duge quan sat thdy, nhung vi git ciia fagomin ciing cam nhén thiy dan dén vi
ngon ctia dd udng tir tra xanh bi gidm. Ngoai ra, mac du diém danh gia cho cac Mau 2-
4 va 2-5 1a gibng nhau, mot vai thAm dinh vién da bao céo ring vi git ctia fagomin dugc

cam nhén thiy mot chiit & Mau 2-5.

Béang 2

Mau 1-3 2-1

[\
1
[\
[1\)
(O8]

2-4 2-5 2-6

Ham luong fagomin
(mg/100 mL)
Ham luong axit malic

(mg/100 mL)

oy

0 0,01 0,1 0,2 0,3 0,8

2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7 2,7

Diém cam quan
(vi sau)

Thtr nghiém 3: San xuét va danh gi4 dd udng tir tra xanh (vi du tham chiéu)

Céc dd udng tir tra xanh khac nhau chira axit malic & cac lwong khdc nhau nhu
duoc chi ra trong bang dudi day dugc tao ra bing cach bd sung axit malic (dugc san
xuét bai Iwaki & Co., Ltd., do tinh khiét: 99%) vao d6 udng tir tra xanh (Mau 3-1) thu
duoc chu yéu 12 bing cach st dung 14 tra Sencha sdy ky. Cac do ubng tir tra xanh khac
nhau duoc tao ra trong thir nghiém nay chaa 1,1 mg theanin, 18 mg cafein, va 46 mg
catechin véi mdi 100 mL dd uéng. D6 udng tir tra xanh dugce diéu chinh dén do pH

khoang 6 bang cach bd sung natri hydro cacbonat.

Db udng tir tra xanh dugc tao ra duge dua di danh gid cam quan bdi quy trinh

gidng nhu trong Thtt nghiém 1, véi Mau 3-1 dugc st dung lam dbi ching.

Két qua danh gid cam quan dugc thé hién trong bang 3. Gidng nhu trong thir
nghiém 1, khi axit malic dugc bd sung vao dd ubng tir tra xanh, d6 udng cé vi sau yéu
thich tr& nén manh hon va ¢6 vi rd va ddm — tic la, vi cua dd uéng tir tra xanh duogc
dugc tang Icu:(‘mg. Ngoai ra, ddi véi Mau 3-9, ¢6 ham lugng axit malic bang 15 mg/100
mL, su tang cudng vi dugc quan sat thiy, nhung vi chua gidng hoa qua cla axit malic

dugc cam nhan thay din dén vi ngon ctia d6 udng tir tra xanh bi giam.
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Bang 3
Mau 3-1 | 32 | 33 | 34 | 35| 36 | 37 | 38 | 39
Ham lugng axit malic
1,8 | 25 | 27 3 5 7 10 | 13 15
(mg/100 mL) .
Diém cam quan 2 s 3 3 3] 3| 3] 3
(vi sau)

Thr nghiém 4: San xuét va danh gia do ubng tir tra xanh (vi du tham chiéu)

Céc d6 udng tir tra xanh khac nhau chira axit malic ¢ cac luong khac nhau nhu

duogc chi ra trong bang 4 duogc tao ra bang cach b sung axit malic (dugc sin xuét boi

Twaki & Co., Ltd., do tinh khiét: 99%) vao dd udng tir tra xanh (Mau 4-1) thu dugc st

dung 14 tra Gyokuro lam nguyén liéu ngudn. Cac d6 udng tlr tra xanh khic nhau dugc

tao ra trong thtr nghiém nay chtra 13,2 mg theanin, 18 mg cafein, va 34 mg catechin voi

mdi 100 mL dd ubng. P6 udng tir tra xanh duoc diéu chinh dén d6 pH khoang 6 bang

cach bd sung natri hydro cacbonat.

D udng tir tra xanh duoc tao ra dugc dua di danh gia cam quan boi quy trinh

gidng nhu trong Thir nghiém 1, véi Mau 4-1 duge sit dung lam ddi ching. Két qua danh

gi4 cam quan dugc thé hién trong bang 4. Khi axit malic dugc bd sung vao d6 ubng tir

tra xanh, vi ctia do udng tir tra xanh dugc tang cudng.

Béang 4

Mau

Ham lugng axit malic

(mg/100 mL)

Diém cam quan
(vi sau)

Thi nghiém 5: San xuét va danh gia 6 udng tir tra xanh

Céc dd ubng tir tra xanh khac nhau (Mau 5-1, 5-2) chtra axit malic va fagomin

duoc tao ra bang cach bo sung 0,01 mg/100 mL fagomin (duoc san xuét béi Funakoshi

Co., Ltd., dd tinh khiét: 98%) vao mdi trong s6 Mau 3-8 dugc tao ra trong Thir nghiém
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3 va Mau 4-4 dugc tao ra trong Thir nghiém 4.

17/18

Db ubng tir tra xanh dugc tao ra duge dua di danh gia cdm quan. Vi nhiing dod

uéng tur tra xanh duoc tao ra ma khong bd sung axit malic hodc fagomin dugc st dung

lam dbi ching, cidc mau dugc cam nhén 14 co6 vi sau tuong ty voi do6i ching dugce danh

gia 1a “+”, cac mau dugce cam nhan la c6 vi su tang cuong dugc danh gia 1a “+”, va cac

mAu duoc cam nhan 12 ¢6 vi siu ting cuong dang ké duge danh gid la “++”. Diém danh

gia dugc dua ra boi nam chuyén vién thdm dinh duogc thao luan 1an nita theo cach tu do

trong so toan bd cac tham dinh vién, va di€ém danh gia cudi cung duogc chi dinh voi su

nhat tri cia cac tham dinh vién.

Nhu duge thiy r3 tir cac két qua dugce thé hién trong bang dua ra dudi déy, duoc

chimg minh rang vi sdu ctia do udng tir tra xanh duge ting cuong dang ké bang cach bd

sung axit malic va fagomin két hop.

Bang 5
Mau 3-1 3-8 5-1 4-1 4-4 5-2
Ham lugng axit malic
1,8 13 13 2 13 13
(mg/100 mL)
Ham lugong fagomin
0 0 0,01 0 0 0,01
(mg/100 mL)
Biém cam quan Péiching | + | ++ | Diching | + | ++

(vi sau)
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YEU CAU BAO HOQ

1. Phuong phap tang cuong vi cua d6 udng tir tra xanh, phuong phap nay bao gbdm budc
két hop vao dd udng tir tra xanh tur 2,7 dén 13 mg axit malic va tir 0,01 dén 0,8 mg
fagomin véi mdi 100 mL d6 udng.

2. D6 ubng tir tra xanh dugc két hop vao do tir 2,7 dén 13 mg axit malic va tir 0,01 dén
0,8 mg fagomin v&i mdi 100 mL d6 udng.

3. Phuong phap san xuit dd ubng tir tra xanh, phuong phap nay bao gbm budc bd sung
vao db uéng tir tra xanh tir 2,7 dén 13 mg axit malic va tr 0,01 dén 0,8 mg fagomin voi

mdi 100 mL dd ubng.
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