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(57) Sang ch& d¢ cap dén do udng tir tra 6n dinh vé tong mau va mui vi ngay ca

khi bao quin néng hodc bao quan trong thoi gian dai. Cu thé hon, sing ché dé

Xuat do uéng tir tra xanh déng goéi san chita axit ascorbic v6i ham luong tir 100

dén 800ppm va valin v6i ham lugng tir 1 dén 200ppm, va ¢6 do sang (L*) va sic

do do mau (C*) ddp tng dicu kién sau: (i) 75 < L* <95 va (ii) 15 < C* <25,
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Linh vic k§ thuét dwoc dé cip

Séng ché d& cap dén d6 udng tir tra xanh déng gbi sin thu duge bang cach déng
dd ubng tir tra xanh chira chét chiét tra xanh dang long tir 14 tri xanh 1am thanh phin
chinh vao dd chtra nhu chai PET hoic hop.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Db udng tir trd déng goi sin dugc rét ddy vao céc dd chira, dugc phan phéi va
béan trén thi trudng trong mot thoi gian dai thuong duge déng chu yéu trong céc hop
m& nip mot 1an, nhung trong nhitng nim gln ddy, thi trudng d6 udng dugc déng trong
céc chai déng mé nhiéu 1an, vi dy, chai nhya (chai PET) cho phép san phim con lai
dugc bao quan, dang ngay cang phat trién vi su tién loi cho ngudi tiéu ding. Téng
mau cia dd udng tir tra 14 yéu t6 quan trong dem lai vi ngon va chét lugng, va viée
ngin chin sy thay dbi vé tong mau nhu sy bién mau cia d6 udng tir tra 13 thach thirc
chinh déi véi d6 ubng dugc déng trong céc dd chira trong subt nhur chai nhyra.

Vitamin C hogic mudi ctia né ma thudng dugc két hop trong d6 udng tir tra déng
g6i sin, duge cho 1a c6 tac dung nhét dinh 1én sy 6n dinh cta tong mau dudi birc xa
4nh séng hodc cac didu kién twong tur khac. Ngoai ra, da c6 dé xuit vé d6 udng tir tra
xanh c6 tdng mau dn dinh chira 1,5-D-anhydrofructoza (ai lidu séng ché 1).

WO 2012/111820 (tai liéu sang ché 2) d& xuét thanh phin cla dd ubng tir tra
nhd d6 c6 thé san xult d6 ubng tir tra c6 hwong vi méi va khong chira cac mui vi kho
chiu lién quan dén budc xir Iy nhiét.

EP 2143344 Al (tai liéu sang ché 3) d& xult ché phdm d6 ubng c6 dic @ hoan
nguyén, chira ndng d6 cao ctia catechin khong polyme.

EP 2095727 Al (tai lidu séng ché 4) d& xuét ddu d6 udng déng gbi chira ndng
d6 cao ca cac catechin khong polyme va chét tao ngot va dugc ting cudng céc axit
amin.

Danh muc tai liéu trich dan
Tai liéu sang ché

Tai liéu séng ché 1: patent Nhat Ban sb JP 4287583
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Tai liéu sang ché 2: céng b don qudc té W02012/111820
Tai liéu sang ché 3: cong b don yéu cu cip patent chau Au s§ EP 2143344
Tai liéu sang ché 4: cong bd don yéu cdu cip patent chau Au sé EP 2095727.
Ban chiét k§ thuit ciia sang ché
Vén dé k¥ thut cdn duoc giai quyét bdi sang ché

D4 ubng tir tra xanh chira chit chiét tra xanh dang 16ng tir 14 tra xanh lam thanh
phin chinh c¢6 hinh thirc bén ngoai 1 mau niu, va c¢6 nhuge diém 13 d6 ubng nay
khong dem lai cim gidc tuwoi mét v& phan nhin, va ching thay dbi tong mau trong qua
trinh bao quan néng hodic bao quan thoi gian dai. Hién nay, khi ma céc db chia trong
sudt nhu chai PET dugc ua thich hon, cdn c¢6 nhiing giai phép thich hop cho vAn dé

thay ddi tong mau nay.

Muc dich cia sang ché 13 dé xult d6 udng dn dinh vé tdng mau va muii vi ngay
c4 trong qué trinh bio quan néng hodc bao quéan trong thoi gian dai.
Giai phap dé giai quyét van dé

bé giai quyét van 8 néu trén, céc tac gia cla sang ché d3 thyc hién cac nghién
ctru chuyén sau, va két qua la, da phat hién ra r@'mg dd uéng tfir tra xanh c6 d9 sang va
séc d6 do mau cta n6é duge diéu chinh trong cac khodng xac dinh dem lai cam giac
twoi mat vé phe‘in nhin va én dinh vé tong mau trong qua trinh bao quan. Cac tac gia
clua sang ché cling phat hién ra réng d6 6n dinh bao quan vé tong mau va mui vi dugc
tdng cuong bét ngo b%tng cach két hop cac lugng xéac dinh cua axit ascorbic va valin,
mot axit amin d& dugc biét 13 ¢6 vi déng, trong dd uéng tir tra xanh c6 d9 sdng va séc
d6 duoc didu chinh dén cac khoang x4c dinh; do d6, cac tac gia ciia sing ché da hoan
thanh sang ché.

Cu thé hon, sang ché bao gbm, nhung khéng bi gi6i han &, cac ddu hidu dudi
day:

(1) D udng tir tra xanh déng gobi sin dép g cac yéu clu dudi day:

(i) chira axit ascorbic (A) v6i ham lugng tir 100 dén 800ppm;

(ii) chira valin (B1) v&i ham luong tir 1 dén 200ppm;
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(iii) c6 @6 sang do mau (L*) nim trong khoang 75 < L* < 95; va

(iv) c6 sic d6 do mau (C*) nim trong khoang 15 < C* < 25.

(2) P ubng theo diém (1), trong d6 d6 ubng ny chira methionin (B2) v6i ham
luong nho hon 6ppm.

(3) P ubng theo diém (1) hoic (2), trong d6 dd ubng nay chira axit phosphoric
(D) v6i ham luong tir 2,0 dén 18mg/100ml.

(4) D6 ubng theo diém (3), trong d6 @5 ubng nay con chira linalol (F1) v6i ham
lwong tir 3 dén 100ppb.

(5) P4 ubng theo diém (1) hoic (2), trong d6 db udng nay chira linalol (F1) véi
ham luong tir 2,8 dén 10ppb va phenylaxetaldehyt (F2) véi ham luong tir 0,2 dén
1,0ppb.

(6) Db udng theo diém (1) hoic (2), trong d6 dd ubng nay con chira rafinoza
(G1) va stachyoza (G2) véi téng luong khong nhé hon 10ppm va khong 16n hon
100ppm.

Theo mdt khia canh, sang ché bao gdm céc phuong 4n dudi day:

(1) D4 udng tir tra xanh déng goi sén chira axit ascorbic v&i ham lugng tir 100
dén 800ppm va valin v6i ham luong tir 1 dén 200ppm, va c6 dd sang (L*) va sic do
(C*) dép ung diéu kién sau:

(i) 75<L*<95;va

(i) 15<C* <25.

(2) Pb udng tir tra xanh déng goi sin theo diém (1), trong d6 db udng tir tra
xanh thu duoc b'?mg cach két hop san phém tir thuc vat xanh dang bét vao chét chiét
tra xanh dang 16ng.

(3) D udng tir tra xanh déng goi sin theo diém (2), trong d6 san phim tir thuc
vat xanh dang bt 1a san phém 14 tra xanh dang bét.

(4) Db udng tir tra xanh theo diém bét ky trong s cc diém tir (1) dén (3), trong
d6 valin duoc két hop & dang chit chiét tir 14 tra xanh.

Theo mét khia canh, sang ché bao gdm céc phuong 4n dudi day:
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(1) D6 ubng tir tra xanh déng géi sén chira axit ascorbic véi ham luong tir 100
dén 800ppm va methionin véi ham luong tir 0,5 dén 6ppm, va c6 dd sang (L*) va sic

d6 do mau (C*) dap tmg diéu kién sau:
(1) 75<L*<95;va
(i) 15 <C* <25.

(2) D4 ubng tir tra xanh dong goi sin theo diém (1), trong d6 dd ubng tir tra
xanh thu dugc b%lng cach két hop san phém tlr thuc vat xanh dang bot vao chit chiét
tra xanh dang long.

(3) Db ubng tir tra xanh déng gobi sin theo diém (2), trong d6 san phim tir thyc
vét xanh dang bt 13 san phim 14 tra xanh dang bot.

Theo mdt khia canh khéac, sang ché bao gdm céc phuong an dudi day:

(1) Bb udng tir tra xanh déng géi sin chira axit phosphoric v6i ham lugng tir

2,0 &n 18mg/100ml, va c6 dd sang (L*) va sic d6 do mau (C*) d4p ing didu kién sau:
()75 <L* <95;va
(i) 15 < C* <25,

(2) Db ubng tir tra xanh déng gbi sin theo diém (1), trong d6 d6 ubng ndy chura
linalol véi lugng tir 3 dén 100ppb.

