(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0048362
(51202001 A23L 27/26; A23L 33/145; A23L 23/00; (13) B
A23L 27/10

(21) 1-2021-02224 (22) 15/10/2019
(86) PCT/EP2019/077850 15/10/2019 (87) W0O2020/083699 A1 30/04/2020
(30) 18202703.7 25/10/2018 EP
(45) 25/07/2025 448 (43) 27/09/2021 402A

(73) Unilever IP Holdings B.V. (NL)
Weena 455, 3013 AL Rotterdam, The Netherlands

(72) BATENBURG Amir Maximiliaan (NL); VAN HOEK Jacoba Carolina (NL); KOEK
Jean Hypolites (NL).

(74) Coéng ty TNHH Tran Hitu Nam va Dong su (TRAN H.N & ASS.)

(54) HUONG LIEU TU NHIEN VA PHUONG PHAP PIEU CHE HUGNG LIEU



(21) 1-2021-02224

(57) Séng ché d& cap dén phuong phap diéu ché huong liéu, bao gdm cic bude
(i) tao hdn hop phan tmg bao gdm chiét xuat ndm men chira glycosylamin va/hoic
céc dan xuét ctia n6 véi luong it nhét 0,5% trong lugng, tinh theo trong lugng chét
kho cta chiét xuit nAm men, va cic hop chét chira thiol voi lugng it nhat 1,0%
trong luong, tinh theo trong lugng cua chiét xuit nAm men kho; axit véi lugng it
nhét 2% trong lugng, tinh theo trong lwong ctia hdn hgp phan tmg; nuée véi lugng
it nhat 10% trong luong, tinh theo trong lugng ctia hdn hgp phan tmg; (ii) dun
nong hdn hop phan tmg & nhiét do trong khoang tir 90 dén 160°C; trong d6 hdn
hop phan tng dugc dun néng c6 tinh axit sao cho dung dich lodng 1% trong luong
trong nu6e da khir khoang c6 do pH nam trong khoang 3,5 va 6 & 20°C va (ii) lam
kho san pham tly .


CVH140
Textbox
(57)

CVH140
Textbox
(21)    1-2021-02224


48362

Linh vue ki thuat dwgc dé cap
Séng ché nay d& cap dén quy trinh diéu ché huong liéu, huong lidu c6 thé

thu duoc tir quy trinh noi trén va san pham thuc phdm chira hwong liéu n6i trén.

Tinh trang ky thuét ciia sing ché

Nhiéu san phém thuc phém ti€u dung, chrfmg han nhu stp, bita an sén, vién
bot canh ¢6 chira huong liéu dé dam bao san pham dép Ung dugc mong doi vé
huong vi clia ngudi tidu ding. Viéc cung cap huong liéu mui vi thit cho cac san
phém thuc phém dé dugce chu y déc biét.

Thong thudong, huong lidu mui vi thit ¢ ngudn gde téng hop, dugc diéu
ché thong qua phan ‘mg Maillard va Strecker c6 lién quan dén cac axit amin c6
chta luu huynh va duong. Céc axit amin chira luu huynh ¢6 thé dugc cung clp
boi céc axit amin ty do, vi du nhu cystein, hodc axit amin luu huynh c6 chira
peptit, chang han nhu glutathion. Puong dugc str dung thuong 1a glucoza, riboza,
arabinoza hodc xyloza. Mottram et al., J.Braz. Chem.Soc. 9, 261 (1998) mo ta
viéc két hop cystein va inositol monophosphat tinh khiét (IMP, ribonucleotit)
bang cach dun nong trong 1 gid & 140°C dudi 4p suét 0,28 MPa (2,7 bar), & do
pH 3,0, 4,5 va 6. Nhuoc diém cua tong hop hoa hoc nhu vay 14 vi man tong hop
duoc khong thé duoc mo ta 14 'ty nhién' theo quy ché cia EFFA. Nguoi tiéu dung
ngdy cang mong mudn cic san pham thuc phdm duge dén nhan 1a chi chira céc
thanh phan ty nhién. Do d6, cAn phai d& xuat quy trinh dé diéu ché huong lidu c6
huong vi ty nhién.

JP 2003-169627, vi du 1, boc 10 quy trinh san Xuét huong liéu mui vi thit
trong d6 c6 chiét xuét nAm men chira 5'-nucleotit (do Kohjin san xuét, ham lugng
5'-nucleotit 36%) v&i lugng 14 7 phan tinh theo trong lwong, chiét xuat ndm men
chua glutathion (Chiét xuat nAm men Aromild U, ham luwong glutathion 8%),

xyloza véi lugng 1a 2,5 phan tinh theo trong lugng, dextrin dang bot (do Sanwa
1
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Starch Co., Ltd., Sandech # 70 san xuét) voi luong 147 ph?m tinh theo trong luong
va natri clorua véi lugng 1a 14,5 phén tinh theo trong lugng dugc cho vao nugce
voi lugng 1a 50 phan tinh theo trong lugng va dun néng & 105°C trong 65 pht.
Sau khi két thuc phan tmg, dung dich phan tng dugc lam kho bing may siy phun
dé thu dugc gia vi. Nhuge diém cta quy trinh JP 2003-169627 12 xyloza va dextrin
tinh khiét dugc cho thém vao, nhitng chét nay dugc tao ra bang phwong phip héa
hoc va do d6 huong liéu tao ra khong du tiéu chuin dé duoc coi 1a tu nhién.

Nhuoge diém khac do xtt ly nhiét cia gia vi gbc Maillard cta JP 2003-
169627 14 ¢6 mii hép hodc mui khét khong mong mudn. JP 2016-174587 mudn
khic phuc nhuoc diém nay bang cach dua gbc prolin vao. Vi du 5 boc 1§ ché pham
bao gdbm chiét xuét ndm men glutathion véi lugng 1a 49,0% trong luong, chiét
xuit nAm men chira 5'-ribonucleotit v&i lugng 1a 4,0% trong luong, sirup
fructoglucoza véi lugng 1a 1,4% trong luong, chiét xuAt nAm men chtra prolin véi
lugng 13 5,0% trong luong va nude véi lugng la 40,6% trong luong, ché phim
duoc dun néng ¢ 110°C trong 30 phut.

Van can phai cung cép quy trinh dé didu ché huong liéu mui vi thit dap ing

nhu cau cua ngudi tiéu dung va quy dinh.

Ban chit k§ thuit ciia sdng ché

Theo khia canh thir nhat, muc dich cua sang ché 1a dé xuét phuong phap dé
diéu ché huong liéu, bao gdm cac budc: B

(i) cung cAp hdn hop phan img bao gdm:

a. chiét xuét nAm men chira glycosylamin va/hogc cac dan xuét ctia n6 voi
lugng it nhét 13 0,5% trong lugng tinh theo trong luong chét kho cua chiét xuit
ndm men, hop chit chua thiol véi lugng it nhét 14 1,0% trong luong, tinh theo
trong lugng cua chiét xuat nAm men kho.

b. axit, v6i lugng it nhét 1a 2% trong lugng, tinh theo trong lugng ciia hdn
hop phan Ung,

¢. nudc, véi lugng it nhét 13 10% trong lugng, tinh theo trong luong cla

hdn hgp phan Gng,
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(ii) dun néng hdn hop phéan ing & nhiét do trong khoang tir 90 dén 160°C,

trong d6 hon hop phan tmg dugce dun ndng c6 tinh axit sao cho dung dich
lodng 1% trong lugng trong nudc khir khoang c6 do pH nam trong khoang 3,5 va
6 620°C,

(ii) theo tily chon, 1am khé san pham,

trong d6 hdn hgp phan tmg dugc dun néng trong thoi gian (t) gio theo cong
thae (D):

t =4096¢e®" (1)

trong d6: 90°C <T <160°C va 0,06 <b <0,07.

Céc tac gia sang ché nay bét ngd phat hién ra ring huong lidu c6 huong vi
thit dugc tao ra boi quy trinh trong do chiét xudt ndm men chira glycosylamin
vé/hoeic cAc dan xuét cua nd véi lugng la 0,5% trong lugng va cac hop chét chua
thiol, voi lugng 13 1% trong luong, tinh theo trong luong chét kho cia chiét xuét
ném men, dugc dun nong ¢ nhiét do trong khoang tir 90 dén 160°C véi sy ¢6 mit
cua axit.

