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Linh vie ki thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén dd ubng tra dong goi chira chiét xuét tra, va cu thé hon 1a

d6 udng tra dong goi chira lugng 1-deoxynojirimycin cu thé.
Tinh trang k§ thuét ciia sang ché

D6 udng tra da duge biét dén 1a dd ubng c6 huong vi bi thay dbi dang ké khi
lam néng. Cu thé 13, cic quy trinh san xuét dd udng tra déng géi ma dugc bao quan
& cac nhiét dd binh thuong doi hoi phai tiét tring nghiém ngat bang nhiét gy bién
@i mui thom vén c6 trong tra, dan dén su bién ddi déang ké huong vi ctia d6 ubng tra
(NPL 1). Do do6, da c6 dé xudt vé loai d6 uéng tra dugc 1én men hodc ban l1én men co
mui thom xuét sic ngay ca sau khi tiét tring, dwgc san xuét bang cach chiét cac 14 tra
duge lén men hodc ban 1én men v6i nude lanh & nhiét 6 thap hon 10°C, chiét phan
cin chiét v6i nude 4m & nhiét d6 50°C hodc cao hon, tron chiét xuat dang 16ng thu
dugc & hai budce trén, va tiét trung hdn hop chiét xuét dang long (PTL 1). Hon nira,
c6 dé xudt vé chiét xudt tra xanh cho phép san xuit db udng tra xanh dugc dong goi

ma it bi bién ddi mui thom trong qua trinh tiét tring bang nhiét (PTL 2).

Trong khi d6, 1-deoxynojirimycin 12 piperidin alkaloit co nhiéu trong 14 dau
tdm hodc loai twong trr. Mot sé bio céo di dugc cong bb cho dén nay lién quan dén
dd uéng tra két hop chiét xuét 14 dau tdm. Vi dy, PTL 3 boc 16 dd uéng duge dong
g6i ¢6 vi ding giam, bao gdm tinh bot, ndng do cao catechin khong polyme, va chiét
xudt 14 dau tim. Cling da biét ring dd udng tra két hop 14 dau tim va dextrin kho tiéu
da dugc phan phéi & dang san phim thuong phdm (NPL 2; tén sin phém: Otona No
Calolimit -- Gyokuro-Tailored Green Tea Plus). Hon nita, d4 c6 bdo cdo cho rang
muc glucoza trong mau cua chudt nhét da tang 1én khi stt dung dung dich thu dugc
bang cach hoa tan sucroza, ndng dd cao 1-deoxynojirimycin va chiét xuét tra xanh

chtra flavonoid trong nudc (PTL 4).
Danh séch tai liéu trich dan

Tai liéu sang ché
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PTL 1: Patent Nhat Ban s6 JP 3590029

PTL 2: Patent Nhét Ban s6 JP 5658918

PTL 3: Cong b patent Nhat Ban s JP 2011-087526

PTL 4: Pon yéu ciu cip patent Nhat Ban s6 JP H07-302444
Tai liéu phi sang ché

NPL 1: Journal of the Japanese Society for Food Science and Technology,
2005, vol.52, no.1, trang 34-40

NPL 2: Trang web cua Dydo Drinco, Incorporated (“Ofona No Calolimit Tea
Series”, [tim kiém vao ngay 06/12/2018], URL: https://www.dydo.co.jp/blendcha/)

Ban chit k§ thuit ciia sing ché
Vén dé ky thuat

Muc dich cta sang ché 1a dé xuat do udng tra déng géi 1am gidm su bién doi

mui thom.
Giai quyét van dé

Céc tac gia sang ché da tién hanh céc nghién cru chuyén séu dé dat duoc muc
dich néu trén va, két qua 1a da phét hién ra rang lugng 1-deoxynojirimycin cu thé c6
hiéu qua tét hon trong viéc lam gidm su bién d6i mui thom cta dd udng tra do qué
trinh tiét tring bang nhiét gay ra hodc twong tu. Do do, cac tac gia sang ché da hoan

thanh séng ché.
Sang ché bao gébm, nhung khong gidi han &, cac phuong an sau.

(1) Db ubng tra déng géi bao gdm chiét xuét tra va 1-deoxynojirimycin, trong dé d6
ubng nay ¢6 ham luong 1-deoxynojirimycin nam trong khoang tir 0,1 dén 2,0 mg/100

mL.

(2) D6 ubng nhu néu tai muc (1), trong do6 d6 udng nay chira cafein & ndng do khong

nhé hon 1,0 mg/100 mL.
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(3) D6 udng nhu néu tai muc (1) hodc (2), trong d6 d6 ubng nay c6 ham lugng cafein

khong 16n hon 50 mg/100 mL.

(4) Db udng nhur néu tai muyc bét k¥ trong s6 cac muc tir (1) dén (3), trong do6 chiét

xuat tra bao gom chiét xuat tra xanh.

(5) Phuong phap san xudt dd udng tra déng géi bao gbm chiét Xuét tra va 1-
deoxynojirimycin, phuong phap nay bao gdm budc tiét tring bang nhiét, trong do
phuong phdp nay bao gdm viéc diéu chinh ham luong 1-deoxynojirimycin ciia o
ubng nim trong khoang tir 0,1 dén 2,0 mg/100 mL, va diéu chinh ham luong cafein

cta dd ubng dén khong 16n hon 50 mg/100 mL.