Theo mot khia canh khéc, sang ché bao gdm phuong 4n du6i day:

(1) B6 udng tir tra xanh déng goi sin chira phenylaxetaldehyt v4i ham luong tir
0,2 dén 1,0ppb va linalol véi luong tir 2,8 dén 10ppb, va c6 do sang (L*) va sic do do
mau (C*) dap tmg diéu kién sau:

(1) 75<L*<95;va

(i) 15 <C* <25.

Theo mdt khia canh khac, sang ché bao gdm céc phuong an duéi day:

(1) P4 udng tir tra xanh déng go6i sin chira rafinoza va stachyoza véi téng luong
khong nhé hon 10ppm, va ¢ d sang (L*) va sic d6 do mau (C*) dép tmg diéu kién

sau.

(i) 75 <L* <95; va
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(i) 15 < C* < 25.

(2) D6 ubng tir trd xanh déng géi sin theo diém (1), trong d6 rafinoza va

stachyoza dugc két hgp & dang chét chiét tra xanh dang 16ng.
Hiéu qua cta sang ché

D6 udng tir tra xanh duge dé xut theo sang ché dem lai cam gidc tuoi mét ca
vé thi gidc 14n vé mui vi, va c6 d6 dn dinh bao quan dap img v& mui vi va tong mau.
MO ta chi tiét sang ché
Axit ascorbic

D4 udng tir tra xanh déng gbi sin theo sang ché c6 axit ascorbic (trong ban méd
ta nay con dugc goi 1a “(A)”) dugc két hop vao d6 voi muc dich lam dn dinh tong mau
trong qua trinh bao quan dai han. Véi muc dich ciia sang ché, thut ngit “axit ascorbic”
chi mdt hodc nhiéu chit trong sb axit ascorbic, cdc chét d6ng phén cia nd, céc din
xuéit ctia nd, va cdc mudi clia cac chit ndy. Axit ascorbic c6 thé dugc st dung trong
sang ché c6 thé 13 loai bit ky midn 1a n6 c6 thé duoc két hop vao dd ubng. Céc vi du
cu thé bao gbm axit ascorbic; chit ddng phén cla axit ascorbic nhu axit erythorbic;
din xut ctia chit ddng phan axit ascorbic, nhw 2,6-dipalmitat cta axit ascorbic, 6-
stearat clla axit ascorbic, natri ascorbat-diphosphat, dinatri ascorbat-disulfat, 2-glucosit
cuia axit ascorbic, glucosamin ascorbat, axit L-dehydroascorbic, 6-palmitat cua axit
ascorbic, L-ascorbyl tetraisopalmitat, ascorbyl tetra-2-hexyldecanoat, va L-ascorbyl
magie phosphat; ciing nhu mudi cta axit ascorbic va cdc din xut cta axit ascorbic,
bao gdm: mubi ctia né véi kim loai kiém nhur natri va kali; mudi ctia né véi kim loai
kiém thd nhu canxi, magie, va bari; mudi clia axit amin bazo nhu arginin va lysin;
mudi amoni nhu mudi amoni va mudi trixyclohexylamoni; mudi alkanolamin nhu
mudi monoisopropanolamin, mudi diisopropanolamin, va mudi triisopropanolamin.
Trong cac vi du nay, t6t hon 1a sir dung axit ascorbic, axit erythorbic, va cdc mudi cua

ching, va t6t hon nita 13 sir dung natri ascorbat v natri erythorbat.

Ham lugng axit ascorbic ndy trong d6 ubng déng goi sin cin cho sy 6n dinh
trong qué trinh bao quéan, nim trong khoang khoang tir 100 dén 800ppm, t6t hon la
trong khoang tir 150 dén 700ppm, t&t hon nita 14 tir 200 dén 600ppm.

Valin



21463

Ngoai axit ascorbic nhu dugc mé ta & trén, d6 udng tir tra xanh theo séng ché
con chira valin (trong ban mo ta nay con dugc goi 1a “(B1)”) dudi dang axit amin tu
do.

Vi du vé valin c6 thé duge st dung theo sang ché bao gém san phém valin cé
ban trén thi trudng, san phdm valin tdng hop, va céc san phim valin #n dugc khac
khong quan tdm dén phuong phép san xudt né. Céc chit ddng phan D, L va DL cla
valin ciing c6 thé dugc st dung, t5t nhit 14 st dung chit déng phén L ctia né. Vi du cu
thé v& chit ddng phan L cia valin bao gdm cac L-valin dugc san xult bing phuong

phap 1én men hozc téng hop.

Thyc vét va chit chiét tir thuc vét chira L-valin cling c6 thé duoc st dung y
nguyén hodc & dang tinh ché (ké ca dang tinh ché th6). Thyc vét chita L-valin ¢ thé
duoc léy vi du minh hoa béi san phdm 14 tra xanh dang bdt. T6t hon 13, chét chiét tir
thuc vat chira L-valin c6 thé dugc 14y vi du minh hoa béi chit chiét tir 14 tra xanh. Viéc
b sung L-valin & dang san phim 14 tra xanh dang bdt hodc chat chiét tir 14 tra xanh c6
wu diém & chd c6 thé don gian hoa vi€c san xuét dd uéng tr tra ¢6 vi ngon ty nhién chi
dwa vao céc thanh phin c6 din xuét tir trd ma khéng cin sir dung chét phu gia (ngoai

trir chét chéng oxy hoa).

Nhin chung, chit chiét tir 14 tra xanh gidu cdc axit amin nhu theanin, axit
glutamic, axit asparatic, va methionin, nhung nghéo valin. Do d6, trong quy trinh st
dung chét chiét tir 14 tra xanh, t5t hon néu 14 tra xanh dugc xir ly vat ly hodc héa hoc
dé ting ndéng d6 cua valin. Phuong phap xir ly néy duoc 14y vi du minh hoa cu thé
bing phuong phép xir 1y trong d6 14 tra xanh dudi dang nguyén liéu ngudn duge tAm
dung dich nuéc chira valin, va 14 d3 tAm dugc siy kho bing céch sao (xem cong bd
don yéu cdu cip patent Nhat Ban s§ JP 2012-183064). Mot khia canh ciia sang ché,
trong d6 valin dugc két hop & dang chét chiét tir 14 tra xanh thu dugc bing cach tAm 14
tra xanh dudi dang nguyén liéu ngudn bang dung dich nuéc chira valin va siy khé 14
da tAm bﬁng cach sao & nhiét d6 nim trong khoang tr 100 dén 200°C, 12 mdt trong sb
cac khia canh uu tién cta sang ché. Viéc sir dung chét chiét tir 14 tra xanh thu dugc
bing céch tAm valin va sdy kho bing cach sao tao ra hwong thom di sao ciing nhu d6

on dinh v€ mui vi cho d0 udng tir tra xanh theo séng che.

P4 ubng tir tra xanh theo sang ché chira valin & ndng d9 nim trong khoang tir
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1,0 dén 200ppm, t6t hon 14 tir 3,0 dén 100ppm, 6t hon nita 1 tir 5,0 &n 50ppm, tinh
trén téng lwong d6 udng. Viéc két hop valin & ndng do trong khoang nay din dén viée
cai thién manh d6 én dinh vé tong mau va mui vi cta dd uéng theo sang ché. Pugc
cho 13 sy c6 mit clia mdt lugng valin xéc dinh c6 thé cai thién do dn dinh cta axit

ascorbic trong d6 udng.

Ngoai do 6n dinh bao quan, vi€c két hgp valin con cai thi€én cam giac tuoi mat
vé& mui vi, dugc tao ra bdi dd ubng tir tra xanh déng géi s&n dugc san xuit bing cach
khir tring bing nhiét. Diéu ndy dugc cho 13 do valin c¢6 thé c6 kha ning ngin chin sy
xuét hién ctia, hodc che gidu hiéu qua, mui hip khé chiu lién quan dén viée khir trung
bing nhiét.