Su chuyén dbi bat ngdr ctia céc hop chét chira thiol va glycosylamin va/ho#ic
cac dan xuét ciia n6 c6 trong (céc) chiét xuit nAm men hoat dong higu qua &/trén
90°C dé tao ra huong liéu mui vi thit, ma khong tao ra cdc mui la can nhiéu.

Sang ché nay c6 lgi thé hon so v6i tinh trang k§ thuat 12 dudng khir duge
xt Iy héa hoc, chang han nhu sirup glucoza-fructoza, khong can thiét trong hdn
hop phan Ung, dé tao ra hwong liéu mui vi thit. Do d6, quy trinh theo sang ché dap

mg nhu cu can thiét cia nguoi tiéu dung vé huong ligu ty nhién.

M3 ta chi tiét sang ché

Tir 'bao gobm' nhu duge sir dung trong tai liéu nay duoc hiéu 14 'bao ham'
nhung khong nhét thiét 14 'hop thanh tir' hogic 'cau thanh tir'. Néi cach khac, cac
budc hoac tuy chon dugce liét ké khong can phai day du.

Trir khi duoc chi dinh khéc, pham vi s6 dugc bidu thi & dinh dang “tir x dén
y’ hodc ‘x-y’ duoc hiéu 1a bao gém x vay. Khi dbi voi dic diém cu thé, nhiéu

pham vi uu tién dugc mo ta & dinh dang “tur x dén y’ hoic ‘x-y’, diéu nay duogc
3
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hiéu ring tt ca cic pham vi két hop céc diém cudi khac nhau ciing duoc dy tinh.
Theo muc dich cua sang ché, nhiét d6 moi truong xung quanh duge dinh nghia 13
nhiét do khoang 20°C.

Trir khi ¢6 chi dinh khéc, ty 1& phan tram trong lugng (% trong luong) dugc
dua trén tdng trong lugng ctia ché pham.

Thuét ngit "ndm men" nhu dugce stir dung trong tai liéu nay, c¢6 nghia 14 sinh
vat thudc ho Saccharomycetaceae, t6t hon 1a chi Saccharomyces. N4im men theo
sang ché nay c6 thé 1a bat ky loai nAm men nao.

Thuét ngit “chiét xuat nAm men” nhu dugc st dung trong tai liéu nay dé chi
ché pham bao gdm céc thanh phan hoa tan trong nudc cia té bao nAm men, thanh
phan ctia chung chu yéu 1a axit amin, peptit, cacbohydrat va mubi. Chiét xuit ndm
men dugc tao ra thong qua qua trinh thuy phan céc lién két peptit bdi cac enzym
xuAt hién tu nhién c6 trong ndm men an duoc va/hodc bing cach bd sung cac
enzym cip thuc pham (Food Chemical Codex), tirc 1a bang cach tu phan hoic
thiry phan. Chiét xut nAm men, trong bdi canh ctia sang ché nay dong nghia véi
san pham thity phan nAm men hodc thé tu phan giai ndm men, tic 1a chat chiét
xuét hoa tan tir nAm men chira protein da dugc thiy phéan.

Thuét ngir “glycosylamin va/hodc cac dan xut cua n6” ding dé chi nhém
glycosyl duoc lién két cong hoa tri véi nhém amin. Nhom glycosyl dugce hinh
thanh bang cach loai bo nhém hydroxy khoi chirc nidng hemiaxetal cua
monosacarit, vi du nhu riboza hodc glucoza. Vi dy, nhém amin c6 thé dugc cung
cap boi nhém purin, pyrimidin hodc pyridin. Céc dan xuét c6 thé bao gdm céc
nhém hydroxy dugc phosphoryl héa nhu trong 5’°-ribonucleotit.

Thuat ngit “ribonucleotit” nhu dugc sir dung trong tai li€u nay dung dé chi
hdn hop cua guanosin monophosphat (5'-GMP), cytidin monophosphat (5-CMP),
uridin monophosphat (5'-UMP) va adenosin monophosphat (5'-AMP) va/hodc
inosin monophosphat (5'-IMP), trong d6 5-IMP trong hdn hop thu duoc bing cach
chuyén ddi mot phﬁn hoic hoan toan 5'-AMP thanh 5'-IMP. Thuit ngi
"ribonucleotit" trong tai li¢u nay duoc dung dé chi cac 5'-ribonucleotit tw do hogic

mudi cua chung. Phan tram trong lugng cua 5'-ribonucleotit trong chiét xuat nim
4
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men (% trong lugng) dya trén trong luong cua chat kho khong mudi ctia ché phdm
va dugc tinh nhu mudi dinatri heptahydrat (2Na.7Aq) ctia 5'-ribonucelotit. Khong
mubi khong c6 nghia 1a ché pham theo sang ché khong thé chira mudi, nhung c6
nghia 1 mubi bi loai trir khoi ché pham dé tinh % trong lugng. Ribonucleotit va
nucleotit dugc st dung thay thé cho nhau trong pham vi L'rhg dung hién tai.

Thuat nglt “ribonucleosit” nhu dugc st dung ¢ diy dung dé chi hdn hop
cua guanosin, cytidin monophosphat, uridin, adenosin va/hoéc inosin.

Luong ribonucleotit va/hodc ribonucleosit ¢6 trong hdn hop phén tng ¢6
thé dugc xac dinh bang '"H NMR.

Chiét xuAt ndm men theo sang ché vira chira "tong chét kho" va lai vira chta
"nudc". Tong trong lugng cua tdng chét kho va nudce theo dinh nghia 1 100%. Vi
du, chiét xuit ndm men c6 thé chtra nuée vé6i lugng 1a 15% trong lugng va tong
chét kho véi luong 12 85%.

"Téng chat kho" tfong chiét xu4t ndm men vira chira "chit kho tir nAm men"
hodc "chat kho khong chira mubi", vira chtra "chét kho khong men" nhu mudi
(duge thém vao). "Chat kho nAm men" hoic "chét kho khong mudi" trong chiét
xuAt ndm men c6 thé bao gdm cac axit amin, peptit, lipit, polysacarit, 5'-
ribonucleotit, v.v.

Do d6, chiét xuét nAm men c6 thé c6 thanh phén sau:

nuéce voi luong 1a 60%;

tbng chat kho véi lugng 1a 40%, trong do mubi (natri clorua) véi lugng 13-

8% = tong chit kho voi lugng 1a 20% trong luong;
chét kho nim men véi lugng 1a 32% trong d6 = tdng chét kho véi lugng 1a
80%; '
~ S'-ribonucleotit v6i luong la 6% = chét kho ciia nAm men véi lugng 1a
18,75% (6/32);
cac chét khac nhu axit amin, peptit, lipit, polysacarit véi lugng 1a 26%.
Thut ngit "axit" nhu dugc sir dung trong tai li€u nay d& cap dén hop chét

la axit Bronsted.
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Thuét ngit “hop chit chira thiol” nhu dugc st dung trong tai liéu nay co
nghia la hop chét c6 nhom —SH, ching han nhu cystein, cling nhu cac hop chét —
SH dugc chin nhu hop chat chia disulfua (—S-S-), chang han nhu cystin. Téng
lugng —SH c6 thé dugc xac dinh theo phuong phép trong Proteins and Proteomics
cta Richard J. Simpson. CSHL Press, Cold Spring Harbor, NY, Hoa Ky, 2003.