(6) Phuong phép lam giam su bién d6i mui thom cua dd ubng tra dong gdi bao gdm
chiét xuét tra va 1-deoxynojirimycin do qua trinh tiét tring bang nhiét gay ra, trong
do6 phuong phép nay bao gbm viéc diéu chinh ham luong 1-deoxynojirimycin cia o
ubng nam trong khoang tir 0,1 dén 2,0 mg/100 mL, va diéu chinh ham luong cafein

ctia dd udng dén khong 16m hon 50 mg/100 mL.
Hiéu qua c6 lgi cua sang ché

Sang ché lam giam sy bién ddi mui thom cta dd ubng tra déng goi do qua trinh
ti€t trung béng nhiét gy ra hodc tuong tu, va do do, cd thé tao ra dd uéng tra dong
g6i ¢ mui rét thom va vi rat ngon, c6 thé bao quan & nhiét do binh thudng trong thoi
gian dai.

M6 ta chi tiét sang ché
Mot phuong an cua sang ché dé cap dén d6 ubng tra déng goi bao gbm chiét

xudt tra va l-deoxynojirimycin, trong do dd udng nay c6 ham luong 1-

deoxynojirimycin ndm trong khoang tur 0,1 dén 2,0 mg/100 mL.
Chiét xuat tra

Db udng theo sang ché 1a d6 udng tra chira chiét xuat tra. Nhu da de cap ¢ day,
“chiét xudt tra” dé cip dén san pham dugc xan xuat bang chiét xuét cua la tra voi
dung mdi chiét. Cac vi du vé 14 tra bao gbm cac 14 tra duogc chon tir cac 14 thudc chi

Che Camellia (vi du, cac loai Camellia sinensis, nhu C. sinensis var. sinensis (bao
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g0m loai Yabukita), C. sinensis var. assamica) va lai gitta ching. C4 hai 14 tra nay
dugc phan loai 1a 14 tra khong 1én men (vi du, Sencha (tra xanh da pha), Bancha (tra
xanh tho), Tencha (14 tra khong nghién st dung cho Matcha), Kamairi-cha (14 tra
trong ndi duoc rang néng), Kukicha (tra canh nho), Bocha (tra canh nhé rang), Mecha
(trd bup)), va céc 14 tra dugce phan loai 1a 14 tra 1én men hodc ban 1én men c6 thé dugc
st dung. Cé thé sur dung mdt loai 14 tra, hodc su két hop cda hai hodc nhiéu loai trong

sO chung.

D&i voi chiét xuét tra, Co thé su dung mot loai chiét xuét tra dang long hodc
dich ¢6 dic cia no, hodc su két hop cuia hai hodc nhiéu loai chiét Xuét tra dang léng
hodc céc dich c6 didc cua chung. Nhu da deé cap ¢ day, “dich co ddc cua tra” dé cap
dén san pham trong d6 ndng d6 ciia cac thanh phan tra dugc ting 1én bang cach loai
b6 mdt phin dung mdi ra khoi chiét xuét tra dang 16ng. Cac vi du vé cac k¥ thuat co
bao gdm, nhung khéng giéi han &, ndng do ap sut binh thuong, ndng do chan khong,
va néng dd mang. Dich c6 dédc cua tra c6 thé & dang long hodc dang rin (vi du, bot).
C6 thé sir dung chibt xudt tra ¢d diic co ban ngoai thi truong. Chiét xudt tra c6 thé 1a
chiét xuét khong chira cafein hodc chtra lwgng cafein thp thu dugc bang cach loai bo

cafein co trong tra.
D6 udng tra

Db udng theo sang ché 1a dd udng tra chira chiét xut tra. Nhu duoc d& cap
trong sang ché nay, “dd ubng tra” dé cap dén dd udng dugc san xudt bang cach két
hop chiét xuét tra néu trén, va cac vi du cu thé cia chung bao gbm d6 ubng tra xanh,
dd ubng tra 6 long, d6 udng tra den, dd udng tra rang, va dd udng tra gao ltc. Trong
s& d6, a6 ubng tra xanh duoc san xuét bang 14 tra dugce phan loai 1a 14 tra khong 1én

men 1a mot trong cac phuong &4n dugc vu tién clia sang che.

Theo mdt phuong 4n, dd udng tra theo sang ché 1a do ubng bao gdm chiét xut
tra lam thanh phan chinh. “Pd udng bao gom chiét xuat tra 1am thanh phan chinh” d&
cap dén dd uéng trong d6 chi rd tén tra, nhu “tra”, “tra xanh”, “tra 6 long”, “tra nhai”,
“tra den” hodc twong tu, duoc liét ké & vi tri cao trong danh sach cac thanh phﬁn duoc
danh d4u theo Luét vé nhan hang thuc phdm tai Nhat Ban-the Food Labeling Act of

Japan (c6 hidu luc vao thang 4/2015). “Dd udng bao gbm chiét xuét tra lam thanh
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phan chinh” t6t hon 1a do ubng trong d6 chi rd tén tra dugc liét k& & vi tri thi nhét
hodc thir hai trong danh sach céc thanh phan, t&t hon nita 12 d6 ubng trong d6 chi rd

tén tra duoc liét ké ¢ vi tri thu nhét trong danh sach céc thanh phén.

