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Linh vue k§ thuit dwec dé cap

~ Sang ché @ cdp dén thuc phdm va d0 ubng c6 tinh axit chia 2,5-
piperazindion,3,6-bis(phenylmetyl)-,(3S,6S)-, va cu thé hon, sang ché dé cap dén phin
chiét va dd ubng chtta 2,5-piperazindion,3,6-bis(phenylmetyl)-,(3S,6S)-, trong d6 do
pH thap hon 5.

Tinh trang k§y thuét cia sang ché

Trong x4 hoi hién dai kha phirc tap, viéc gidm sy quyét tam da trd thanh mot
van dé. Vi dy, thuat nglt “khiing hoang ddng luc” dugc st dung dé md ta vén dé dong
lyc bi giam di & nguoi tré. Hon nita, nguoi ta cho réng c4c bénh nhén bi bénh trAm
cam thuong thé hién cic tridu ching giam ¥ chi, va cin phai phat trién cac thudc c6
kha néng cai thién viéc giam y chi.

Trong nhitng nim gan diy, “dipeptit” bao gdm hai axit amin lién két v6i nhau
da nhén dugc su cht y nhu 1a mét chét chuc nang. Dipeptit co thé duoc du tinh 14 ¢6
c4c tinh chat vat Iy bd sung va/hodc cé céc chitc ning méi, didu nay khong thé thiy
dugc & cac axit amin don 18, va do d6 chiing dugc cho 14 ¢6 thé ¢6 pham vi 4p dung
rong hon so v&i cac axit amin. Cac tic gia sang ché dd phat hién ra ring din xuit 2,5-
diketopiperazin, tirc 13 2,5-piperazindion,3,6-bis(phenylmetyl)-,(3S,6S)- (s6 ding ky
CA: 2862-51-3) (sau ddy duoc goi 1a “hop chét A”) c6 tac dung cai thi€én dong luc hoc
tp (don yéu cdu cp patent ndp dong thdi: don yéu ciu cdp patent Nhat sb 2009-
296164).

Mit khac, hdu hét nguoi tiéu ding déu wa thich d6 udng c6 tinh axit. Cac san
pham duoc biét 14 chira hop chit A bao gdm phan chiét tir gi & dang 1ong thu duoc
bang cach ninh 14y nude thit gia stic, cling nhu nwée cbt ga va cac san phdm twong tu &
dang ran.

Ban chit k§ thuat cia sang ché
Tuy nhién, cic san phim bao gdbm phan chiét tir ga va nudc cbt ga lai ¢6 do

pH trung tinh. Néu phan chiét trung tinh nay duoc bd sung vao chét 1dng cé tinh axit
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nham tao ra d6 uéng chira hop chit A & dang dd uéng c6 tinh axit ma duogc hiu hét
ngudi tiéu ding ura thich thi phan chiét nay khong chi giy ra su ling cin ma con dé lai
vi va cam giac ué 04i hodc c6 hat trén ludi dic biét dbi voi phﬁn chiét tir ga, khién cho
khong thé c6 dwoc db udng théa man vé mit huong vi.

Hon nita, hop chit A khé tan trong nuée va do d6 khong thé bd sung mét cach
don gian nhu vay vao d6 udng.

Tir cac van d&& néu trén, sang ché nhdm tao ra phin chiét s&n sang dé dung
trong viéc san xuét dd ubng c6 tinh axit va chua hop chét A, 13 chét hiru ich c6 tac
dung cai thién ddng luc hoc tap, cling nhu dd uéng c6 tinh axit chira hop chit A.

La két qua ciia cac nd luc mé rong va chuyén sau duoc thuc hién dé giai quyét
cac van dé néu trén, tic gia sang ché da thanh cong trong viée thu duoc phan chiét c6
tinh axit chira hop chit A, phan chiét nay khong gdy ra su ling cin ngay ca khi dugc
b6 sung vao d6 ubng va c6 huong vi va cam giac thom ngon trén ludi. Thanh cong nay
din dén viéc hoan thanh sang ché.

Cu thé, sing ché d& cap dén cac ddi tuong tir [1] dén [20] dugc thé hién duéi
day.

[1] Phén chiét chira hop chit A va c6 d6 pH thap hon 5.

[2] Phan chiét theo muc [1] néu trén, trong d6 ty 18 gifta ham luong hop chit A
(ng/100g) va d6 Brix (Bx) 1a 0,1 (ng/100g)/Bx hodc cao hon.