Theo sang ché, hdn hgp phan tng chta chiét xuit ndm men, axit va nudc.
Tét hon 13, hdn hop phan ting chia, tinh theo trong lugng cia hdn hop phan tmg,
chiét xuit nAm men v6i luong it nhit 1a 30% trong luong, t6t hon 1a chiét xuét
nAm men v6i luong it nhat 1a 40% trong luong, t6t hon nita 1a chiét xuat nAm men
voi lugng it nhét 13 50% trong lugng, thAm chi t6t hon nita 1a chiét xudt nAm men
voi luong it nhat 13 60% trong lugng, nhung t6t hon nita 13 chiét xuét ndm men
v6i lugng it nhét 1a 70% trong luong, t6t nhét 14 it nhat 80% trong lugng. No6i cach
khac, hdn hop phan tng chira chiét xuAt nAm men v&i lugng nim trong khoang tir
30 dén 80% trong lugng, tinh theo trong lugng cua hdn hop phan tmg, t6t hon 13
hdon hop phan tng chira chiét xuAt ndm men v6i lugng nam trong khoang tir 40
dén 75% trong luong, t5t hon nira 13 hdn hop phan tmg chira chiét xut ndm men
v6i luong nam trong khoang tir 45 dén 65% trong lugng, tinh theo trong luong
ctia hdn hgp phan tmg.

Chiét xuAt nAm men c6 thé thudc ho Saccharomycetaceae. Theo phuong 4n
cu thé, nAm men thudc chi Saccharomyces, vi du: Saccharomyces cerevisiae hodc
Saccharomyces uvarum. Theo phuong dn khac, ndm men thudc chi
Kluyveromyces., Vi du: Kluyveromyces fragilis. Theo phwong an khac, nim men
la Candida, vi du: ndm Candida, con duoc goi 1a nidm men Torula.

Hdn hop phan ting theo dinh nghia trong tai li¢u nay chtra glycosylamin
va/hodc cac dan xuét cia nd voi lugng it nhét 13 0,5% trong luong, theo trong
luong chit khd cua chiét xuit ndm men, va cac hop chét chira thiol, véi lugng it
nhat 1a 1%trong luong, tinh theo trong luong chét kho cta chiét xuat nAm men.
Glycosylamin va/hodc cac dAn xuét cua nd va cac hop chét chira thiol ¢6 thé duoc
cung cdp bdi cic chiét xuAt ndm men giéng nhau hoic khéc nhau. N6i cach khac,

glycosylamin va/hodc dan xuéit ctia n6 va cac hop chat chira thiol ¢6 thé dugce cung
6
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cép boi chiét xut nAm men thir nhat va chiét xuit ndm men thir hai, trong d6 theo
céc phuong an nhat dinh, chiét xuét ndm men thir nhét va thir hai ¢6 thé giéng
nhau.

Trong phuong 4n dugc uu tién, budc i) bao gdm viée cung cap chiét xuét
ndm men tht nhét chia glycosylamin va/hogc cac dan xuét cia nod véi luong it
nhét 13 0,5% trong luong, tinh theo trong lugng chét kho cta chiét xut nAm men,
va chiét xudt nAm men thtr hai chira thiol chita céc hop chat voi lugng it nhét 13
1% trong lugng, tinh theo trong luong chit kho cua chiét xuat nAm men.

Theo phuong 4an dugc wu tién khéac, bude 1) bao gbm viéc cung cAp chiét
xuit nAm men chua glycosylamin va/hodc cac dan xuét cta no, voi lugng it nhat
14 0,5% trong lugng, theo trong lugng chit kho cua chiét xuit nAm men, dun nong
chiét xuAt nAm men v&i sy ¢6 mit cia axit, va sau d6 thém chiét xuit nAm men
chtra thiol véi lugng it nhét 12 1% trong lugng, tinh theo trong lugng chit kho cta
chiét xuit nAm men. Hon hop phan tmg thu dugc sau d6 dugc dun noéng véi sy co
mit cia axit & nhiét do trong khoang tir 90 dén 160°C.

Tt hon 13, chiét xudt ndm men dugc thém vao & bude i) bao gdm
glycosylamin va/hodc cac dan xut ctia n6 v6i luong it nhat 13 1% trong lugng,
t6t hon 1a it nhat 2% trong luong, t5t hon 14 it nhét 5% trong lugng, t5t hon nira
1a it nhat 10% trong luong, tham chi t6t hon nira 12 it nhit 15% trong luong, tdt
nhét 14 it nhat 20% trong lugng, tinh theo trong luong chit kho cia chiét xudt nAm
men.

Thong thudong, hdn hop phan tmg chira chiét xudt nim men chira
glycosylamin va/hodc dan xut ctia n6, voi luong ndm trong khoang tr 20 dén
75% trong luong, t5t hon 14 nim trong khoang tir 30 dén 60% trong luong, thim
chi tét hon nita 1a trong khoéang tix 40 dén 50 % trong lugng tinh theo trong lugng
ctia hon hop phan tmg.

Hon hop phén tng thuong chira chiét xu4t ndm men chira cac hop chét c6
chtra thiol, ndm trong khoang tir 20 dén 75% trong luong, t6t hon 1a ndm trong
khoéng tir 30 dén 60% trong lugng, thdm chi t5t hon nita 13 trong khoang tir 40

dén 50% trong luong, tinh theo trong lugng clia hdn hop phan tng.
7
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Tt hon 13, hdn hgp phan tng chira chiét xuat nAm men chtra glycosylamin
va/hodc céc din xuét cua néd va cac hop chét chira thiol, v6i lugng nam trong
khoang tir 20 dén 75% trong lugng, t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 30 dén
60% trong lugng, tham chi t6t hon nira 1a trong khoang tir 40 dén 50% trong
luong, tinh theo trong lwong ctia hdn hgp phan tng.

Theo phuong an dugc uu tién, glycosylamin va/hodc cac dan xuét cta n6
chua gdc riboza. Nguoi ta da phat hién ra rang cic quy trinh theo sang ché, trong
do riboza chira glycosylamin dugc su dung, cic hop chit nhu 2-metyl-3-
furanthiol, 2 metyl-3-(metylthio)furan va bis-(2-metyl-3-furyl) disulfua duoc
hinh thanh, ma cac hgp chét chara furan tao ra mui thom dic trung cua thit.

Theo mdt s6 phuong an nhat dinh, glycosylamin va/hodc dan xuét cuia nd
la ribonucleotit va/hodc ribonucleosit. Tt hon 1a chiét xudt nAm men chta
ribonucleotit véi lugng it nhét 13 0,5% trong lugng, t8t hon 14 it nhat 1% trong
lwong, tot hon 1a it nhét 5% trong luong, t6t hon nita 12 it nhat 10% trong luong,
tham chi t6t hon nita 13 it nhat 15% trong luong, t6t nhat 13 it nhit 20% trong
lugng, tinh theo trong luong chAt kho cua chiét xut ndm men.

| Theo phuong 4n dugc uu tién khac, glycosylamin la ribonucleotit va/hodc
ribonucleosit. Khéng mubn bi rang budc bsi ly thuyét, cac tac gia sang ché gia
dinh rang dun néng ribonucleotit khi c6 mit axit dan dén ribonucleotit va/hodc
ribonucleotit phan giai dé giai phong riboza co thé tham gia phan {mg v6i cac hop
chét chira thiol c6 mat dé tao ra cac hop chét huong liéu.

Céc hop chét chira thiol ¢6 thé 1a protein, peptit hodc axit amin bao gom
cac nhom —SH. Néi cach khac, nhom thiol ¢6 thé hién dién dudi dang “axit amin
tu do” hodc 1a mot phan cia peptit va/hodc protein. T6t hon 14 céc hop chit chia
thiol 1a céc peptit chira glutathion hodc cystein, t6t hon 13 glutathion.

Theo phuong én dugc uu ti€n, chiét xuit nAm men chira cac hop chét co
chtra thiol v61 luong it nhét 14 2% trong luong, t6t hon 12 it nhét 5% trong luong,
tdt hon 1 it nhét 10% trong lugng, t6t hon nita 13 it nhét 15% trong lugng, tham
chi tét hon nita 12 it nhit 20% trong lugng, tt nhét 12 it nhit 25% trong luong,

tinh theo trong luong chét kho cta chiét xuat nAm men.
8
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H&n hop phan tmg nhu duge x4c dinh & day chira axit. Tt hon 12 axit 1a
axit khoang hodc axit hitu co, t5t hon 1 axit hitu co. Tét hon 14 axit hitu co dugce
chon tir nhém bao g@)m axit axetic, axit ascorbic, axit lactic, axit malic, axit xitric,
axit succinic, axit tartaric, axit oxalic, axit tartronic, axit glycolic, axit glyxeric,
axit succinic, axit fumaric; axit duong nhu: axit gluconic, axit glucuronic, axit
glucaric, axit mannuronic, axit thom nhu axit benzoic, axit para-hydroxybenzoic,
axit catechuic, axit gallic, axit ferulic, axit quinic va hdn hgp cua chiing. Axit hitu
co, tot hon 1a dugc chon tir nhém bao gém axit ascorbic, axit lactic, axit malic va
axit xitric, axit succinic, axit tartaric, tdt hon nira, axit hitu co duge chon tir nhém
bao gém axit lactic, axit malic va axit xitric, axit tartaric, va sy két hop cua ching,
tot nhit 12 axit hitu co 1a axit lactic.