Do pH cuia d6 udng tra dong géi theo sang ché khong bi gioi han cu thé, nhung
t&t hon 14 ndim trong khoang tir 5,5 dén 8,0, tot hon nita 1a tir 6,0 dén 7,0, xét vé mui

thom va d6 dn dinh bao quan.
Cafein

Db udng tra theo sang ché c6 thé khong chira cafein, nhung theo phuong 4n
wu tién thi chira cafein. Khi cafein c¢6 chura trong dd udng tra theo sang ché, su bién
d6i mui thom cta d6 ubng tra co6 thé duge gidm tiép boi huong vi (vi déng) vén c6
trong cafein. Xét vé tic dung va hiéu qua theo sang ché dugc boc 16 dang ké, d6 ubng
tra theo sang ché c6 ham lugng cafein t6t hon 1a khong nho hon 1,0 mg/100 mL, t6t
hon nita 1a khong nhé hon 5,0 mg/100 mL, con t6t hon nita 1a khong nhé hon 10
mg/100 mL. Khi d6 ubng tra theo séng ché c6 ham lugng cafein 16n hon 50 mg/100
mL, vi ddng vdn c6 trong cafein c6 thé trd nén qua manh. Xét vé hwong vi (vi ddng),
d6 udng tra theo sang ché c6 ham lugng cafein t5t hon 1a khong 16n hon 40 mg/100
mL, tét hon nita 13 khong 16n hon 30 mg/100 mL. Cafein c6 thé duoc ldy tir chiét
xudt tra, hodc ché phdm cafein c6 ban ngoai thi trudng c6 thé dugc bd sung. Ham
luong cafein trong d6 ubng tra theo sang ché nay c6 thé duoc dinh lugng bang phuong
phap da biét -- vi du, ham lugng cafein c6 thé duoc do bang sic ky 16ng hiéu ning

cao (high-performance liquid chromatography HPLC).
1-Deoxynojirimycin

Sang ché duoc dic trung boi viée 1am giam sy bién d6i mui thom cua d6 udng
tra bang cach st dung 1-deoxynojirimycin. 1-Deoxynojirimycin, 12 duong imino tim
thdy trong 14 dau tdm hodc tuong tu, con dugce goi la moranoline hodc 1,5-dideoxy-

1,5-imino-D-glucitol, va dugc an dinh s6 dang ky CAS Registry No. 19130-96-2.

Db udng tra theo sang ché chtra tir 0,1 dén 2,0 mg/100 mL 1-deoxynojirimycin.
Khi d6 udng tra theo sdng ché nay c6 ham lugng 1-deoxynojirimycin khong nhé hon

0,1 mg/100 mL, thi su bién d6i mui thom do qué trinh tiét tring bang nhiét giy ra
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hodc twong tu ¢ thé giam mot cach hiéu qua dan dén cai thién huong vi cla d6 udng
tra. P ubng tra theo sang ché nay c6 ham lugng 1-deoxynojirimycin t5t hon 1a khong

nho hon 0,17 mg/100 mL, tdt hon nita 12 khong nhé hon 0,2 mg/100 mL.

Pi biét ring alkaloid gidng dudng (sugar-like alkaloid) nhu 1-
deoxynojirimycin ¢6 nhugc diém 1a khi ching duoc bd sung vao thuc phim va dd
ubng, ching c¢6 thé 1am bién d6i hwong vi cta thuc phdm va d6 ubng (xem doan
[0003] cua PTL 4). Hon nita, tu két qua cta céac nghién ciu dugc thuc hién b1 cac
tac gia sang ché, dd phat hién ra rang dd ubng tra chua néng do cao 1-
deoxynojirimycin rat c6 thé dé lai du vi kho chiu khi udng phén cudi. Nhu da dé cap
& day, “vi kho chiu” dé cap dén cam gidc ning né & ludi (dudi day con duge goi la
“du vi chat”). Du vi chat ctia 1-deoxynojirimycin ¢ thé 1am suy gidm hiéu qua du
dinh cta sang ché, hodc nghia la vi ngon cla d6 udng tra c6 huong vi thom ngon con
dong lai khi ubng. Xét vé d6 ubng dua dén cam gic tron tru xuét sdc trong miéng va
hAu nhu khong dé lai du vi kho chiu, gidi han trén ctia ham lugng 1-deoxynoj irimycin
cta dd udng tra theo séang ché 12 2,0 mg/100 mL. P ubng tra theo sang ché c6 ham
luong 1-deoxynojirimycin t6t hon 1a khong 16n hon 1,0 mg/100 mL, t6t hon nita 1a
khoéng 16n hon 0,7 mg/100 mL. Ham luong 1-deoxynojirimycin trong d6 ubng c6 thé
duoc dinh lugng bang phuong phéap da biét -- vi dy, ham lugng 1-deoxynojirimycin

¢6 thé duogc do bang HPLC.

1-deoxynojirimycin st dung trong sang ché khong gi6i han & I-
deoxynojirimycin dugc chiét hodc duoc tach tir cdy dau tam hodc cac cdy khéac. Céc
chit dugc san xuét béng cach téng hop hoa hoc hodc 1én men, hodc cac san phém
dugc san xudt bai vi khuan cling c6 thé duge st dung. Vi du vé céc sén phdm chta
1-deoxynojirimycin c6 ban ngoai thi trudng bao gdm san pham ctia Wako Pure

Chemical Industries, Ltd.