Toéng mau

Db ubng tir tra xanh theo sang ché dic trung boi tong mau cua nod. Theo cic
nghién ctru dugc tién hanh béi céc tic gia clia séng ché, da phat hién 13 sy thay dbi v&
t6ng mau cta do udng tir tra xanh lién quan chit ché dén sic d6 (C*), va dd ubng tir tra
xanh d4p tng sic d6 nim trong khoang 15 < C* < 25 (t6t hon 1 15 < C* <23, t6t hon
nira 13 15 < C* < 21) ¢6 d6 én dinh vé tong mau cta nudc mau. Cho muc dich cta
sang ché, thuét ngit “sic do (C*)” chi do bdo hoa ciia mau, ndi cach khac 1a cam giac
vé d6 sic s& cua mau, va dugc bidu dién béi cac gia tri s6 nim trong khoang tir 0 dén
s6 100 (gi4 tri nhd hon chi mau xin hon, trong khi gi tri 16n hon chi mau sic s& hon).
Sic d6 (C*) c6 thé dugc tinh bang cach do céc gi tri L*, a*, va b* bing may do mau

va str dung céc trj 8 do dugc niy cho phuong trinh duéi day.
Phuong trinh: C* = (a*2 + b*z)uz

Trong cc d6 udng tir tra xanh c6 gi tri C* nim trong khoang nély; céc db ubng
dap tmg d0 sang (L*) nim trong khoang 75 < L* < 95 (t6t hon 1 75 < L* < 90) c6 kha
ning tao ra cam giac twoi mét ca vé thi giac. D6 ubng tir tra xanh cé gia tri L* nho hon
75 s€ lam li€n tudng dén vi manh va ndng tir mau séc cha nd, va s& khoé tao ra cam giac
tuoi mat. Nhu duge @& cap dén trong ban mé ta nay, thudt ngit d6 sang (L*)” chi cam
giac vé& @0 choi ciia mau, va dugc bidu didn boi céc gia tri s6 nam trong khoang tir 0
dn 100 (0: mau den, 100: mau tring).

D) udng tir tra xanh theo séng ché dic trung bdi viée chira céc lugng axit
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ascorbic va valin xéc dinh, va béi viéc c6 d9 sang (L*) va séc do (C*) dugc diéu chinh
trong cc khoang néu trén thé hién t6ng mau tw nhién ciia nd, ngay ca khi dugc cung
cip & dang d6 udng tir tra xanh déng goi sin. Ngoai ra, dd udng theo sang ché c6 thé
duy tri téng mau ty nhién ciia né dé tao ra cAm giac tuoi mét, ngay ca trong qué trinh

bao quan ndng hodc bao quan thoi gian dai.

Db ubng tir tra xanh theo sang ché dép tng tong mau x4c dinh (75 < L* < 95, 15
< C* < 25) c6 thé dugc tao ra d& dang boi ngudi ¢6 trinh d6 trung binh trong linh vyc
k¥ thuat ndy bang cach lya chon va sir dung loai va phuong phép ché bién 14 tra mot
céch thich hop. M6t phwong phép vi du dé dat dugc didu nay 1a két hop san phim thuc
vét xanh dang bot trong chét chiét tra xanh dang 16ng tir 14 tra xanh d8 tao ra gia tri L*
va C* mong mudn. Lam san phim thyc vit xanh dang bot, wu tién sir dung san phdm
dang bdt ctia thue vt c6 mau xanh 14 s3m, cu thé hon 13 san phim dang bt cua 14 tra
xanh. Hinh dang va kich thu6c hat ctia san pham tra xanh dang bot khong bi gidi han
cu thé mién 14 san phim dang bdt ndy c6 md 14 trd nhu cac trudng hop cta Matcha
(b6t tra xanh) va Kona-cha (bdt tra). Tuy nhién, tir quan diém d& sir dung khi sén xuét
ctia d5 udng tir tra, o phén tan, v.v., wu tién st dung san phdm trd xanh dang bdt c6
kich thuéc hat trung binh ndm trong khoang tir 1 dén 100pm, 6t hon 14 khoang tir 5
dén 50pm. L4 tra xanh diing 1am nguyén liéu ngudn ciia san phim dang bdt dugc san
xuét bang quy trinh san xuét tra khong 1én men sir dung 1, canh, v.v. cta cdy tra thudc
chi Camellia. No6i chung, khong c6 giéi han cu thé vé 14 tra xanh duge str dung, mién
1a n6 dugc phén loai 1a 14 tra khong 1€n men, va 14 tra xanh khong bi gidi han bdi cic
khac biét khéng quan trong, nhu lodi va vi tri ctia cy, va quy trinh san xuét tra. Mot
hodc nhiéu loai 14 tra xanh ¢ thé duoc lya chon, mdt céch thich hop, tir cac loai 14 tra
xanh khac nhau bao gém Sencha, Gyokuro, Tencha, va Kabusecha, va c6 thé dugce sir

dung mot minh hoic két hop.
Céc thanh phin khac

Chét chiét tir trd xanh dem lai tinh nguyén gbc cho valin (B1) c¢6 chita
methionin (trong ban mé ta nay con dugc goi 13 (B2)), mic di & luong rit nhd. Theo
c4c nghién ciru duoc tién hanh bdi céc tic gia clia sang ché, d4 phat hién 13 sy c6 mit
ctia methionin 4nh hudéng dén tic dung ciia valin trong sang ché. Do d6, wu tién lya

chon 14 tra duoc sir dung dé san xuét chét chiét tir tra va viéc didu chinh diéu kién chiét
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can duoc thyc hién dé giam ham lugng methionin tréng dd uéng tr tra theo sang ché.
Cu thé hon, ham lugng methionin dugc diéu chinh dén nhé hon 6ppm, tdt hon 13
5ppm, t6t hon nita 13 4ppm, tinh trén téng lrong db ubng tir tra. Tuy nhién, do sy c6
mit ctia methionin véi lwong vét c6 thé gbp phén tao ra d6 én dinh cho axit ascorbic
trong d6 udng, nén ham lugng methionin t8i thiéu khéng bing khong ma khéng nhd
hon khoang 0,5ppm, t&t hon 14 khong nhé hon 0,6ppm, t6t hon nita 13 khong nhé hon
0,7ppm. Néu ham lugng methionin nim trong khoang nay, thi viéc cai thién manh do
bn dinh vé tong mau va mui vi s& dat dugc, nhung néu ham lugng methionin vugt qua
6ppm, thi mui déc trung cla axit amin chira luvu huynh, methionin, s&€ manh hon, do d6
lam gidm cam gidc tuoi mat.

Do d6, mét trong s6 cac khia canh wu tién ctia sang ché 14 d6 udng tir tra xanh
déng goi sén dép tmg yéu cau dudi déy:

6 chira axit ascorbic (A) v6i ham luong tir 100 &én 800ppm;

(ii) chtra valin (B1) v6i ham luong tir 1 dén 200ppm va methionin (B2) véi
luong nhé hon 6ppm,;

(iii) c6 d6 sang do mau (L*) ndm trong khoang 75 < L* < 95; va
(iv) c6 sc d6 do mau (C*) nim trong khoang 15 < C* < 25,

Céc tc gia ciia sang ché cling phat hién 13 viéc két hop axit phosphoric (trong
ban mé ta nay con duoc goi 1a “(D)”) véi ndng d6 dudi ngudng sé& ting cuong co chon
loc huong vi ciia tra sdng mau c6 mau sic sang, va cai thién d6 6n dinh bao quan vé
mui vi. Cu thé, sy c6 mit cia axit phosphoric ting cuong dic tinh huong thom cua 14
non dang phét trién cia 14 tra xanh, bang cach nay che di mii hip va ngin sy mét hodc
su bién chét cta huong thom trong qué trinh bao quan. Nhu duoc d& cap dén trong ban
md ta ndy, thuat nglt “huong vi ciia 14 non dang phat trién” chi it nhit mét thanh phin
huong trong s6 linalol, oxit linalol, geraniol, va phenylaxetaldehyt. Tét hon 13 db uéng
tir tra xanh déng goi sin chira it nhit mot thanh phén trong sé linalol, oxit linalol,
geraniol va phenylaxetaldehyt, va t&t hon nita 13 dd udng tir trd xanh déng goéi sén
chtra tit ca céc thanh phin nay. Cu thé 13, mét khia canh trong d6 db udng tir tra xanh
déng gbi sén chura tir 3 dén 100ppb linalol 13 mdt trong sb céc khia canh wu tién cta

sang che.
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Ngay ca khi axit phosphoric dugc két hop, diéu quan trong 14 diéu chinh d6 pH
clia dd ubng tir tra theo sang ché & nhiét d6 20°C nam trong khoang tir 5,0 dén 7,0, tt
hon 13 tir 5,5 dén 7,0, t8t hon nita 13 tir 5,5 dén 6,5. Viéc dat d6 pH nim trong khoang
ndy gitp ting cudng ¢ chon loc huong thom cia 14 non dang phét trién, day 1a hidu

qua cua sang che.

Téng ham lugng ciia axit phosphoric trong d6 ubng tir tra xanh theo séang ché
n3m trong khoang tir 2,0 dén 18mg/100ml, t5t hon 14 tir 2,5 dén 5mg/100ml. Néu tdng
ham lugng axit phosphoric vugt qua 18mg/100ml, vi chua clia axit phosphoric c6 thé
anh hudng dén hidu qua ting cudong huong thom ctia 14 non. Khéng c¢6 hiéu qua ting
cudng duoc mong chd nio theo sang ché c6 thé thu dugc khi cé mit axit phosphoric

v6i ham lugng nho hon 2,0mg/100ml.