T4t hon 13, hdn hop phan ting chira axit, v6i lugng it nhét 5% trong luong
dua trén tong trong lwong cua hdn hgp phan ung, t6t hon 13 it nhat 10% trong
lwong, dua trén tong trong lwgng clia hdn hop phén tng.

Theo phuong an dugc uu tién, budc 1) bao gdm budc thém axit vao chiét
xuAt ndm men. Tét hon 14 lugng axit dugc thém vao 12 axit nam trong khoang tir
0,1 dén 2 phan trong lugng, axit dugc thém vao chiét xuit ndm men véi luong
nam trong khoang tir 1 dén 10 phén trong lugng, chira glycosylamin va/hogc cac
dan xut ctia n6 voi luong it nhét 12 0,5% trong lugng, theo trong lugng chét kho
cta chiét xuat nAm men.

Hon hgp phan ung nhu dugc xac dinh ¢ ddy chira nu6e véi lugng it nhét
10% trong lugng, theo trong luong cua hdn hop phan tmg. Tét hon 13, hdn hop
phan Ung chira nude voi lugng it nhét 1a 20% trong lugng, tdt hon 1a nuéce véi
luong it nhat 30% trong lugng, thim chi t6t hon nita 12 nuéc vé6i lugng it nhat
40% trong lugng.

Théng thudng, hdn hgp phan tmg ¢6 do axit sao cho dung dich loang 1%
trong luong trong nudc da khir khoang c¢6 do pH trong khoang 2,0 va 7,0, t6t hon
la trong khoang tu 3,0 dén 6,5, tham chi t5t hon nita 1a trong khoang tir 4,0 dén
5.5.
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Nhu dugce dinh nghia trong tai liéu nay, quy trinh nay chira nuéc v6i lugng
it nhat 1a 10% trong luong, theo trong lugng ctia hdn hop phan tng. Nude dugc
cung cip bdi chiét xuAt nAm men hodc dugc thém riéng. Tt hon 13, hdn hop phan
ung bao gém it nhat 15% trong lugng, tham chi t8t hon nita 1 it nhit 20% trong
lwong, t5t nhat 1a it nhat 25% trong luong cia hdn hop phan tmg. Nuéc c6 thé
duoc cung cAp béi chiét xuit nAm men hogc duge thém riéng.

Theo phuong an duge uu tién khac, hdn hgp phéan tmg duge dun néng ¢6
tinh axit sao cho dung dich loang 1% trong luong trong nudc da khir khoang c6
do pH ndm trong khoang 3,5 va 6,0, t5t hon 1a nim trong khoang 4,0 dén 5.5,
tham chi t5t hon nira 13 trong khoang tir 4,0 dén 5,0. Nguoi ta da phat hién ra ring
khi d6 pH trén 6, mui la 14n at huong thom.

Theo phuong 4n dugc wu tién, hon hop phén tmg bao gdm:

a. chiét xuit ndm men v6i lugng nam trong khoang tir 20 dén 75% trong
luong chira glycosylamin va/hodc cac dan xudt cta n6é voi luong it nhit 12 1%
trong lugng, tinh theo trong luong chit kho ctia chiét xuat ndm men, va hop chat
¢6 chira thiol véi luogng it nhit 13 2% trong lugng, tinh theo trong lugng chét kho
cua chiét xuAt nAm men,

b. axit véi luong nam trong khoang tir 2 dén 20% trong luong, tinh theo
trong luong ctia hdn hgp phan tmg,

¢. nuGe v6i luong nam trong khodng tir 10 dén 80% trong luong, tinh theo
trong luong ctia hdn hgp phan tmg.

Theo mot ) phuong an dugc wu tién, quy trinh ndy dugc thue hién khi ¢6
mit chit béo hodc dau. Trong trudng hop st dung chét béo, chét béo tot hon 1a
chét béo thuc vat, chéng han nhu, vi du stearin dau co, va con ca chét béo tur dong
vat nhu thit lon, thit ga va/hodc thit bo ndm trong pham vi clia sang ché. Chét béo
t6t hon 1a bao gdm chét béo trung tinh. Chét béo ciing ¢6 nghia 1a du, ching han
nhu, vi du: dAu 6 liu hodc dau co.

Theo phuong an dugc uu tién, phuong phép theo sang ché khong bao gdm
budc thém duong khir mot céch riéng biét. Bdi "riéng biét" c6 nghia 1a ngoai chiét

xudt nAm men. Puong khir 1a sacarit chira nhom hemiaxetal hodc hemiketal. Vi
10
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du vé duong khir 1a fructoza, glucoza, riboza, Xyloza, maltodextrin, dextrin, sirup
glucoza.

T6t hon 13, hdn hop phén tmg dugc dun ndng trong thoi gian (t) gid theo
cong thie (I):

t = 4096¢e®" (I)

trong d6: 90 ° C < T <160°C va 0,06 <b <0,07.

Tét hon 1a dun néng hdn hop phan Gng & nhiét do nam trong khoang tir 90
dén 160°C trong khoang thoi gian tir 0,05 dén 20 gid, tot hon 1a tir 0,1 dén 15 gid,
tot hon nita 1a tir 0,2 dén 12 gi0, tham chi t5t hon nira trong khodng tu 0,5 dén 10
gidy, tot nhét 1a trong khoang tir 1 dén 8 gio.

Theo phuong an dugc uu tién, hdn hop phan tmg dugc dun nong it nhit 7,5
gidy ¢ 90°C, tdt hon 14 it nhat 11 gidr & 90°C va tdt hon 1a nhiéu nhét 18 gi 6 90°C.

Theo phuong an dugc uu tién, hdn hop phan ing dugc dun néng trong it
nhét 3,5 gidr & 100°C, tét hon 14 it nhit 6 gio & 100°C, va tét hon 1 nhiéu nhat 11
210 ¢ 100°C.

Theo phuong an dugc uu ti€n, hdn hgp phan ing duoc dun néng trong it
nhét 0,75 gidr & 120°C, 5t hon 14 it nhit 1,5 gidy & 120°C, va tdt hon 12 nhiéu nhét
3,5 gio 6 120°C.

Theo phuong 4n dugc uu ti€n, hdn hgp phan ng dugc dun nong trong it
nhét 0,15 git & 140°C, tt hon 1a it nht 0,25 gidr & 140°C, va tét hon 1a nhiéu nhét
0,9 gio ¢ 140°C.

Theo phuong an dugc uu ti€n, hdn hop phan ung dugc dun néng trong it
nhét 0,04 gitr & 160°C, tt hon 1a it nhat 0,06 gidy & 160°C, va tét hon 1a nhiéu nhat
0,2 gio 6 160°C.

Hon hop phan tmg duoc dun néng & 4p suét du dé dat dugc nhiét d mong
mudn bang cac phuong phap ma ngudi c6 hidu biét trung binh da biét. Theo mot
s6 phuong an khi hdn hgp phan tmg dugc lam néng trén 100°C, thi hdn hop phan
{mg, tot hon 1a dugc dun nong trong binh tiép xtic voi bé dau, trong ndi hp, trong
ﬁéi ap suat hogc trong quy trinh nhiét do cao lién tyc. Theo mot s6 phuong 4n

duoc uu tién, hdn hop phan tng dugce lam néng & ap sudt 1én dén 4 bar. Thong
11
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thuong, hon hop phan tmg duge dun néng & 120°C & 2 bar va t6t hon 12 hdn hop
phan (mg dugc dun néng ¢ 140°C & 3,6 bar. |

Theo tuy chon, tiép theo buge dun néng, bude lam kho c), dugce thuc hién
bang cach lam khd chan khong, sy phun hozic sdy dai hdn hop phan tmg thu dugc,
tuy y v4i sy ¢6 mat cua phu gia lam kho, t6t hon 1 trong d6 phu gia 1am kho 1a
thanh phan chét béo, thanh phan tinh bt va/hoic mudi. Thusn lgi la ché phdm
huong liéu thu dugc sau khi sdy kho c6 thé d& dang bio quan, van chuyén va sir
dung trong ché bién cac san pham thuc phim. Thong thuong, sdy chan khong
duoc thyc hién ¢ ap suét xuéng dén 10 mBar va & nhiét do 1én dén 80°C.