Theo sang ché, 1-deoxynojirimycin c§ thé dugc st dung & dang chiét xuat thyc
vat clia cdy dau tim hodc céc cdy khac. Vi du vé cay ddu tim ma co thé duoc str dung
bao gém Morus bombycis Koidzumi, Morus alba L., Morus australis Poir, Morus
latifolia Poir., Morus mongolica Schneid, Morus nigra L., Morus rubra L., va Morus
boninensis Koidzumi, va dang lai hodc céac bién thé bit ky cta chung cling ¢6 thé

dugc st dung. Vi tri clia cdy dé sir dung khong bi gi6i han theo cach batky -- 14, canh,

6
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chdi, vo, thén, ré, ré vo, hoa, qua va bd phan tuong tur c6 the dugce st dung. Vidu vé
cac chiét xult cay diu tim bao gdm, nhung khong gidi han &, bot chift xuat 1a dau
tam, bot chiét xuat 14 dau tam duoc tiét trung va dang tuong tu duogc san xudt boi

Toyotama Healthy Food Co., Ltd.

Trong truong hop st dung chiét xuét thuc vat, tdt hon 1a str dung chiét xuit
thuc vat voi ndng dd 1-deoxynojirimycin tang, dé dam bao tac dung va hiéu qua cla
sang ché c6 thé thu dugc mot cach hiéu qua va vi ngon cta dd ubng tra khong bi suy
giam. Dudi day thé hién phuong phap 1am vi du @8 thu dugc chiét xuét 14 dau tim
chtra 1-deoxynojirimycin. Thi nhat, rugu nhu etanol ngdm nudce dugc bd sung vao
san phdm kho chira 14 dau tim dé thu duoc chiét xuit. Vi 1-deoxynojirimycin chi c6
mit & ndng d6 thdp (khoang 0,1-0,2% khéi lugng) trong 14 dau tdm kho, nén chiét
xuét véi ruou duge vu tién dé thu duge chiét xuét hiéu qua. Chiét xuét dang 16ng thu
duge duge xtt 1y bang ly tim dé loai bo phan khong tan, va sau d6 dugce c6 ddc trong
chan khong dé thu duoc chiét xuét 14 dau tm. Chiét xuét 14 dau tdm thu dugc bang

cach nay thuong chita 1-deoxynojirimycin ¢ ndng do tir 0,4 dén 1% khéi luong.
Céc thanh phan khéc

Theo céc nghién ctru duge thye hién bdi cac tac gia sang ché, da phét hién ra
rang trong do ubng it ngot c6 dd ngot giam dudi mirc quy dinh, rat c6 thé du vi chét
cua 1-deoxynojirimycin tré nén ndi bat va huong vi phtte tap tao ma thanh phan nay
mang dén cho phép giam hiéu qua hon su bién ddi mui thom do qua trinh tiét trung
bang nhiét gy ra. Do do, d6 udng it ngot 1a mot trong sb cac dang dugc uu tién cua
dd ubng tra theo sang ché, xét vé tac dung va hiéu qua theo sang ché c6 thé duge boc
16 dang ké. Nhu da dé cap o day, d6 udng “it ngot” dé cap cu thé dén db ubng co do
ngot khong 16n hon 2, tdt hon 1a khong 16n hon 1,5, tdt hon nita 1a khong 16n hon 1,
con tot hon nita 1a khong 16n hon 0,5. Nhu da dé cép & ddy, “dd ngot” 1a thang do
muc dd cha dd ngot, va dugc biéu hién & dang ty 1€ twong ddi cua do ngot cua dd
uéng vdi d0 ngot ciia 1% khéi luwong sucroza (¢ 20°C), duoc coi la 1. Do ngot ctia dd
ubng dugc x4c dinh bang cach chuyén héa ham lugng (ndng dd phan trim theo khéi
luong) cua tung thanh phan ngot c6 trong d6 udng thanh dwong luong sucroza dua
vao ty 1€ tuong dbi cua dd ngot cua tirng thanh phén ngot voi do ngot cua sucroza,

dwoc coi 1a 1, va sau d6 bang céch tinh tong cac duong lugng do ngot sucroza clia tat

7
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c& cac thanh phin ngot c6 trong dd udng. Ty 18 twong d6i ctia dd ngot cua cac thanh
phﬁn ngot khac nhau v&i do ngot cua sucroza, dugc coi la 1, ¢6 thé duoc xac dinh
bang cach sir dung bang chuyén d6i do ngot ctia duong (vi du, McMurry I., Organic
Chemistry, tai ban 1an tht 7, trang 988). Vi du dugc uvu tién vé d6 udng tra it ngot 1a
d6 ubng tra duoc san xuét ma khong thém thanh phan ngot. “Thanh phan ngot” dé
cap dén thanh phén tao do ngot, va cac vi du cu thé vé ching bao gém: chét tao ngot
tu nhién, nhu fructoza, duong, sird fructoza-glucoza, glucoza, maltoza, sucroza, sird
nhiéu fructoza, ruou dudng, oligosacarit, mat ong, mia ép (nuéc dudong néu), sird tinh
bot, bot cd ngot, chiét xuét co ngot, bdt Momordica grosvenori, chiét xult Momordica
grosvenori, b0t cam thao (Glycyrrhiza glabra), chiét xuét cam thao, bot hat mam
Thaumatococcus daniellii, va chiét xuét hat mam Thaumatococcus daniellii; va chét

tao ngot nhan tao, nhu acesulfame-K, sucraloza, neotame, aspartame, va sacarin.

Sang ché lam gidm su bién d6i mui thom cua d6 udng tra do qua trinh tiét tring
bang nhiét gy ra. Khi mtrc do mui thom ctia dd udng ting 1én nhd st dung chét tao
hwong vi, thi d6 udng s& c6 muc d§ thom mong mudn sau khi tiét tring bang nhiét.
Do do, d6 uéng duoc san xuit ma khong st dung chét tao huong vi 1a mot trong cac
phuong an dugc uu tién cua sang ché, cho thiy tac dung va hiéu qué theo sang ché

c6 thé dugc boc 16 dang ké.