Vi du vé& axit phosphoric c¢6 thé dugc sir dung bao gdm cic san phdm axit
phosphoric ¢6 thé mua dwoc trén thj trudng, san phim axit phosphoric tdng hop, va
céc san phdm axit phosphoric #n dugc khac khong cin quan tAim dén phwong phép san
xuét nd. Thyuc vét va chit chiét tir thuc vat chira axit phosphoric cling c6 thé duoc st
dung y nguyén hoic ¢ dang tinh ché (ké ca dang tinh ché thd). Axit phosphoric dugc
biét 14 c6 trong Gyokuro v6i lugng cao hon trong Sencha (xem tai lidu phi séng ché 1:
Tea Research Journal, no. 93, p. 26-33 (2002)). Lam axit phosphoric trong d5 uéng

theo sang ché, axit c6 ngudn gdc tir chit chiét tir tra nay duoc sir dung.

Do d6, mot trong sb cac khia canh wu tién clia séng ché 1 db udng tir tra xanh
déng gbi sn dép ing yéu clu dudi ddy:

(i) chira axit ascorbic (A) v6i ham lugng tir 100 &én 800ppm;

(ii) chira valin (B1) v&i ham luong tir 1 dén 200ppm;

(iii) chira axit phosphoric (D) véi ham luong tir 2,0 dén 18mg/100ml;

(iv) c6 @0 sang do mau (L*) nim trong khoang 75 < L* < 95; va

(v) ¢6 séc d6 do mau (C*) nim trong khoang 15 < C* < 25,

Mot khia canh wu tién hon 13 d6 udng tir tra xanh déng géi sin dap tmg yéu ciu
dudi day:

(i) chtra axit ascorbic (A) v&i ham lugng tir 100 dén 800ppm;
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(ii) chira valin (B1) véi ham lwong tir 1 dén 200ppm;
(iii) chtra axit phosphoric (D) v&i ham lrong tir 2,0 dén 18mg/100ml;
(iv) chira linalol (F1) véi ham luong tir 3 dén 100ppb;
(v) ¢6 d6 sang do mau (L*) ndm trong khoang 75 < L* < 95; va
(vi) c6 sic d6 do mau (C*) nim trong khoang 15 < C* < 25,

Trong khi d6, céc tac gia cla sang ché phat hién ra ring, giai phap khic phuc
véan d trong d6 cic qua trinh xir ly nhiét nhu viéc hip 1am mét hodc bién chét huong
thom va mui vi ngon cta dd uéng tr tra xanh, dic biét 1a d6 uéng tir tra xanh sang
mau, viéc két hop cac lugng vét ciia linalol (F1) va phenylaxetaldehyt (F2) & cic ndng
d6 xac dinh s& ting cuong huong thom cta tra ma khong dem lai cdm nhén la, va cai
thién d6 dn dinh bao quan vé& mui vi va tong mau ctia dd udng tir trd sdng mau. Cu thé,
ndng d6 dudi ngudng ctia linalol (F1 = tir 2,8 dén 10ppb) va phenylaxetaldehyt (F2 =
tir 0,2 dén 1,0ppb) duogc Kkét hop. Cu thé 13, viée két hop céc thanh phén ndy voi ty 1€
twong dbi (theo khéi lugng) ((F1)/(F2)) ndm trong khoang tir 5 dén 50, t&t hon 1a tir 9
dén 25, dan dén cai thién hwong thom (vi du, huong ban dau (huong thom lan toa
trong khoang miéng khi d6 ubng duoc dua vio trong miéng); hwong sau miii (huong
thom tiép theo dwoc cam nhan sau khi nubt db ubng)), vi (vi kokumi), va vi ngon (su
can bang giita vi va huong thom) ctia d6 ubng tir tra. DS udng tir tra xanh chira céc
thanh phin nay véi ty 18 trong khoang néu trén s& ¢ nhiéu huong ngot va dem lai murc
dd cam nhén coa toan bd co thé tran déy vi ngot va vi umami. Pd uéng co ty 1€
(F1)/(F2) qua thip s& thibu d6 tuoi mat, trong khi d6 db ubng c6 ty 18 (F1)/(F2) qué
cao s& ndi bat chi vé huong hoa clia né ma c6 thé tao ra cam nhén la cta dd uéng t
tra.

Tét hon 13, linalol (F1) va phenylaxetaldehyt (F2) dwoc két hop vao db ubng tir
tra & dang chét chiét tir tra xanh. Viéc két hop céc thanh phan nay & dang chit chit tir
tra xanh dem lai vi tw nhién hon cho dd uéng tir tra. Ham luong clia céc thanh phén
huong trong db ubng tir tra c6 thé dugc dinh lugng bing céch sir dung phép sic ky khi
ghép khéi phd (gas chromatography with mass spectrometry: GC/MS).

Viéc két hop axit phosphoric dwoc md ta & trén vao dd udng tir trd néu trén

chira cac lugng linalol va phenylaxetaldehyt xac dinh giup tdng cudng theo tinh cong
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hodc ddng vén ctia hwong thom va mui thom cta db ubng tir tra c6 ham luong catechin
thép. Trong trudng hop nay, ham lugng axit phosphoric wu tién trong d6 ubng tir tra

n3m trong khoang tir 2,0 &n 15mg/100ml, t5t hon nita 1 tir 2,5 dén 5mg/100mL.

Do d6, mt trong s6 céc khia canh wu tién ctia séng ché 1a db ubng tir tra xanh
déng goi sin dap g yéu clu dudi day:

(i) chtra axit ascorbic (A) v6i ham lugng tir 100 dén 800ppm;

(ii) chira valin (B1) véi ham lugng tir 1 dén 200ppm;

(iii) chira linalol (F1) véi ham lugng tir 2,8 dén 10ppb va phenylaxetaldehyt
(F2) véi lugng tir 0,2 dén 1,0ppb; |

(iv) c6 d6 sang do mau (L*) nim trong khoang 75 < L* < 95; va

(v) ¢6 sic d6 do mau (C*) nim trong khoang 15 < C* < 25.

Mot khia canh wu tién hon 13 db ubng tir tra xanh d6ng goi sin dap tng yéu cu
dudi day:

) chfra axit ascorbic (A) v6i luong tir 100 dén 800ppm;

(ii) chira valin (B1) véi luong tir 1 dén 200ppm;

(iii) chira axit phosphoric (D) v&i lugng tir 2,0 dén 15mg/100ml;

(iv) chira linalol (F1) v&i lwong tir 2,8 dén 10ppb va phenylaxetaldehyt (F2) véi
lwong tir 0,2 dén 1,0ppb;

(v) ¢6 d6 séng do mau (L*) ndm trong khoang 75 < L* < 95; va
(vi) c6 sic d6 do mau (C*) nim trong khoang 15 < C* < 25.

Thudng d3 biét 1a dudng c6 trong dd udng tir tra, khi duoc gia nhiét dé khir
truing hodc dugc bdo quan trong mot thoi gian dai, s€ bi héa ndu bdi phan Ung
Maillard: Viéc thay d6i mau séc nay 1a déng k&, cu thé 13 & tra sang mau c6 mau sic
sang nhu dugc du dinh béi sang ché. Céc tic gia clia sang ché phét hién ra ring, nhu 1
giai phéap dé giai quyét vin & nay, viéc két hop cic ndng d6 xic dinh cia céc
oligosacarit cu thé vao db udng tir tra sing mau s& ting cudng dd dn dinh bao quan vé
mui vi va tong mau. Cu thé hon, d6 uéng tir tra chira trisacarit rafinoza (trong ban mé

ta nay con duogc goi 1a “(G1)”) dugce biéu dién bdi cong thire (1) dudi déy:
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Cong thie 1

HOH
o
HO
OH
° OH
HoHo 0 o
~ 0
OH
H (1)

va tetrasacarit stachyoza (trong ban m6 ta nay con duge goi 1a “(G2)”) dugc biéu dién

bdi cong thie (2) dudi day:

Cong thure 2
OH OH
0,
H
OH O
0,
HO
OH
H
H Q,
HO 0O
OH
OH )

va c6 tbng lugng theo trong lwong clia rafinoza va stachyoza ((G1) + (G2)) khong nho
hon 10ppm, t6t hon 13 khéng nhé hon 15ppm, t6t hon nita 13 khéng nhé hon 20ppm,
dic biét tot hon 13 khong nhé hon 30ppm, va tbi da 13 khoang 100ppm, c¢6 thé duy tri
mui vi va t6ng mau ctia dd ubng tir trd sdng mau, va cai thién vé kha ning ubng. Nhu
dugc d& cap dén trong ban mo ta ndy, thuat ngt “kha ning udng” 13 thé tich dd udng
dugc tidu thu trong mot 14n ubng. DS ubng c6 kha ning udng dwoc ting cudng co
nghia 13 n6 ¢6 thé duge udng véi lugng 16n dé dap tit con khat clia mot ngudi - néi
céch khac, ngudi ta cé thé thudng thirc lugng 16n db udng tir tra ma khong bi chan.
Nhu duogc dé cap dén trong ban mo ta nay, cy thé 13 thuat ngit “lugng 16n” c6 nghia la
thé tich d6 udng dugc tidu thu bdi mot ngudi dan éng trudng thanh trong mot 1an ubng

nim trong khoang tir 350ml dén 2000ml, t5t hon 14 tir 500ml d&n 1000ml.
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Do d6, mét trong s6 céc khia canh vu tién cla séng ché 1a db uéng tlr tra xanh
déng gbi sin dap vng yéu cau dudi day:

(i) chira axit ascorbic (A) v6i ham lugng tir 100 dén 800ppm;

(ii) chira valin (B1) véi ham lugng tir 1 dén 200ppm;

(iii) chtra rafinoza (G1) va stachyoza (G2) véi tong luong khong nhé hon
10ppm va khdng 16n hon 100ppm;

(iv) c6 @0 sang do mau (L*) ndm trong khoang 75 < L* < 95; va

(v) ¢6 séc 46 do mau (C*) ndm trong khoang 15 < C* < 25,
D4 udng tir tra xanh déng gbi sén

D4 udng tir trd xanh déng gbi sin theo séng ché c¢6 thé thu duoc bing phuong
phap séan xuét bao gdm céc budc, vi du:

(i) chiét 14 tra xanh dé thu dugc chit chibt tra xanh dang 10ng,

(ii) két hop axit ascorbic (A) va valin (B1) vao chit chit tra xanh dang long,

(iii) tao ra ché phém léng c6 d0 sang va séc d6 dugc didu chinh,

(iv) khir tring ché phdm 16ng bang céch gia nhiét, va

(v) déng gobi ché phdm long d4 khir tring vao dd chira.

V& 14 tra xanh duoc st dung dé san xuét chit chiét tra xanh dang long dudi
dang thanh phan chinh cta d6 uéng tir tra xanh theo sang ché, mét hodc nhiéu loai 14
tra xanh c6 thé duoc lua chon, mot cach thich hop, tir cac loai dugc san xuét tir 14 tra
duogc hai tir cac cdy thudc chi Camellia, bao gdm cac gidng C. sinensis, C. assamica va
Yabukita, va cac giéng lai cta ching (vi du, Sencha, Bancha, Gyokuro, Tencha,
Kamairi-cha), va ¢6 thé dugc sir dung mdt minh hozic két hop. Viée chiét duoc thyc
hién bing cach st dung nuéc, nudc néng, hodc dung dich nuée chira chét trg chiét.
Nhiét d6 chiét khong bi gii han cu thé, nhung dé& cho phép d6 udng tir tra xanh theo
sang ché tao ra cam gidc twoi mét ca v thi giac 1an vé& mui vi mot cach hi¢u qua, vu
tién tién hanh chiét & nhiét 6 thdp (khéng cao hon 60°C, tbt hon 14 tir 10 dén 60°C,
t6t hon nita 14 tir 15 dén 55°C).

Gibng nhu trong trudng hop ciia @6 udng thong thudng, dd chira dugc sir dung
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cho d6 udng theo sang ché c6 thé dugc cung clp & céc dang thong thudng, bao gbm
chai nhya (chai PET), hép kim loai, d6 chtra bing gidy két hop v6i mang kim loai hodc
mang chit déo, va chai thay tinh, nhung déc bi€t vu tién sir dung cac dd chua trong

suot cho phép hi¢u qua cuia sdng ché dugc cam nhan mot cach rd rang.

Trong trudng hop trong d6 dd ubng theo sang ché s& dugc dong vao cac dd
chira nhw hép kim loai @& cho phép khir tring bing nhiét sau khi déng géi, viéc khir
trung b%mg nhiét dugc thuc hién trong didu kién khur trung dugc quy dinh trong Luit
Vé sinh Thyuc phim. Trong trudng hop trong d6 d6 udng theo séng ché s& dwoc dong
vao céc dd chira nhu chai PET va db chira bing gidy khong cho phép khir tring bing
ndi hép, viéc khir truing dugc thuc hién trong diéu kién khir trung giéng nhu néu trén
trude khi dong chai; vi du, dd uéng dugc khir tring & nhi¢t d§ cao trong mdt khoang
thoi gian ngén bang cach sir dung thiét bj trao dbi nhiét kiéu tAm hoic kiéu twong tu,

va sau d6 dugc lam mat xuong mot nhi€t 4§ xac dinh va dugc dong vao dd chira nay.
, oA e A
Vi du thwe hién sang che

Dudi day, sang ché s& dugec md ta cu the va chi tiet bang cac vi dy thir nghiém

va thyuc hién sang ché, nhung sang ché khong bi gi6i han & céc vi du nay.
Vi du thir nghiém

Céc gia tri L*, a* va b* clia dd udng tir trd xanh dugc déng vao chai PET c6
bén trén thi trudng duge do bing cach sit dung may do mau (Spectro Color Meter
SE2000; Nippon Denshoku Industries Co., Ltd.) dé tinh sic d6 (C* = (a** + b*2)1/2)
ctia n6. DS udng tir tra xanh thuong mai ndy dugc bao quan & nhiét d6 55°C trong thoi
gian hai tudn, va sau khi bao quan, téng mau (c4c gid tri L*, a*, b* va C*) cua né duge
do @& tinh gia tri chénh 1éch cia sic d9 (A C*) cha né trude va sau khi bao quan. Viée
bao quan & nhiét d¢ 55°C trong thoi gian hai tudn dugc thue hién cho thir nghiém ting
tbc trong qué trinh bao quan thoi gian dai (vi dy, bio quan & nhiét d6 trong phong
trong thoi gian 10 thang), nhung ciing dugc dung lam mo hinh cho qua trinh bao quan

nong.

Két qua duogc thé hién trong bang 1. Pd uéng tir tra cd su thay ddi vé séc do
(AC*) khong nho hon 3 dugc thdy, ngay ca khi quan sat bing mit, 13 b thay ddi vé

t6ng mau. D3 duoc chimg minh 13 6 udng tir tra xanh c6 sic d6 nim trong khoang 15
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< C* <25 ¢ gid tri AC* thdp va c6 d 6n dinh qua qué trinh bdo quan néng va bao

quén thoi gian dai.

Bang 1

Trudce khi bao quan

L* a* b* C*

Db ubng thuong mai A 52,45 2,17 18,46 19,76
P06 udng thuong mai B 86,95 -6,13 34,17 34,72
Do udng thuong mai C 92,20 -3,81 26,98 27,25
Db udng thwong mai D 93,66 -7,99 30,36 31,39
D6 udng thuwong mai E 95,75 -4,69 19,41 19,97
DS ubng thuong mai F 72,65 -3,65 20,89 21,21

Sau khi bao quan
L* a* b* C* AC*
Do udng thuong mai A 50,65 0,81 21,29 21,31 2,72
P udng thuong mai B 81,69 | -0,70 38,53 38,54 3,82
Pb ubng thuong mai C 87,32 0,23 33,19 33,19 5,94
Db udng thwong mai D 87,49 -1,77 39,98 40,02 8,63
P udng thuong mai E 83,19 -0,44 25,39 25,52 5,55
D6 udng thuong mai F 71,11 2,75 22,75 22,92 1,71

Vidul

D0 ubng tir trd xanh duge déng vao chai PET c¢6 ban trén thi trudng (dd udng
thuong mai B dugc sir dung trong vi du thir nghiém) dugc pha losing khoang 2,7 1an
bing nude, va bd sung vao hdn hop niy san phim 14 tra xanh dang bdt (bot Matcha cb
kich thu6c hat trung binh bing 10um) v&i ndng d6 bing 4mg/100ml & tao ra d6 udng
tir tra xanh (s§ 1). DS udng thu duoc ndy duoc bb sung L-valin (Ajinomoto Healthy
Supply Co., Inc.) d8 thu dugc dd udng tir tra xanh ¢ cac ndng d6 valin khéc nhau (sb
2 dén sb 7). Sau khi dugc khir tring bing cach gia nhiét va dugc déng vao cac dd

chira, dd uéng tra xanh nay dugc xac dinh nong d9 axit amin (valin, methionin) va axit
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ascorbic ctia nd. Phuong phép phan tich nhu sau.
Xac dinh axit amin

M3u dd ubng tr tra dugc dua qua b loc (0,45pm) va duge phén tich HPLC.
Piéu kién phan tich HPLC nhu sau.