Theo khia canh thir hai, sdng ché dé cap dén huong lidu c6 thé thu duogc
bang phuong phap nhu dugc xac dinh & ddy, trong d6 do pH ctia dung dich huong
liéu 1% trong nudce khir khoang & 20°C nim trong khoang tir 3,5 dén 6, tot hon 13
nam trong khoang tir 4 dén 5.

Tét hon 13, mui thom/hwong vi thit ¢6 thé duoc x4c dinh bang cach dénh
gid cam quan cua dung dich nudc chira huong li¢u thu dugc bang phuong phap
dugc xac dinh ¢ day, voi luong nam trong khoang tir 0,01 dén 0,5% trong luong,
tinh theo trong luong cta chét kho, t6t hon 1a huong liéu thu dugc bang phuong
phéap xac dinh & day voi luong nam trong khoang tir 0,02 dén 0,2% trong luong,
tinh theo trong luong chét kho.

Theo khia canh thtr ba, sing ché dé cap dén ché pham tao hwong vi bao
gém chiét xuAt nAm men chtra, dya trén chiét xuit ndm men kho:

i. ribonucleotit, véi lugng it nhat 14 20 mg/g,

ii. axit hiru co, voi lugng it nhat 1a 20 mg/g,

iii. glutathion, vé&i lugng it nhét 12 0,1 mg/g,

iv. pyroglutamat, t6t hon 12 v6i lugng it nhat 1 1 mg/g

v. xyclo-cysteinyl-glyxin, t6t hon 1a voi luong it nhat 14 1 mg/g

vi. va trong d6 ché pham t6t hon 1a khong chira thiamin va sulfurol.

Tbt hon 14 dung dich 1% trong lugng cua ché pham néi trén c6 do pH nam

trong khoang tir 3,5 dén 6 & 20°C.

12
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Theo khia canh thir tu, sang ché dé cap dén phuong phép ché bién san phim
thuc phadm c¢6 huong vi chtra két hop ché pham hwong ligu dugce diéu ché theo quy
trinh dugc xac dinh & day, véi luong tir 0,001 dén 1% trong lugng, véi mot hodc
nhiéu thanh phan thyc pham.

Theo khia canh thr nim, sang ché dé cap dén viéc sir dung ché phém bao
gém chiét xuit nAm men chira, dya trén chiét xuét nAm men kho:

i. ribonucleotit, v4i lwong it nhat 1a 20 mg/g,

ii. axit hitu co, v6i luong it nhat 1a 20 mg/g,

iii. glutathion, voi lugng it nhét 12 0,1 mg/g

iv. pyroglutamat, tt hon 1a véi lugng it nhét 12 1 mg/g

v. xyclo-cysteinyl-glyxin, tdt hon 1a véi lugng it nhit 1a 1 mg/g

vi. va trong d6 ché phdm nay tot hon 13 hau nhu khéng chira thiamin va
sulfurol,

dé cung cAp mui thom cua thit cho cac san pham thuc phim c6 huong vi.

Trong bbi canh ciia tmg dung hién tai “yé& co ban khong chira thiamin” c6
nghfa 12 it hon 1 mg/g, t6t hon 1 it hon 0,1 mg/g, t6t hon 14 it hon 0,01 mg/g.

Trong bdi canh cua tmg dung hién tai “y& co ban khong chira sulforol”
nghia la it hon 0,1 mg/g va vé co ban khong chura sulfurol, t6t hon 1a it hon 0,01
mg/g.

Tét hon 14, huong liéu ¢6 thé thu dugc bang phuong phap nhu d4 dinh nghia
trong tai liéu nay bao gdm cac hop chat nhu 2-metyl-3-furanthiol, 2 metyl-3-
(metylthio)furan va bis-(2-metyl-3-furyl) disulfua.

Céc san pham thuc phidm c6 huong vi nhu dugc sit dung trong tai liéu nay
dé cap dén cac san pham thuc pham nhu stip, nudce sét, nude dung, vién bdt canh,
dd an so ché s&n, nude x4t sa lat va nude x5t uép.

Sang ché hién nay s& dugc minh hoa bang cac vi du khong giéi han sau

day.

Vi du thye hién sang ché

Chét & phuong phip
13
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Thanh phan dugc sir dung:

Nuc-YEP: Bot chiét xudt nAm men ribonucleotit 12%, mudi 18% tur
Biospringer.

S4t chiét xudt nAm men Maxarome tir DSM duogc sir dung lam s6t diac Nuc-
YE.

GSH-YEP: Bot chiét xuit nim men glutathion 4%, mubi <1% tur
Biospringer.

Axit lactic 80%. (Corbion, NL),

HCI (Merck, DE)

Axit ascorbic (BASF, DE)

Axit malic (BASF, DE)

Phép do Pinh lugong NMR _

Phan tich gNMR str dung dinh dang muc tiéu (Chenomx) dugc thyc hién
theo SOP 890 V1 (Dinh lugng NMR trong hé théng thuc pham). Phd 1D 1H NMR
duoc ghi lai bang chudi xung NOESYGPPRID trén may quang phd Bruker
Avance III 600 NMR, dugc trang bi dau do cryo 5 mm. Péu do duge didu chinh
dé phat hién cong huéng 1H ¢ 600,25 MHz. Nhi€t do Bén trong dau do duoc dat
thanh 298 K. 64 1an quét dwoc thu thap trong 57k diém dit liéu véi do tré thu gidn
1a 10 gidy, thoi gian thu thap 1a 4 gidy va thoi gian tron la 100 ms. Murc nén nudce
cong suit thip (16 Hz) dugc ap dung trong 0,99 gidy. Dit liéu duoc xtt Iy trong
phan mém TOPSPIN phién ban 3.5 pl 1 (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten,
Puc). Mot ham cira s6 ham mil da duge &p dung cho phan rd cam tmg doc 1ap
(FID) véi hé s6 mé rong dong 13 0,15 Hz trude khi bién dbi Fourier. Hiéu chinh
pha thu cong va hiéu chinh dudng nén dugc ap dung cho tit ca cac phd. Quang
pho 14 ddi chimg clia tin hiéu metyl cia TSP (8 0,0 ppm).

Phé 1D.1H NMR duoc nhdp vao phan mém Chenomx (Chenomx NMR
suite Professional phién ban 8.13, Edmonton, Alberta, Canada). Cac m6 hinh
Chenomx ¢6 lién quan da dugc lap vao tin hiéu NMR cua céc hop chét myc tiéu,

giam thiéu dong du. Mo-dun béo cdo ndi bd (dya trén Matlab) tinh toan ndng do
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hop chét trong mau theo ba don vi khac nhau, tirc 13 % trong luong/trong lugng,

mg/g va mg.

Do pH
Dung dich hdn hgp phan tmg 1% duoc diéu ché trong nudc mudi 5 g/L va

do d6 pH & 20°C bang may do do pH.

Phuong phap SPME-GC/MS

Tét ca cac phan tich GC-MS dugc thyc hién bang cach sir dung Agilent
6890 GC két hop v6i hé thdng MSD 5973 duoc trang bi BO ldy mau da ning
Gerstel (MPS2). Vi chiét pha rin (SPME), véi 16p phi soi hdp thu
Polydimetylsiloxan (PDMS), dugc st dung dé chiét xuét cac hop chét tao mui
thom tr cac mau. Cot 1a DB-WAX (20mx180umx0,3um) cua J&W Scientific.