Ngoai cac thanh phan néu trén, dd ubng tra theo sang ché c6 thé c6 cac chét
phu gia khac nhau tuy y dugc thém vao dén murc khong léch voi muc dich du tinh
cua sang ché. Vi du vé cac chét phu gia khic bao gdm chét diéu chinh do pH, chét
chéng oxy hoa, chit nhudm mau, chét nhii hoa, chét bao quan, vitamin, tinh dau, va
chat én dinh chét lugng. Cac chat phu gia nay c6 thé dugc st dung riéng hodc két
hop. Xét vé mui thom va do 6n dinh bao quéan, do pH cta d6 udng tra dong goi theo

séng ché tét hon 12 ndm trong khoang tur 5,5 dén 8,0, tot hon nita 1a tir 6,0 dén 7,0.
Db udng duoc dong goi

Bao goéi st dung cho d6 udng tra déng géi theo sang ché khong bi gi¢i han cu
thé, va co thé sir dung bao géi bat ky da biét. Gidng nhu truong hop d6 udng thong
thuong, cac vi du vé bao goi stt dung cho d6 udng tra dong géi theo sang ché bao gbm

bao géi dic sin chu yéu duge lam tir nhya nhu polyetylen terephtalat (goi la chai
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PET), hop kim loai, goi giéy két hop vai 161 kim loai hodc mang chét déo, va chai
thy tinh. Do ubng theo sdng ché c6 thé dugc cung cp & dang dugc dong goi va bit
kin trong bao goi. Thé tich dd udng tra déng géi theo sang ché khong bi gi6i han cu
thé, va vi du nim trong khoang tr 350 mL dén 1000 mL, t&t hon 1a tir 500 mL dén
1000 mL.

Nhu néu trén, sang ché 1am giam mot cach hidu qué su bién dbi mui thom ctia
dd udng tra dong goi. Theo phuong an dugce wu tién cla sang ché, db udng tra theo
sang ché 1a d6 ubng tra dong géi dugc san xuét thong qua qua trinh tiét tring bang
nhiét. Diéu kién tiét trung béng nhiét theo sang ché nay co thé 14, vi dy, céc diéu kién
¢6 hiéu qua tuong tu voi hiéu qua cua cac diéu kién duoc quy dinh trong Luét vé sinh
thuc phém & Nhat Ban (Food Sanitation Act of Japan), va cu thé 1a co6 thé duoc cai
dat & cac didu kién sau: & nhiét do tir 60°C dén 150°C, t6t hon la tir 90°C dén 150°C,
t&t hon nita 14 tir 110°C dén 150°C, trong thoi gian tir 1 gidy dén 60 phut, t6t hon 1a
tir 1 gidy dén 30 phit.

Khi db ubng tra dugc san xuét st dung bao géi chiu nhiét (vi du, hop kim loai,
chai thiy tinh), thi d0 uéng nay nén duge xu ly bang cach chung cét tiét trung (& nhiét
d6 110°C dén 140°C trong 1 phtt dén vai chuc phit). Khi d6 uéng dugc san xuét st
dung bao goi khong chiu nhiét (vi du, chai PET, goéi gidy), thi d4u tién dich 16ng san
xuét ra ¢o thé, vi du, duoc tiét trung & cac nhiét do cao trong thoi gian ngén st dung
b0 trao dbi nhiét dang dia hodc tuong tu (tiét trang UHT & nhiét do tir 110°C dén
150°C trong thoi gian 1 gidy dén vai chuc gidy) va lam méat dén nhiét d6 x4c dinh, va

sau do dong goéi trong bao goi.
Vi du thye hién sang ché

Duéi day, sang ché s& dugc mod ta mot cach chi tiét nho cac vi du thyc hién,
nhung sang ché khong bi gi¢i han & céc vi du nay. Trir khi ¢6 quy dinh khac, tat ca

cac khoang bang so bao gdm cac diém dau mut cta cac khoang nay.
Dinh luong cac thanh phan khac

Cafein va 1-deoxynojirimycin c¢6 mit trong cdc mau khac nhau dwgc dinh

lwong theo quy trinh néu chi tiét dudi day.
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Phan tich cafein

Ham lugng cafein trong cac d6 ubng tra khac nhau dugc phan tich bang cach
sit dung HPLC (sdc ky 16ng hiéu ning cao). Tién hanh phén tich bang cach st dung
hé théng phan tich HPLC (dugc trang bi bo didu khién hé thong (CBM-20A), may
do PDA (SPD-M20Avp), bom (LC-30AD), bd tiét luu (DGU-20A5R), 10 ¢ot (CTO-
20AC), va bo tu dong 14y mAu (SIL-30AC), tit ca déu duge san xuét boi Shimadzu

Corporation). Db udng tra dugc do khi chung khong dugc pha lodng.
Piéu kién phan tich HPLC:

- Cot: TSK-gel ODS-80Ts QA (4,6 mm I.D. x 150 nm); duoc san xuét boi Tosoh

Corporation

- Nhiét do cot: 40°C

- Pha dong:

Dung dich A: Dung dich nuéc chira 0,1% axit formic

Dung dich B: Dung dich nuéc chtra 0,1% axit formic/ axetonitril
- Pidu kién gradien (% theo thé tich)

5% dung dich B trong 0 phit; 20% dung dich B trong 19 phut; 63% dung dich B trong
20 phut; 63% dung dich B trong 25 phit; 5% dung dich B trong 26 phut; 5% dung
dich B trong 36 phut

- Téc dd dong: 1,0 mL/phut.
- Dung tich phun mau: 10 pL
- Chiéu dai budc séng do dugc: 280 nm
- Tiéu chudn tham khao: Cafein (dugc san xuat béi Nacalai Tesque, Inc.)
Phan tich 1-deoxynojirimycin
Ham lugng 1-deoxynojirimycin trong cac dd ubng tra khac nhau duge phén

tich bang cach st dung HPLC (séc ky long hiéu nang cao). Db ubng tra dugc co dic

10

10/19



52563 11/19

trong chan khong, néu can, trudce khi phan tich.