- Hé théng HPLC: bd phan tich axit amin 2695 ciia Waters
- Cot: cot AccQ-Tag (3,9mm x 150mm)

- Nhiét 46 cdt: 40°C

- Pha dong A: AccQ-TagA (pH=5,8)

- Pha d6ng B: axetonitril

- Pha dong C: nudc/metanol = 9/1

- Phat hién: EX, 250nm; EM, 395nm; Gia lugng, 100

- Thé tich phun: 5pl

- Chuong trinh gradien:

Thoi gian (phat)  Luu lugng (ml/phat) %A %B  %C

0 1 100 O 0

1 1 99 1 0
16 1 97 3 0
25 1 94 6 0
35 1 86 14 0
40 1 86 14 0
50 1 82 18 0
51 1 0 60 40
54 1 100 O 0
75 1 0 60 40
110 0 0 60 40

- Chét tham chiéu: axit amin (valin, methionin)
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Panh gia cdm quan

D4 ubng tir tra duge ubng thir nghiém béi ndm ngudi tham gia thir nghiém v&
cam gi4c twoi mat. Trong dénh gia ndy, thuat ngit “dd udng c6 cam giac twoi mat” chi
dd ubng c6 mau nudc sing va khéng c6 vi déng, vi chat va mui khé chiu, va dem lai
cam giac thich hop d& dwoc nudt véi lugng 16n (trong ban mé ta ndy con duoc goi 1a
“c6 kha ning udng cao™). Tiéu chudn danh gia nhu sau.
Tiéu chudn danh gia

1: rat tbt, 2: tot, 3: trung binh, 4: khong t6t, va 5: kém. Két qua ctia mbi d6 ubng

dugc chi ra boi viée danh gia dugc dua ra boi sb luong ngudi tham gia thir nghi€ém 16n
nhét.

Ngoai ra, dd uéng d3 chudn bi, sau khi dugc bao quan & nhiét 46 37°C trong
thoi gian 4 tuln, duoc dénh gia vé tong mau bang cach kiém tra bing mét va v& mui vi
cua no bﬁng viéc uéng thtr. Viéc danh gia dugce thyuc hién boi ndm ngudi tham gia thir
nghiém theo tidu chun du6i ddy, véi mdi trong sb cic db udng nay duge bao quéan &
nhiét d6 5°C trong thdi gian 4 tudn dugc st dung 1am miu dbi chimg: O: tuong
duong mAu ddi chimg, A : khdc mét chit so véi miu dbi chimg, X : khic 15 rang so
v6i miu d6i chimg. Két qua ctia mbi trong s6 cac dd udng dwoc chi ra boi viée danh
gi4 duoc dua ra béi s6 lugng ngudi tham gia thir nghiém 16n nhét.

Hon nita, sau thda thuin thu dugc tir nhitng ngudi tham gia thir nghiém, ho
duogc hoi dé dua ra danh gia chung dua vao két qua danh gid mui vi va thir nghiém béo
quan vé tong mau va mui vi thu dugc d6i v6i dd ubng ngay sau khi san xuét.

Péanh gia chung
©: rat tt, O:tdt, A: trung binh, X : khong 6t
Két qua danh gia

Két qua dugc thé hién trong bang 2. DS ubng tir tra xanh (s§ 2 dén sb 7) chira
axit ascorbic (A) v&i ham lugng tir 100 dén 800ppm va valin (B1) véi ham luong tir 1
dén 200ppm (t6t hon 13 tir 5 dén 190ppm) tinh trén téng luong d6 ubng, va dap tng do
sang do mau (L*) ndm trong khoang 75 < L* < 95 va séc d (C*) nim trong khoang 15

< C* <25, duge uu tién & chd ching khdng c¢6 mui hap va tao ra cim gidc tuoi mat ca
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vé thi giac 14n v& mui vi.

Pugc goiy la dd uéng tir tra xanh c6 d0 sang (L*) va séc d6 (C*) 1an luot duoc
diéu chinh trong khoang 75 < L* <95 va 15 < C* < 25, ¢6 d6 6n dinh bao quan rit tt
vé tong mau. Ngoai ra, dd udng tir trd xanh chira valin v6i ham luong ndm trong
khoéang tir 1 &&n 200ppm (t5t hon 13 tir 5 &én 190ppm) duy tri dugc cam gidc twoi mat

giong nhu nd dem lai ngay sau khi san xuat.

Bang 2
So 1 S5 2 S63 S6 4 S65 S6 6 S6 7
L* 84,75 84,75 84,75 84,75 84,75 84,75 84,75
C* 22,38 | 22,38 | 22,38 | 22,38 22,38 | 22,38 | 22,38
Axit  ascorbic | 127 125 126 128 127 126 127
(A) [ppm]
Valin B1)| 03 1 5 10 100 190 210
[ppm]
Methionin (B2) | 3,8 3,8 3,8 3,8 3,8 3.8 3,8
[ppm]
Danh gia mui vi 3 2 1 1 1 1 4
Thir nghiém bao 0 o 0 O O O 0]
quan (tdng mau)
Thr nghiém bao X A 0] (@) (0] (@) A
quan (mui vi)
Déanh gia chung X 0O © © © © X
Vidu2

Dd udng tir tra séng mau sb 4 dwoc san xult trong vi du 1 dugc bd sung L-
methionin (Ajinomoto Healthy Supply Co., Inc.) dé tao ra d6 udng tir trd xanh c6 cac
ndng d6 methionin khac nhau (s6 8 dén sé 10). D6 ubng nay dugc khir tring bing
nhiét, tiép theo 1 phan tich thanh phan va viéc udng thir nghiém dugc thyc hién béi

nim ngudi tham gia thir nghiém theo cach giéng nhu trong vi du 1.

Két qua dugc thé hién trong bang 3. D3 phét hién 13 c6 xu hudng trong d6 viéc
bd sung methionin kim him kha ning 1am ting cam gidc twoi mat cho dd udng tir tra

sdng mau cua valin. So véi d6 uong so 4 vé cam gidc tuoi mat, 6 udng so6 9 duogc
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d4nh gi4 1 khong khéc nhiéu boi ba trong s6 ndm ngudi tham gia thir nghiém, nhung
d6 udng sb 10 dugc danh gi4 13 thiéu rd rang cam gidc twoi mét boi tht ca cac ngudi
tham gia thir nghiém. Diéu ndy goi ¥ 13 cin didu chinh ndng d6 methionin nhé hon
6ppm (t6t hon 13 nhé hon 5ppm) trong trudng hop db ubng tir trd séng mau c6 ndng d6

valin xac dinh.

Bang 3

S5 4 S6 8 S6 9 S5 10
L* 84,75 84,75 84,75 84,75
C* 22,38 22,38 22,38 22,38
Axit ascorbic (A) [ppm] 128 130 125 126
Valin (B1) [ppm] 10 10 10 10
Methionin (B2) [ppm] 3,8 5,0 5,75 7,0
Pénh gia mui vi 1 1 2 3
Thir nghi€ém bao quan (tong O 0 O 0]
mau)
Thir nghiém bao quan (mui O O A A
vi)

Vidu3

(1) San xuét 14 tra gidu valin

L4 tra gidu valin dugc san xuét theo quy trinh dugc mo ta trong vi du 2 trong
cong b don yéu clu cp patent clia Nhat Ban s6 JP 2012-183064. Trude tién, chit
chiét tir tra gidu axit amin duoc chuén bi. 10g 14 tra xanh (dugc sao vira phai) dugc dit
vao trong dd chira kin dwogc trang bi canh khudy, va 180ml nudc trao ddi ion & nhiét 46
40°C duoc bd sung @& ngdm 14 tra xanh. Chét 1éng nay duoc bd sung 0,2g ché phdm
proteaza (“Kokulase P” do Mitsubishi-Kagaku Foods Corporation san xuit), va véi
nhiét d6 duoc giit & 40°C, hdn hop dugc khudy trong thoi gian 16 gidy dé thyuc hién xi
1y bing enzym. Sau d6, chit 1ong d3 xir Iy bing enzym thu dugc duoc gia nhiét & nhiét
d6 90°C trong thoi gian 10 phit d& 1am mét hoat tinh ctia enzym, do d6 thu dwoc chit
chiét 16ng bang enzym. Chét chiét 1ong thu dugc theo cich niy dwoc phén tich vé
thanh phén axit amin ctia n6 trong diéu kién HPLC dugc md ta trong vi du 1. Két qua

phéan tich dugc thé hién trong bang 4. Chét chiét long dwoc c6 dubi ap suét thip dé cho
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tbng ndng d¢ cia 17 loai axit amin dugc liét ké trong bang 4 bang 1%, theo d6 chit co

tra xanh 1éng chira valin dugc tao ra.

Bang 4

Asp Glu Ser Gly His Arg Thr Ala Pro
Mg/L | 51,1 76,0 | 40,1 17,6 | 27,1 141,9 |41,2 |46,6 |48,8
Theanin | Tyr Val Met Ile Leu Lys Phe
Mg/L | 175,8 82,2 (49,8 [952 |36, 112,4 |57,8 |974

L4 tra xanh khong qua sao (14 tra Yabukita thd dugce hai trong vong thir ba cta
vu mua) duoc phun va dugc tAm bing céch khudy véi chét ¢ tra xanh léng chira valin
v6i ty 16 khéi lugng 14 tra trén chit c6 chira valin bang 1:0,2. Sau d6, 14 tra dugc sdy
kho bang cach sao trong didu kién duéi day dé tao ra 14 tra giau valin.