Diéu kién chi tiét:

Phuong phap GC MS SPME dugc st dung d& phan tich cac chat bay hoi.
Soi 1a sgi SPME PDMS 100 pm

LO: Nhiét do ban dau: 35°C (Bat) Nhiét do ti da: 250°C; Thoi gian ban
dAu: 4,00 phat; Thoi gian can bang: 0,10 phut; Do bién ddi: #Muc 1; Nhiét do
cudi cung/Thoi gian cudi cing 5,00°C/phat 230°C 7,00 phut. Thoi gian chay:
50,00 phit; PAU RA TRUGC (CIS3): Ché do: Kh@ng chia cit; Nhiét do ban dau:
250°C (Tht); Ap sudt: 132,4 kPa (Bat); Luu lugng loc: 50,0 mL/phit; Thoi gian
loc: 1,00 phut; Téng luu lugng: 53,2 mL/phut; Tiét kiém khi: Tét; Loai khi: Heli.

COT: Cot mao quan; Mau sb: J&W 121-7023 DB-WAX;

Nhiét do t8i da: 250°C; Chiéu dai danh nghia: 20,0 m; Pudng kinh danh
nghia: 180,00 um

Do day mang danh nghia: 0,30 um; Ché d6: dong chay khong ddi; Luu
luong ban dau: 1,0 mL/phut

Ap suét ban dau danh nghia: 132,5 kPa; Van tdc trung binh: 44 cm/gidy;

Dau vao: Dau vao phia trudce
15
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Ap suat dau ra: chan khong.

THIET BI NHIET 2: Su dung: Bo sudi dong chuyén MSD; M6 ta: MS-
Transfer; Nhiét do ban dAu: 250°C (Bat); GERSTEL CIS Nhiét do: 250°C; Thudc
tiém GERSTEL MPS SPME.

DIEU CHE MAU: Nhiét d6 : 60°C; Thai gian t: 1,00 phut; Téc do khudy:
500 vong/phat; Thoi gian bat may khudy: 10 gidy; Thoi gian tit may khudy: 1
giay.

THONG SO MAU: Do tham nhap vao 1o: 22,00 mm: Thoi gian chiét: 30,00
phut

D9 thAm nhdp khi tiém: 54,00 mm: Thoi gian giai hap: 600 gidy; CAI AT
CHU KY: Thoi gian chu ky: 65,0 phut.

THONG SO PIEU CHINH MS: D6 tré ctia dung moi: 3,00 phut; Chénh
léch EM: 0

Két qua Dién 4p EM: 1100; [Thong s6 quét] Khdi lugng thap: 29.0; Khéi
lugng cao: 250,0

Ngudng: 0; [MSZones] Mach bon cuc MS: 150°C t6i da 200°C.

Cam quan

Tir dung dich 1% cta hdn hgp phan ng trong cac dung dich nudc loang 5
g mudi/L. duoc didu ché véi nudce mudi dén mirc 0,2 g/L, 0,1 g/L, 0,05 g/L va/hoic
cac dung dich lodng khac nhu dugc chi ra trong cac thi nghiém. Hoi dong gém ba
nguoi da ném thtr cac dung dich va danh gia d6 dam da cda thit va mui la néu co.
Trong vi du 2 ciing dugc danh gia khi c6 MSG (1 g/L). Két qua dugc ghi nhan
nhu sau:

+++ = huong vi thit ddm da; ++ = huong vi thit; + = huong vi thit yéu; -=

khong c6 huong vi thit

Vidul

16
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10 g Nuc-YEP, 1 g axit lactic (80%) va 10 g nuéc dugc tron va dun néng
¢ 100°C trong 1 gio. Sau do, 1 g GSH-YEP dugc thém vao, tron déu va tiép tuc
dun nong 100°C. Cac mau 2 g dugc lay & 1 gio, 2 gio, 3,5 gio, 5 gio va 7 gio
(phan con lai). Bao quan & -18°C

Cac dung dich 1% dugc diéu ché dé do dd pH, dé danh gid huong vi cua
thit, cdc dung dich pha loang tiép theo dugc diéu ché. MAu duoc didu ché v6i ndng
do 0,1% trong luong,

Bang 1.1 Két qua phan g theo thoi gian cia Vi du 1.

Mau Do pH 0,100% trong lugng
1 tiéng 4,95 -
7 tiéng 4,8 +
Vidu2

Quy trinh tuong ty nhu Vi du 1, chi dun néng ¢ nhiét do 100°C trong 7 gio.

Bang 2.1 Cac ché pham dugc sir dung

Mau Nucl YEP GSH-YEP- Axit lactic Nudce
12% 8% (80%)

2.1 15g 1,5g 1,5¢ 15g

2.2 15¢ 7,5¢ 1,5¢ 15¢

Bang 2.2: Két qua phan tich NMR cua hdn hop trudce va sau khi dun nong

Hop chat | 2.1 trudce 2.1 sau 2.2 trude 2.2 sau
(mg/g)

CMP 12,35 11,34 10,73 10,00
Glutathion | 0,27 <0,01 0,96 0,26
GMP 16,44 15,48 15,15 13,40
IMP 16,37 15,55 14,76 13,29
UMP 15,55 15,64 14,35 13,85

17
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Danh gia cam quan vé vi thit va mui thom thit cta ché phém thu duoc trong
vi du 2.1 va 2.2 duoc thuc hién trong cac mau sau:

A = ché pham véi luong 12 0,1% trong lugng trong nude.

B = ché pham véi lugng 14 0,1% trong lugng trong 5 g NaCl/L.

C = ché pham véi lugng 1 0,1% trong lugng trong 5 g NaCl/L + 1 g
MSG/L.

Bang 2.3: Két qua cam quan cta Vi dy 2.

Mau A B
2.1 +
22 ++ ++ ++

Céac phép do da chimg minh rd rang moi quan hé giita ndng dd glutathion
ban dau va do dam cia hwong vi thu dugc. Huong vi thit dugc phat hién khi c6

cac thanh phan thyc pham khAc.

Vidu3

Quy trinh tuvong tu nhu trong Vi du 2 va ché phim 2.2. d4 dugc dung.

Sau 7 gid phan ting & 100°C, mau dugc 14y dé ném thir (mAu 3.1). Phan con
lai ctia hdn hop phan tng dugc 1am kho trong ti sdy chan khong trong 30 phut &
60°C, sau d6 1a 30 phut ¢ 80°C. Bot dugc nghién trong ¢bi (3.2) va mcf)t.m’ra bot
dugc bao quan ¢ -20°C va ntra con lai & nhiét do phong.

Bang 3.1 Két qua cam quan cia Vi du 3.

Mau NEM 0,1% trong 5 g mudi/L
3.1 (sbt dic) +
3.2 (bot) +++

Trong qua trinh sdy, huong vi thit van con. Loai bé nuge dé tao bot mang

lai huong vi dam da hon (nhiéu thanh phan huong vi hon trén mot gam san pham).

Vidu4

18
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Ty 1& GSH-YEPv: Nuc-YEPv: Axit lactic thay ddi & ndng d6 khong ddi
(50%). Céc didu kién phan img giéng nhu trong Vi du 2, tire 1a dun néng 7 gio &
100°C.

Bang 4.1 Ché pham va két qua cua cac hdn hgp phén tng dugce diéu ché

v6i céc ty 18 thanh phan khac nhau.

Mau |GSH YEP|Nuc YEP[Axit |Nuéc |Ném |[Ném |Ném |Dd
lactic 0,20% | 0,10% | 0,05% | pH

4,01 |6,6 7,6 0,7 |150 |+++ |++ + 5.92

(sang

ché)

4,05 19,0 4,5 1,5 |150 |[+++ |++ + 5,04

(séng

ché)

4,08 |5,8 6,7 25 150 |+++ |4+ + 4,32

(sang

ché)

4,11 10,0 5,0 0,0 [150 |- — — 6,7

(so

sanh)

Trong trudng hop khong c6 axit lactic (4.11), khong c6 mui vi thit nao c6

thé nhan thdy dugc phat hién.