Diéu kién phan tich HPLC

- Cot: TSKgel Amide-80, 04,6 mm x 250 mm, ¢& hat 5 um

- Pha dong: Dung dich trén gdm nudc, axetonitril va axit axetic

- Téc d@6 dong: 1,0 mL/phut.

- Nhiét do cot: 40°C

- Phuong phép ion héa: Ton hoa tia dién (ché d6 phat hién ion duong)

- Ty 1& khdi luong so vé6i dién tich (m/z): 164,0 — 109,9

Tht nghiém 1: San xudt va danh gid dd ubng tra xanh (céc vi du tham khéao)

Db udng tra xanh thu duoc bang cach hoa tan 0,4 g tra xanh c¢6 lugng cafein
thip Mitsui Meicha trong 100 mL nudc néng (& 80 dén 90°C) dugc dong géi trong
hop va dugc tiét trung bang nhiét & 130°C trong 1 phut d8 san xudt d6 udng tra xanh

dong goi (mau 1-1).

Tiép do, 20 g 14 tra xanh duge chiét v6i 1000 mL nude néng (6 nhiét do tir
80°C dén 90°C) trong 5 phut. Sau do, sau khi tach 1a tra, dich long dugc dua tiép qua
sang 200 mesh dé loai bo phﬁn ran nhu vun tra va cac hat tra, nho do thu duge chiét
xuét tra xanh dang léng. Dé thu dugc chiét xut tra xanh dang 16ng, nude va cafein
duoc dua vao dé san xuét cac dd udng tra xanh khac nhau v6i ham lugng cafein tir
1,0 dén 50 mg/100 mL. Cac dd ubng tra xanh da san xuét dugc dong goi trong hop
va dugc tiét tring bing nhiét & nhiét do 130°C trong 1 phut, nhd d6 san xuét dugc

cac dd ubng tra xanh dong géi khac nhau (cac mAu tir 1-2 dén 1-6).

Céc dd ubng tra xanh déng géi da san xut duge danh gia cam quan vé su bién
dbi mui thom sau khi tiét tring, ma dugc danh gia boi ba thanh vién ban hoi tham
theo thang do danh gia 3 diém tir 1 dén 3 diém. Cu thé, cac danh gid ma mdi thanh
vién ban hoi thAm dua ra dua vao cic tidu chuin sau duoc tit ca cac thanh vién ban
hoi thAm thao luan lai theo cach tu do, va cdc danh gia cudi cung duogc chi dinh ¢

dang gia tri s0 nguyén khi c6 su dong thuan gitta cac thanh vién.
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- 3 diém: Cam nhéin duoc sy bién d6i mui thom dang ke
- 2 diém: Cam nhan duoc su bién doi mui thom
- 1 diém: Cam nhén duoc it sy bién doi mui thom

Két qua danh gid cdm quan dugc thé hién trong Bang 1. Su bién d6i mui thom
do qua trinh tiét trung bang nhiét gay ra dugc quan sat thdy nhiéu hoic it & tat ca dd

uong tra xanh bat k& ham lugng cafein trong cac do6 uéng nay.

Bang 1

Mau (vi du tham khao) 1-1 | 12 | 1-3 | 1-4 | 1-5 | 1-6

Luong p@t tra xanh co6 lugng cafein thép 400 | -- -- -- -- --
dugc bo sung vao

(mg/100 mL)

qung chiét xuét tra xanh dang long duge | -- 2,5 | 25 50 75 | 75
bd sung vao

(mg/100 mL)

Ham luong cafein 0 1 10 | 20 | 30 | 50
(mg/100 mL)

Ham Iugng 1-deoxynojirimycin 0 0 0 0 0 0
(mg/100 mL)

Dénh gia cdm quan 2 2 3 3 3 3

Thtr nghiém 2: San xuét va danh gia d6 ubng tra xanh (1)

Céac dd ubng tra xanh doéng goéi khac nhau duge san xuét bang cach bd sung
1-deoxynojirimycin vao dd udng tra xanh véi cdc ham lugng cafein khac nhau thu
duoc tir Thir nghiém 1 va tiét tring bang nhiét cac chit l6ng da san xuét bing quy
trinh twong tu nhu trong Thir nghiém 1. San phim 1-deoxynojirimycin dugc st dung
1a san phim 1-deoxynojirimycin tdng hop (c6 dd tinh khiét 98%) dugc san xuat béi
Wako Pure Chemical Industries, Inc. Him luong 1-deoxynojirimycin cla cdc mau

khac nhau dugc thé hién trong bang dudi day.
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Db ubng tra xanh déng gbi da san xudt duge danh gia cam quan boi ba thanh
vién ban hoi thdm theo thang do danh gia 5 diém tir 1 dén 5 diém. Hon nita, cdc mau
d6 ubng ctia cac vi du so sanh, chtra cafein & cung ndng d6 voi cac mau dd udng cia
cac vi du thuc hién sang ché nhung khong chira 1-deoxynojirimycin, dugc san Xuét
lam ddi chimg va dugc danh gia bing quy trinh twong tw. Céc dénh gia ma mdi thanh
vién ban hoi thAm dua ra dua vao cac tiéu chuén sau duoc tht ca cac thanh vién ban
hoi thAm thao ludn lai theo cach tu do, va cdc danh gid cubdi cung dugc chi dinh &

dang gia tri s6 nguyén khi c6 su ddng thudn gitta cac thanh vién.
- 5 diém: Su bién d6i mui thom dugc cai thién dang ké