- Méay sao: TR-10 dugc san xuét boi Terada Seisakusho., Ltd.
- Nhiét d6 ctia trbng: 200°C

- Téc d6 ctia trdng: 12 vong/phit

- Thoi gian sao: tir 15 dén 20 phit

- Nhiét 36 sao: 150°C

(2) San xuét ctia dd udng tir tra xanh déng gbi sén

La tra giau valin thu dugc & trén theo myc (1) va 1a tra Sencha (dugc hai trong
vong thtr nhét ctia vu mua) dugce tron véi cac ty 18 khac nhau dé tao ra ba loai hdn hop
14 tra c6 cac ham lugng valin khéc nhau. H3n hop 14 tra ndy duoc chiét bing nude
(nhiét d6 40°C) v&i lugng bing khoang 30 1in khéi Iugng ctia hdn hop 14 tra. Chét
chiét thu dugc dugc bd sung 6mg/100ml san phém 14 tra xanh dang bt (bot Matcha cod
kich thu6c hat trung binh bang 10um) va 350ppm axit ascorbic, va sau khi didu chinh
d6 pH bing 6,4 bing cach sir dung chit didu chinh d6 pH, sau d6 khir tring bing nhiét,
500ml mdi trong s6 cac dd ubng dugc déng vao chai PET, theo d6 db udng tir tra xanh
d6ng g6i sén (sb6 11 dén s6 14) duoc san xuit. DS udng tir tra xanh thu duge duge danh

gi4 theo cach giéng nhu trong vi du 1.

Két qua dugc thé hién trong bang 5. Db ubng tir tra xanh (s6 2 dén s6 7) chira
axit ascorbic (A) v6i ham luong tir 100 dén 800ppm va valin (B1) v6i ham luong tir 1

-22-



21463

dén 50ppm tinh trén tdng lvong dd ubng, va dép tng o sang do mau (L*) nim trong
khoang 75 < L* < 95 va séc d9 (C*) ndm trong khoang 15 < C* < 25, dugc uu tién &
chd né khéng c¢6 mui hdp va dem lai cam gidc twoi mat ca vé thi gidc 14n v& mui vi. Cu
thé 13, d6 udng tr tra xanh chira valin (B1) v6i ndng d6 nim trong khoang tir 5 d&én
50ppm, va methionin (B2) véi néng d6 khong nhéd hon 0,5ppm va nhé hon 6ppm duy
tri dugc cam gidc twoi mét gidng nhu né dem lai ngay sau khi san xuét, va c6 d6 én

dinh bao quan rat tot vé ca mui vi lan tong mau.

Bang 5

S5 11 S6 12 S6 13 S6 14
L* 78,05 78,00 77,05 75,10
C* 20,09 19,96 19,76 18,21
Valin [ppm] 3,8 7,6 7,6 50
Methionin [ppm] 0,4 0,4 0,9 5,6
Pénh gid mui vi 2 1 1 1
Thtr nghi€m bao quan (t6ng mau) A A A A
Thir nghi€ém bao quan (mui vi) 2 2 1 1

Vidu4

D6 udng tir trd xanh duge déng vao chai PET c6 bén trén thi trudng (46 uéng
thuong mai F dugc sir dung trong vi du thir nghiém) dugc bd sung san phém la tra
xanh dang bot (bot Matcha c6 kich thude haf trung binh bang 10um) & ndng dd bing
5mg/100ml dé tao ra d6 ubng tir tra xanh (s§ 15). Db ubng thu duge nay dugc b sung
axit phosphoric véi cac ndng d6 khac nhau dé thu duoc d ubng tir tra xanh (s 16 dén
s6 20). Sau khi dugc khir tring bing cach gia nhiét va duoc déng vao cac db chira, dd
ubng tir tra xanh nay dugc dinh lugng vé ndng d6 axit amin (valin, methionin) va axit
ascorbic clia né theo cach gidng nhu trong vi du 1. DS udng nay ciing duoc phan tich
vé nbng d6 axit phosphoric va thanh phin thom (linalol va phenylaxetaldehyt) ctia n6

theo céc quy trinh duge mo ta dudi day.
Xéc dinh ndng d6 axit phosphoric

Viéc dinh lugng néng d6 axit phosphoric cta dd uéng duoc thuc hién bﬁng cach

sir dung hé théng dién di mao quan ciia Agilent (HPCE).
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Xéc dinh thanh phan hwong

Thanh phin huong ctia d ubng tir trd dwoc phén tich bing cach sit dung phép
sic ky khi ghép khéi phd (GC/MS) vi dugc dinh lugng bing céch sir dung phuong
phap bd sung ti€u chudn. Viéc xir ly so by dugc thyc hién béng cach st dung phuong
phép SBSE (stir bar sorptive extraction: chiét hip thu bing thanh khudy): vidc khudy
duoc thyc hién bang Twister (thanh khudy duoc boc polydimetylsiloxan; dugc sin
xuét béi GERSTEL K.K.) dé hip phu va ¢b c4c thanh phin dugc quan tAm. Céc mau
phén tich duge diéu chinh nhu sau: thé tich mAu: 50ml, nhiét 6 hip phy: 25°C (nhiét
d6 trong phong), va thoi gian hip phu: 120 phut. Didu kién phén tich nhu sau.

Pidu kién ctia TDS (thermo desorption system: hé théng giai hip nhiét):
- Hé théng: GERSTEL TDS

- Nhiét @6 giai hép: 35°C (1 phut) dén 250°C (60°C/phut, dugc giit trong thoi gian 5
phut)

- Nhiét d6 dau vao: -90°C dén 250°C (10°C/ gidy, dugc gilt trong thdi gian 5 phut)
Didu kién GC/MS:
- Hé théng: Agilent GC 6890, MSD 5973N
- Cot: Inert Cap pure-WAX (30m x LD. 0,25mm x chiéu day ctia mang 0,25pm)
- Nhiét d6 cot: 40°C (5 phiit) dén 260°C (10°C/phiit, duoc gift trong thoi gian 13 phut)
- Ché d6 khéng chia: 5 phit
- Luu lugng cta cdt: 1,2 ml/phut
- Nhiét d6 duong truyén: 260°C
- Nhiét d6 ngudn ion: 230°C
- Nhiét @ bén cuc: 150°C
- Ton dl‘mg dé dinh luong: phenylaxetaldehyt (m/z = 91)
Pénh gia cam quan
D6 ubng tir tra dugc udng thir nghiém bdi ndm ngudi tham gia thir nghiém vé

cam gi4c tuwoi mat va d6 manh cta huong (huong ban diu, huong sau miii). P uéng
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cling dugc d4anh gi4 vé d9 4n dinh bao quan clia n6 theo cach giéng nhu trong vi dy 1.
Két qua dénh gia

Két qua duoc thé hién trong bang 6. DS udng tir tra xanh c6 tdng ham lugng
axit phosphoric nim trong khoang tir 2,5 dén 18mg/100ml (t5t hon 1a tir 2,5 dén
5,0mg/100ml) khéng c6 mui hép, va dem lai huong ban diu va huong sau miii c6 thé
dugc cadm nhén rd rang nhu 13 dic trung huong thom ctia 14 non dang phét trién cua
cdy tra xanh. T4t ca nhiing ngudi tham gia thir nghiém ddu danh gia db ubng tir tra
xanh nay 1a tra xanh c6 mau nudc sang va khong cé vi déng, vi chat, va mui khoé chiu,
va dem lai cam gidc tuoi mat ca vé thi giac 14n v& mui vi thich hop dé duoc nubt véi
lugng 16n. M3t khéc, d6 udng chira axit phosphoric v&i lwong khong nhé hon

20mg/100ml rit chua va khong dem lai c&m nhan vé& hwong vi cta 14 non dang phat

trién.
Béang 6

S615 | S616 | S617 | s618 | S619 | S620
L* 87,55 87,55 87,55 87,55 87,55 87,55
C* 22,31 22,31 22,31 22,31 22,31 22,31
Axit ascorbic (A) [ppm] 300 310 305 300 295 310
Valin (B1) [ppm] 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
Methionin (B2) [ppm] 1,5 1,5 L5 1,5 1,5 1,5
Axit  phosphoric (D) 1,9 2,5 3,0 5,0 18,0 25,0
[mg/100ml]
Linalol (F1) [ppb] 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8 2,8
Phenylaxetaldehyt (F2) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
[ppb]
Cam gidc tuoi mat 1 1 1 1 1 2
Huong ban dau 2 1 1 1 1 2
Huong sau miii 2 1 1 1 2 2
Thir nghi€ém bao quan (mui A A A A A B
vi)
Thir nghiém bao quan A A A A A A
(tdng mau)
Dénh gid chung o o o @) o A
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Vidu5

B4 sung timg giot linalol véi ham luong tir 2,2 dén 107,2ppb vao dd udng tir tra
xanh s6 17 duoc san xuét trong vi du 4, va hdn hop thu dugc (sé 21 dén sé 23) duoc
phén tich vé anh hudng ciia chit phu gia nay 1én mui vi. Viéc danh gia dugc thuc hién
boi nim ngudi tham gia thir nghiém cé chuyén mén theo tiéu chuin dudi day: O: tét
hon db udng s6 17, A: twong duong véi dd ubng sé 17, va X: kém hon b ubng sb
17. Két qua cia mbi trong s céc dd ubng duoc chi ra boi viée dénh gia dugc thyc hién

boi s lugng ngudi tham gia thir nghiém 16n nhét.