Vidu5

Vi du 5, ty 1€ dugc phat hién la td1 wu trong Vi du 4.01 va 4.05 dugce st
dung trong khi lugng nuéc thay ddi tir 75% luong nudc dugc thém dén 200%
lugng nude dugce thém nhu duge thé hién duéi day trong Bang 5.1. Cac diéu kién
trong tu nhu trong Vi du 2, tire 1a 7 gidr & 100°C. Viée thi ném da dugc higu
chinh dé luong nuée dugce thém vao trong céac thi nghiém dén ndng do tit ca &

muec 0,033 trong lugng/trong luong dua trén chét kho.
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Béang 5.1 Ché phdm va két qua ctia Vi dy 5.

Maiu | GSH YEP |Nuc YEP|Axit |[Nuéc |Do |Két qua|cudng
lactic pH ném do

(0,033% | tuong

chat déi

kho) (Stdv)

501 |82 8,2 0,8 12,9 [583 |++ 30,3
(17.4)

502 |71 7,1 0,7 150 [594 |++ 44.9
(13,8)

503 |103 5,1 1,7 12,9 (4,95 |+ 40,8
| (252)

504 (90 4,5 1,5 150 [5,00 |+++ 100
(47.4)

505 |72 3,6 1,2 18,0 [5,14 |+++ 83,7
(80,5)

506 |60 3,0 1,0 20,0 529 |+++ 50,0
(40,1)

Chiét xuit ndm men véi lugng nam trong khoang tir 40 dén 50% trong
luong, tinh theo trong lugng cua tong hdn hop phan tng va ty 1€ 2:1 GSH-YE so
v6i Nuc-YE cho két qua ném t5t nhat (5,04, 5,05, 5,06).

Vidu6

6.1. Cac luong 1g Nuc-YEP, 1 g GSH-YX, 0,1 g axit lactic, va 0,25 g nudc
duoc tron va dun néng & 120°C trong 1 gio, dé ngudi tao ra chét ran nhdo mau
nau, ¢6 mui luu huynh. Dung dich 1% hoi duc, hoi vang va c6 mui thom cua thit
da nau chin.

6.2. Nhu 6.1 nhung bay gi¢ v6i phan tng truée Nuc-YEP. 1g Nuc-YEP,
0,1 g Axit lactic va 0,25 g nudc dugc trdn va dun néng ¢ 120°C trong 15 phut,
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Sau d6, 1 g GSH-YE duogc thém vao va tiép tuc dun 120°C trong 1 gio, dé ngudi.
Hdn hop ¢6 mau nau sén sét véi chit mui luu huynh
6.3 Nhu 6.2 nhung by gio cling c¢6 0,1 g manh Déu co (bdo hoa 49%,

monounsat 37%, polyunsat. 9%) dugc thém vao cung vé1 GSH_YEP

Mau Do pH | Két qua ném

6.1. 5,18 0,1% trong luong +++, 0,05% trong lugng ++, 0,025%

trong luong +

6.2. 5,42 0,1% trong luong +++, 0,05% trong lugng ++, 0,025%

trong luong +

6.3. 5,35 0,1% trong luong +++, 0,05% trong luong ++, 0,025%

trong lugng +

Vi du 6.1 cho thdy phan tmg & 120°C trong 1 gi® cho ché pham c6 vi tuong
tu nhu phan ing ¢ 100°C trong 7 gio. Viéc bd sung dau co cho phép tao ra huong
vi thit va khong anh huéng dén cac dic tinh cam quan ctia hon hop phan tmg.

Phan ung & 120°C trong 1 gi¢ twong tu nhu phan tmg & 100°C trong 7 gio.
Phan tng trude cua Nuc-YEP khong tao ra su khic biét vé mit cam quan, mac du
gia tri do pH khac nhau thu dugc. Viéc bd sung dau co cho phép tao ra huong vi

thit va khong anh huéng dén cac dac tinh cam quan ctia hon hgp phan tmg.

Vidu7

Céc lugng nho dugc tron va dun nong trong éng Hungat, day chit bang
mang ngan cao su butyl, trong bé dau & 120°C trong 1,5 gio, d6 1én dia Petri daé
lam ngudi va bay hoi trong chin khong ¢ 80°C dén kho. Phan con lai duge nghién
va xay bang chay va cbi (néng dé tranh ngdm nuéc) thanh bot va duge bao quan
dudi nito trong lo thay tinh.

7.1.3 g GSH-YEP Biospringer + 1,5 g Nuc-YEP + 0,5 g axit lactic 80% +
5 g nudc - trdn

7.2.5 g GSH-YEP Biospringer + 0,7 g axit lactic 80% + 5 g nudge - tron

Bang 7.1. Do pH va Két qua cam quan ctia hon hgp phan tmg cua Viduy 7.
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Mau Do pH Két qua ném thur
7.1. 4,64 0,05% +++
7.2. 4,54 0,05% -

Viéc thiéu huong vi thit trong mau 7.2 cho thiy ca hop chit glycosylamin

va thiol déu can thiét dé cung cap huong vi mong muon.

Vidu§
Vidu 5 cua JP2016-174587 dugce thuc hién nhu vi du so sanh. Cac hdn hop
sau duoc dun noéng trong 30 phut & 110°C theo JP2016-174587.
Bang 8.1 Ché phim va két qua
Mau | GSH- |Nuc- [Axit |Prolin |FruGlu* | Nugc |Cam |Cam

YE YE lactic quan | quan
0,1% |0,2%
8.1 49 4 0 0,5 1,4 45,1 - -
8.2 49 4% 0 0 0 47% |- -
8.3 3 15% |0 0 0 55% |- -
8.4 49 4 4 0 0 43% |+ +
8.5 30 15% |5 0 0 50% | ++ +++

* FruGlu - fructoza/glucoza thu dugc bang cach tron glucoza va fructoza
1:1 dudi dang dung dich 50% trong nudce.
Cac mau 8.1, 8.2 va 8.3 ¢6 vi umami chiém wu thé. Cac miu 9.4 va 9.5 déu

¢d huong vi thit.

Vidu9

Ché pham vo&i cac axit khac va khong ¢6 axit duge dun nong trong 7 gio &
100°C (tat ca cac loai bot duge hoa tan trong vong 1 gio) GSH-YE voi lugng 30%
(Biospringer), Nuc-YE véi lugng 15% (Biospringer), Axit voi luong 5%, nude
v6i lugng 50% nhu trong vi du 5.06. Ném thir dugc thyc hién trén cac mau 0,1%

va 0,2% trong 5 g NaCl/L, n = 3.
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Bang 9.1
Mau Axit P pH 1% |Cam quan 0,1% | Cam quan 0,2%
trong nudce | tat ca
mudi
9.1 Lactic 4,92 ++ 4
9.2 Ascorbic 5,60 ++ ++
9.3 Malic 4,57 ++ 4t
9.4 Clohidric | 5,56 ++ ++
(6 M)
Vidy 10

Céc hdn hop sau day dugc dun nong trong thoi gian quy dinh va ¢ nhi€t do

bing cach st dung mot dng thép khong gi dugc bit chit bang nip thép co 16t vit,

nhtng trong bé dau.

Béang 10.1
MAu |GSH- |Nuc- |Axit |Nu6c |Thoi |Nhiét |Cam | Cam
YE (g) | YE (g) | Lactic | (g) gian do °C |quan |quan
(2) (phut) 0,1% |0,2%
10,1 12 6 2 20 15 140 + ++
10,2 12 6 2 20 6,5 150 + ++
10,3 12 6 2 20 3,45 160 + ++

Vidu so sanh A

Vi du 1 caa JP 2007 259744 A da duoc thuc hién. chiét xuit ndm men 5'-

nucleotit voi luong 25 phan trong luong (Sén pham dugc diu ché tir chiét xuit

ndm men Biospringer, ham lugng 5'-nucleotit 36%), chiét xudt ndm men chira

glutathion v6i lugng 10 phan trong lugng (Sén pham dugc diéu ché tir chiét xuét

nim men Aromild U-15 cua Kojin, ham lugng glutathion 15%), axit ascorbic véi

luong 1a 0,2 phén trong lwong dugc tron voi nude véi luong 64,8 phﬁn trong
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lugng. Hon hgp dugc dun nong trong 40 phut ¢ 105°C trong 16 phan tmg diéu 4p.