- 4 diém: Sy bién d6i mui thom dwgc cai thién

-3 diém: Sy bién ddi mui thom duoc cai thién & mot sd muc do
-2 diém: Su bién ddi mui thom hau nhu khong dugc cai thién

- 1 diém: Su bién dbi mui thom hoan toan khong duoc cdi thién

Két qua danh gi4 cam quan dugc thé hién trong Bang 2. Su bién d6i mui thom
do qua trinh tiét tring bang nhiét giy ra gidm di bing cach bd sung 1-
deoxynojirimycin vao dd udng tra xanh. Chi bang cach thong qua phuong phép don
gian 12 bd sung 1-deoxynojirimycin vao dd ubng tra xanh, mui thom ctia d6 ubng tra
xanh duoc ngan khong bi bién dbi do nhiét. Ngoai ra, d6i v6i mau 2-18, c6 ham luong

cafein bang 80 mg/100 mL, vi dic trung cua cafein tré nén manh hon.
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Béang 2
Mau 2-1 2-2 2-3 2-4 2-5 2-6 | 2-7
(Vidu (Vidu (Vidu
so sanh) so sanh) so sanh)
Ham lugng cafein 0 1 10
(mg/100 mL)
Ham luong 1- 0 0,2 0 2 0 0,1 2
deoxynojirimycin
(mg/100 mL)
Danh gia cam 1 5 1 5 1 4 5
quan
Mau 2-8 2-9 2-10 2-11 | 2-12 | 2-13
(Vidu (Vidu
so sanh) so sanh)
Ham lugng cafein 20 30
(mg/100 mL)
Ham lugng 1- 0 0,2 0,7 0 0,2 0,7
deoxynojirimycin
(mg/100 mL)
Danh gia cdm quan 1 5 5 1 5 5
Mau 2-14 2-15 | 2-16 2-17 2-18
(Vidu (Vidu (Vidu
so sanh) so sanh) | so sanh)
Ham lugng cafein 50 80
(mg/100 mL)
Ham luong 1- 0 0,1 2 0 2
deoxynojirimycin
(mg/100 mL)
Déanh gia cam quan 1 4 5 1 1
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Thir nghiém 3: San xuht va danh gia do udng tra xanh (2)

Céc dd udng tra xanh dong goi khac nhau duoc san xuét bang cich b6 sung
cac ndng do 1-deoxynojirimycin khac nhau vao chiét xuét tra xanh dang 16ng v6i ham
lwong cafein bing 10 mg/100 mL thu duoc tir Thir nghiém 1 va tiét trung bang nhiét
chét long d3 san xuét dugc bang quy trinh twong tu nhu trong Thit nghiém 1. San
phdm 1-deoxynojirimycin dugc s dung la san pham 1-deoxynojirimycin tbng hop
(do tinh Kkhiét 98%) dugc san xuat béi Wako Pure Chemical Industries, Inc. Ham

lugng 1-deoxynojirimycin cua cac mAu khéc nhau dugc thé hién trong bang dudi day.

Tién hanh danh gia cdm quan bing quy trinh twong tu nhu trong Thit nghiém
2. Céc két qua duoc thé hién trong Bang 3. Tir bang nay thdy rd rang 1a, khi 1-
deoxynojirimycin dugc bd sung vao dd udng tra xanh & cac ndng do khong nhé hon
0,1 mg/100 mL, t5t hon 1a khong nhé hon 0,17 mg/100 mL, trude khi tiét trung bing
nhiét, thi sy bién d6i mui thom do qué trinh tiét tring bang nhiét gay ra gidm di mot

cach thich hop.

Ngoai ra, d6i v6i mau 3-12, c¢6 ham luong 1-deoxynojirimycin bang 3,0
mg/100 mL, su bién d6i mui thom do nhiét da giam di bing cach bd sung
1-deoxynojirimycin, nhung du vi chat cta 1-deoxynojirimycin, la cam gidc nang né

kéo dai & ludi, con lai dang ké dan dén su bién doi vi ngon cta do uong tra xanh.
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Bang 3

(Vidu
so sanh)

Ham lugng cafein 10
(mg/100 mL)

Ham lugng 1- 0 0,1 0,15 | 0,17 0,2 0,3
deoxynojirimycin

(mg/100 mL)

Danh gia cam quan 1 4 4 5 5 5

Mau 3-7 3-8 3-9 | 3-10 | 3-11 3-12

(Vidu
so sanh)

Ham lugng cafein 10
(mg/100 mL)

Ham luong 1- 0,4 0,6 0,7 1,0 2,0 3,0
deoxynojirimycin

(mg/100 mL)

Déanh gia cam quan 5 5 5 5 5 5

Thir nghiém 4: San xuét va danh gia d udng tra xanh (3)