Két qua dugc thé hién trong bang 7. P4 udng chira linalol véi ndéng dd nim
trong khoang tir 3 dén 100ppb c6 su tang cudng vé hwong thom, dem lai cam nhén vé
huong thom con lai (huong tiép theo dugc cam nhén sau khi nubt @b ubng) va huong

sau mili, va c6 ca su cai thién veé cam giac twoi mat.

Béang 7

S6 17 S6 21 622 S6 23
L* 87,55 87,55 87,55 87,55
C* 22,31 22,31 22,31 22,31
Axit ascorbic (A) [ppm] 305 305 300 310
Valin (B1) [ppm] 7,5 7,5 7,5 7,5
Methionin (B2) [ppm] L5 1,5 1,5 1,5
Axit phosphoric (D) [mg/100ml] 3,0 3,0 3,0 3,0
Linalol (F1) [ppb] 2,8 5,0 90,0 110,0
Phenylaxetaldehyt (F2) [ppb] 0,1 0,1 0,1 0,1
Thir nghiém ubng _ 0 o A

Vidub6

Bb sung phenylaxetaldehyt vao d6 udng tir tra xanh sb 15 dugc san xuit trong
vi du 4 (mAu dbi ching) dé tao ra dd udng tir trd xanh c¢6 céc ham luong
phenylaxetaldehyt khéc nhau (s§ 24 dén sb 26), va db udng nay dwoc phan tich v& anh
hudng cia chét phu gia ndy 1€n mui thom. Viéc danh gid dugc thyc hién bdi nim
ngudi tham gia thir nghiém cé chuyén mon theo tiéu chuin duéi day: O: tdt hon dd

ubng s6 15, A : twong dwong véi d6 udng s6 15, va X: kém hon db ubng sb 15. Két
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qué ctia mdi trong s cac d6 udng duogc chi ra boi viée danh gia dugc thyuc hién boi sb
lwong ngudi tham gia thir nghiém 16n nhét.

Két qua dugc thé hién trong bang 8. D4 udng chira phenylaxetaldehyt véi ndng
d6 nim trong khoang tir 0,2 dén 1,0ppb c6 su ting cudng vé& huong thom ciia trd ma

khong tao ra cam nhén la, va cé ca sy ci thién ve cam gidc tuoi mat.

Béang 8

S6 15 S6 24 S6 25 S6 26
L* 87,55 87,55 87,55 87,55
C* 22,31 22,31 22,31 22,31
Axit ascorbic (A) [ppm] 300 300 300 310
Valin (B1) [ppm] 7,5 7,5 7,5 7,5
Methionin (B2) [ppm] LS5 1,5 1,5 1,5
Axit phosphoric (D) [mg/100ml] 1,9 1,9 1,9 1,9
Linalol (F1) [ppb] 2,8 2,8 2,8 2,8
Phenylaxetaldehyt (F2) [ppb] 0,1 0,2 0,3 0,5
(F1)/(F2) 28 14 9,3 5,6
Thir nghiém udng _ ) o) 0

Vidu7

B sung linalol vao d udng tir tra xanh s§ 26 dwoc san xuét trong vi du 6 dé
tao ra dd ubng tir trd xanh c6 cac ham lwong linalol khac nhau (s6 27 dén s6 30), va dd
ubng nay duoc phan tich vé& anh hudng ctia chit phu gia nay 1én mui thom. Viéc danh
gia dugc thuc hién bing so sanh véi db udng sb 15 theo céch gibng nhu trong vi du 6.
Két qua duoc thé hién trong bang 9. D) udng tir tra xanh chira linalol (F1) véi ham
lwong tir 2,8 dén 10ppb va phenylaxetaldehyt (F2) véi ham lugng tir 0,2 dén 1,0ppb
dem lai cam gidc tuoi mat ca vé thi giac 1an khi duoc uéng thye té. Ngoai ra, dd uéng
tr tra xanh c6 ty 1€ tuong d6i cta linalol (F1) so v&i phenylaxetaldehyt (F2)
((F1)/(F2)) ndm trong khoang tir 5 dén 20 duy tri duoc t6ng mau va mui vi cta n6 dé
dem lai cam gidc tuoi mat, ngay ca sau qua trinh bado quan & nhiét do trong phong

trong mdt thoi gian dai.

Bang 9
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S626 | S627 | s828 [ s629 | sé30
L* 87,55 87,55 87,55 87,55 87,55
C* 22,31 22,31 22,31 22,31 22,31
Axit ascorbic (A) [ppm] 300 300 300 300 300
Valin (B1) [ppm] 7,5 7,5 7,5 7,5 7,5
Methionin (B2) [ppm] 1,5 1,5 1,5 L5 1,5
Axit phosphoric (D) [mg/100ml] 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9
Linalol (F1) [ppb] 2,8 5,0 7,5 10,0 20,0
Phenylaxetaldehyt (F2) [ppb] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
(F1)/(F2) 5,6 10 15 20 40
Thir nghiém ubng 0 0 0 0 A

Vidu 8

B sung oligosacarit ctia ¢t cai dudng (c6 it nhit 98% ham luong rafinoza;
duoge san xudt boi Nichiei, K.K.) vao db uéng tir tra xanh s6 15 duoc san xuét trong vi
du 4 (45 ubng ddi chimg chira 7,0ppm rafinoza va 2,8ppm stachyoza), va hdn hop thu
duoc duge khir tring bang cach gia nhiét theo cach gibng nhur trong vi du 1 dé tao ra
d6 ubng tir tra xanh déng gbi sdn cb cac thanh phin va ndng do oligosacarit khac nhau
(s6 31 dén sb 33). Db ubng tir tra ndy duoc d4nh gid vé& cam gidc twoi mat cia né béi
nim ngudi tham gia thir nghiém. Viéc danh gid dugc thuc hién theo tiéu chuin dudi
day: O: ot hon déng ké so véi mau dbi chimg, O: t6t hon mAu dbi ching, A: tuong
duong miu dbi chimg, X: it tdt hon miu ddi chimg. Két qua cia mdi dd ubng duoc
chi bo bdi viéc danh gia dwgc thuc hién béi sb luong nguoi tham gia thir nghiém 16n
nhat.

Két qua dugc thé hién trong bang 10. P4 udng tir tra chira rafinoza va stachyoza
v6i tbng lugng khéng nhé hon 10ppm va khéng 16n hon 100ppm khong 6 vi khé chiu
trong né, duy tri dugc cdm gidc tuoi mat dic trung ctia d6 udng tir tra séng mau, va c6

su tdng cuong ve huong sau mii va vi kokumi, va sy cai thién vé kha ning udng.

Bang 10
S6 15 S6 24 S6 25 S6 26
L* 87,55 87,55 87,55 87,55
C* 22,31 22,31 22,31 22,31
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Axit ascorbic (A) [ppm] 300 300 300 310
Valin (B1) [ppm] 7,5 7,5 7,5 7,5
Methionin (B2) [ppm] 1,5 1,5 L5 1,5
Axit phosphoric (D) [mg/100ml] 1,9 1,9 1,9 1,9
Rafinoza (G1) [ppm] 7,0 12,0 90,0 110,0
Stachyoza (G2) [ppm] 2,8 2,8 2,8 2,8
(G1/(G2) 9,8 14,8 92,8 113,8
Thir nghiém udng B 0 © A
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YEU CAU BAO HO
1. D4 udng tir tra xanh déng goi sin dap tmg cac yéu clu dudi day:
(i) chita axit ascorbic véi ham lugng tir 100 dén 800ppm;
(ii) chtra valin v&i ham luong tir 1 dén 200ppm;
(iii) c6 d6 sang do mau (L*) ndm trong khoang 75 < L* < 95;
(iv) c6 sic d6 do mau (C*) nim trong khoang 15 < C* < 25; va

(v) chita rafinoza va stachyoza véi tdng lwong khong nhé hon 10ppm va khong
16n hon 100ppm.
2. P udng theo diém 1, trong d6 d6 ubng nay chira methionin véi ham lugng nho hon
6ppm.
3. Pb udng theo diém 1 hoic 2, trong d6 d6 udng nay chira axit phosphoric véi ham
lwong ndm trong khoang tir 2,0 dén 18mg/100ml.
4. D4 ubng theo diém 3, trong d6 d udng nay con chira linalol véi ham lwong nim
trong khoang tir 3 &n 100ppb.
5. Db ubng theo diém 1 hoic 2, trong d6 d6 udng nay chira linalol véi ham luong nim
trong khoang tir 2,8 dn 10ppb va phenylaxetaldehyt véi him lwgng nim trong khoang
tir 0,2 dén 1,0ppb.
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