San phém dugc dé ngudi trude khi ném va két qué duogc thé hién trong Bang 11.

Vidu so sanh B

Vidu 1 cha JP 2003 169627 A da dugc thyc hién. Chiét xuit ndm men 5'-
nucleotit v&i lwong 7 phan trong luong (San phim duoc diéu ché tir chiét xuit
ndm men Biospringer, ham lugong 5'-nucleotit 36%), chiét xudt ndm men chua
glutathion véi luong 19 phan trong luong (San pham dugc lam tir chiét xuat nim
men Aromild U-15 ctia Kojin, ham lugng glutathion 15%), véi nu6e voi lugng la
65 phan trong lugng. Hon hgp dugc dun nong trong 65 phit & 105°C trong ong

kin (co diéu ap) va sau d6 dé nguoi trude khi ném (Bang 11).

Vidu so sanh C

Viduy 5 cuaEP 2103 225 Al da dugc thuc higén. Phan timg chira nucleotit
(nhung khong phai chiét xuat ndm men chira nucleotit), dugc phan ng véi axit
(HCI) va dun néng. Sau do, chiét xuét nim men c6 chira cystein duge thém vao,
didu chinh d6 pH dén 4,5 va dun néng trong 5 giv & 95°C. Téng thoi gian lam
néng la 22 gio.

Vidu5:

(1) 1,8 g IMP, 2,6 g H20, 0,4 g HCI déc (4 mmol) 10 gio, ¢ 95°C

(2) Thém 7,5 g GSH-YE 4% BS + 0,6 g glucoza + 11,7 g H20

(3) pH 4,5 v6i NaOH c¢o dic, mau phu vao NMR cho % nucleotit nguyén
ven (Yéu ciu bao ho 1a)

(4) Bun néng 5 gio ¢ 95°C

(5) Do pH 7,5 v6i NaOH c6 dac

(6) Lam néng 7 gio ¢ 95°C

Ném thur:
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Dung dich gom 02 g A,BvaCva0,5¢g mubi duge pha trong nuéc 4m va
cO VI. Diéu nay dugc so sanh boi 3 nguoi (n=3) v610,2 g hén hop dugce chuén bi

theo sang ché nhu trong vi du 7.1 va 0,5 g mudi trong 100 ml nuéc m.

Mau Vi thit/ga | Sulfury, mui | Virang bo pH
(0,2% trong | la (0,2% trén
5g NaCl/L) 5g NaCl/L)

7.1 +++ - - 4,64
A +- » ++ nd 6,1
B +- ++ nd 6,4
C - nd + 7,1

* Dung dich loang 1% trong lugng trong nude khir khoang ¢ 20°C

25



48362
YEU CAU BAO HOQ

1. Phuong phép diéu ché huong liéu, bao gdm céc bude:

(i) cung cap hdn hop phéan tng bao gdm:

a. chiét xuét nAm men chira glycosylamin va/hodc céac dan xuit ctia né véi luong
it nhét 0,5% trong lugng, tinh theo trong lugng chét kho cta chiét xuit nAm men,
va cac hop chét chira thiol véi lugng it nhét 1,0% trong lugng, tinh theo trong
lugng cua chiét xuét nAm men kho,

b. axit khoang hodc axit hitu co, vé1 luong it nhét 2% trong luqng, tinh theo trong
luong ctia hon hop phan tng,

c. nudc, it nhat 10% trong lugng, tinh theo trong lugng cia hdn hop phan g,
(ii) dun néng hdn hgp phan tng & nhiét d§ trong khoang tir 90 dén 160°C,

trong d6 hon hgp phan tmg duge dun néng co tinh axit sao cho dung dich loang
1% trong lugng trong nude khir khoang ¢6 do pH trong khoang 3,5 va 6 ¢ 20°C,
(iii) theo tay chon, 1am kho san pham,

trong d6 hdn hop phan ing dugc dun néng trong thoi gian (t) gio theo cong thire:
t = 4096e™T trong d6: 90°C<T<160°C va 0,06 <b < 0,07 (cOng thirc I).

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 budc 1) bao gdm viéc cung cip chiét xut
ndm men tht nhat chta glycosylamin va/hodc cac dan xuét cta nd véi lugng it
nhét 0,5% trong lugng, tinh theo trong lugng chét kho cua chiét xuat nAm men
thtr nht, va chiét xuat nAm men thir hai chtra c4c hop chit chira thiol v6i luong 1a

1% trong luong, tinh theo trong luong chét kho cua chiét xuit ndm men thi hai.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 budc i) bao gdm viée cung cap chiét xuat
ndm men chira glycosylamin va/hodc cac dAn xudt cta n6 voi lugng it nhét 1,0%
trong lugng, tinh theo trong luong chét kho cta chiét xuat ndm men, va cac hop
chét chtra thiol v&i lugng it nhat 1% trong lugng, tinh theo trong lugng chét kho

cua chiét xuat nam men.
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4. Phuong phédp theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, trong dé
glycosylamin va/hodc cac din xuét cia né chira gbc riboza, tét hon 1a trong d6

glycosylamin va/hogic cdc dan xuat cua né 1a ribonucleotit va/hodc ribonucleosit.

5. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 hop chat

chtra thiol 1a glutathion hoac cystein, t6t hon 1a glutathion.

6. Phuong phap theo diém bét ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 hdn hop
phéan Umg bao gbm axit hitu co v6i lugng it nhéit 2% trong luong, t6t hon 13 axit
hitu co dugc chon tor nhom bao gé)m axit lactic, axit malic va axit xitric, axit

tartaric.

7. Phuong phép theo diém bét ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 hdn hop
phan Gng chira axit khoang hodc axit hitu co véi1 lugng it nhat 5% trong lugng,

dua trén tong trong lwong ctia hon hop phén tng.

8. Phuong phap theo diém bat ky trong s cac diém néu trén, trong d6 hdn hop
phan Ung chira nu6ce voi lugng it nhit 12 20% trong luong, tét hon 1 nude véi
lugng it nhét 30% trong luong, thim chi t5t hon nita 1a nudc véi luong it nhét

40% trong lugng.

9. Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 hon hop
phéan mg & budc ii) c6 tinh axit sao cho dung dich loang 1% trong luong trong

nudc da khir khoang co6 do pH trong khoang tur 4 dén 5.

10. Phuong phap theo diém bat ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 hdn hop
phan tmg duge dun néng 6 nhiét do trong khoang tir 90°C dén 160°C trong khoang
thoi gian tir 0,05 dén 20 gio, tdt hon 14 trong khoang tir 0,1 dén 15 gid, tt hon
nita 1a 0,2 dén 12 210, tham chi tdt hon nita 1a trong khodng 0,5 dén 10 gio0, tbt

nhéat 14 trong khoang tur 1 dén 8 gio.
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11. Phuong phap theo diém bét ky trong sd cac diém néu trén, trong dé budc c)
duoc thuc hién bang cach lam kho chan khong, sdy phun hoic siy dai tiy y véi
su ¢6 mat cua phu gia 1am kho, t6t hon 1a trong d6 phu gia 1am khé 13 thanh phan

chét béo, thanh ph?m tinh bot hodc mudi.

12. Ché pham huong liéu ty nhién c6 thé thu duoc bing phuong phéap theo mot

hodc nhiéu diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 11.

13. Ché pham huoﬁg liéu ty nhién theo diém 12 chira chiét xuit ndm men chira:
i. ribonucleotit véi luong it nhat 14 20 mg/g,

ii. axit hitu co voi lugng it nhat 1a 20 mg/g,

iii. glutathion véi lugng it nhit 13 0,1 mg/g (tong sd bi khir va oxy héa),

iv. tét hon la pyroglutamat vé6i lugng it nhit 1a 1 mg/g,

v. tét hon 13 xyclo-cysteinyl-glyxin véi lugng it nhat 13 1 mg/g,

va trong d6 dung dich 1% trong luong cua ché pham néi trén c6 do pH trong

khoang tir 3,5 dén 6 & 20°C.

14. Ché phdm huong liéu tu nhién theo diém 12 hozc 13, trong d6 ché phim vé

co ban khong chira thiamin va sulfurol.
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