P ubng tra xanh déng goi duge san xuét bang quy trinh twong ty nhu trong
Thit nghiém 3, ngoai trir sau khi bd sung 1-deoxynojirimycin thi bd sung tiép axit
ascorbic va natri hydro carbonat. Cu thé, sau khi bd sung 1-deoxynojirimycin vao a6
ubng tra xanh dang 16ng c¢6 ham luong cafein bang 10 mg/100 mL thu dugc tir Thir
nghiém 1, thi bd sung axit ascorbic dén ndng d6 30 mg/100 mL, va sau do bd sung
natri hydro carbonat vao 8 didu chinh do pH cua do ubng. D6 ubng tra xanh thu dugc
sau khi tiét tring bang nhiét c6 ham lugng natri bang 8,0 mg/100 mL va d6 pH bang
6,0.
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Tién hanh dénh gia cdm quan bang quy trinh twong tw nhu trong Thir nghiém
2. Céc két qua dugc thé hién trong Bang 4. Tir bang nay thdy rd rang 1, cling trong
d6 ubng tra xanh déng goi dugc san xult c6 bd sung axit ascorbic va natri hydro
carbonat, sy bién ddi mui thom do qua trinh tiét tring bing nhiét gay ra, v.v.. dd giam

di mot cach thich hop theo sang ché.

Bang 4

Mau 4-1 4-2 4-3
| (Vi du so sanh)

Ham luong cafein 10
(mg/100 mL)

Ham luong 1-deoxynojirimycin 0 0,2
(mg/100 mL)

Ham luong axit ascorbic 0 0 30
(mg/100 mL)

Ham luong natri 0 0 8,0
(mg/100 mL)

Thtr nghiém 5: San xut va dénh gia db ubng tra 6 long

P ubng tra 6 long ciing dugc san xuét theo cach tuong tu dé xé4c nhan tac
dung ctia 1-deoxynojirimycin lam giam sy bién dbi mui thom. O budc thir nhat, chiét
xuét 14 tra 6 long dugc san xuét. 5 g la tra 6 long dugc chiét v6i 700 mL nude nong
(& 80°C dén 90°C) trong 5 phut. Sau d¢, tach 14 tra, dua tiép dich 1éng qua sang 200
mesh dé loai bd phén rdn nhu vun tra va cac hat tra, nho d6 thu dugc chiét xuét tra 6
long dang 1dng. Pé thu dugc chiét xudt dang long, bd sung cafein va 1-
deoxynojirimycin vao dé san xuét cac dd udng tra 6 long khac nhau véi ham luong
cafein bang 10 mg/100 mL va ham luong 1-deoxynojirimyein tir 0,2 dén 1,0 mg/100
mL. Db ubng tra 6 long da xan xuét dugc tiét tring bang nhiét theo quy trinh tuong
tw nhu trong Tht nghiém 1, nho do san xuht duoc cac dd ubng tra 6 long dong goi

khac nhau.
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Tién hanh danh gia cdm quan bing quy trinh twong tw nhu trong Thir nghiém
2. Céc két qua dugc thé hién trong Bang 5. Tir bang nay thdy 16 rang 13, cling trong
truong hop khi 1-deoxynojirimycin dugc bd sung vao d6 ubng tra 6 long & cac nong
dd khong nho hon 0,1 mg/100 mL, t6t hon 1a khong nho6 hon 0,2 mg/100 mL, su bién
ddi mui thom do qua trinh tiét tring bang nhiét gay ra, v.v.. da giam di mot cach thich

hop.

Bang 5

Mau 5-1 5-2 5-3 5-4
(Vi du so sanh)

Ham lugng cafein 10
(mg/100 mL)

Ham lugng 1-deoxynojirimycin 0 0,2 0,4 1,0
(mg/100 mL)

béanh gia cam quan 1 5 5 5
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YEU CAU BAO HO

1. 6 ubng tra dong goi duoc tiét tring bang nhiét bao gdm chiét Xuét tra va 1-
deoxynojirimycin, trong do dd udng nay c6 ham lugng 1-deoxynojirimycin nam trong
khoang tr 0,17 dén 2,0 mg/100 mL va ham lugng cafein nam trong khoang tur 1,0
mg/100 mL dén 50 mg/100 mL.

2. D6 ubng theo diém 1, trong d6 d6 ubng l1a do ubng tra xanh hodc dd udng tra 6

long.

3. Do ubng theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 2, trong do6 chiét xuét tra bao

gom chiét xuat tra xanh.

4. Phuong phéap san xuét dd udng tra dong goi dugc tiét tring bang nhiét bao gbém
chiét xuét tra va 1-deoxynojirimycin, phuong phap nay bao gdm budc tiét tring bang
nhiét, trong d6 phuong phidp nay bao gdm viée diéu chinh ham lugng 1-
deoxynojirimycin cua d6 ubng nam trong khoang tur 0,17 dén 2,0 mg/100 mL, va didu
chinh ham luong cafein cua dd ubng nam trong khoang tir 1,0 mg/100 mL dén 50

mg/100 mL.

5. Phuong phap lam giam su bién dbi mui thom cua dd udng tra déng goi dugc tiét
tring bang nhiét bao gdm chiét xudt tra va 1-deoxynojirimycin do quaé trinh ti€t trung
bang nhiét gy ra, trong d6 phuong phép nay bao gbm viéc diéu chinh ham luong 1-
deoxynojirimycin cua d6 ubng nam trong khoang tir 0,17 dén 2,0 mg/100 mL, va didu
chinh ham luong cafein cua d6 udng nam trong khoang tir 1,0 mg/100 mL dén 50
mg/100 mL.
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