3] Phén chiét theo muc [1] néu trén, trong d6 ty 1¢ gitta ham lugng hop chét A
(ng/100g) va do Brix (Bx) 1a 6 (ug/100g)/Bx hodc cao hon.

[4] Phén chiét theo bét ky muyc trong sé cac muc tir [1] dén [3] néu trén, trong dé
phén chiét nay chtra hop chit A v6i ndng d6 1p1g/100g hodc cao hon.

[5] Phan chiét theo muc bt ky trong sb cac muyc tir [1] dén [3] néu trén, trong do
phén chiét nay chita hop chit A v6i ndng d6 60pg/100g hodc cao hon.

(6] Phan chiét theo muc bt ky trong sé cac muc tir [1] dén [5] néu trén, trong do
hop chit A dugc chiét tir san pham cé trong tu nhién.

[7] Phan chiét theo muc [6] néu trén, trong d6 san phim c6 trong tw nhién 12 thit

cla gia suc hodc gia cam, thit cé, hoac thit dong vat cé vo.
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[8] Phan chiét theo muc [6] hodc [7] néu trén, trong d6 san phidm c6 trong tu
nhién 1a thit ga.
[9] Phén chiét khé ¢ thé thu duoc biang cach siy phin chiét theo muc bat ky

trong s6 cac muc tir [1] dén [8] néu trén.

[10] Db ubng co tinh axit ¢6 thé thu duogc bang cach bd sung phan chiét theo muc

bét ky trong sb cac muc tir [1] dén [8] néu trén.

[11] Db udng c6 tinh axit chia hop chét A va c6 d6 pH thip hon 5.

[12] D6 ubng c6 tinh axit theo muc [10] hodc [11] néu trén, trong do ty 1¢ gitta ham
lwong hop chit A (ng/100g) va d6 Brix (Bx) 13 0,1 (1g/100g)/Bx hodc cao hon.

[13] D4 ubng c6 tinh axit theo muc bt ky trong s6 cac muc tir [10] dén [12] néu
trén, trong d6 phan chiét nay chira hop chét A véi ndng d6 1ug/100g hoic cao hon.

[14] D4 ubng cb tinh axit theo muc bit ky trong sb cac muc tir [10] dén [13] néu

trén, trong d6 d6 udng nay khong c6 cén lang.

[15] D6 ubng cé tinh axit theo muc bét ky trong sb cac muc tir [10] dén [13] néu
trén, trong d6 dd udng nay chita cin ling va trong d6 lugng protein c6 trong lg can

ling thu duoc tir d udng nay 14 0,01mg hodc nhé hon.

[16] Db udng déng gbi, trong d6 db ubng theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [10]

dén [15] néu trén dugc déng goi vao vat dung.
[17]  Quy trinh san xuit phan chiét theo muc [1] néu trén, bao gdm:

(1) bude xtr ly so bd trong d6 thit cuia gia sic hodc gia cam, thit c4 hodc thit
dong vat ¢ vo duge dung 1am nguyén liéu ban ddu va dugc gia nhiét trong chit 16ng

de loai bo cac protein tan trong nudc cé trong do,

(2) budc gia nhiét trong d6 chét 1ong trén dugc thay thé sau budc xur ly so b6

va viéc gia nhiét duoc 1dp lai 14n nita,
(3) buéc xtt Iy axit trong d6 axit duge bd sung vao, va
(4) budc loc trong d6 mau 16ng thu duoc duoge loc.

[18]  Quy trinh theo muc [17] néu trén, trong d6 axit duoc bd sung trong bude (3) la

mot hodc nhi€u axit dugc chon tir nhom bao géom axit phosphoric, axit malic va axit
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xitric.
[19]  Quy trinh san xuét d6 udng theo myc [11] néu trén, bao gdm:

(1) bude xt ly so by trong d6 thit cta gia suc hodc gia cam, thit c4 hodc thit
ddng vat c6 vo dugc dung lam nguyén liéu ban dau va duoc gia nhiét trong chét long

de loai bd céc protein tan trong nudc cé trong do,

(2) budc gia nhiét trong d6 chit long duoc thay thé sau bude xir Iy so bd va

viéc gia nhiét duoc lap lai 14n nita,
(3) bude xir Iy axit trong d6 axit duge bd sung vao, va
(4) bude loc trong d6 mau 1éng thu dugc duoc loc.

[20]  Quy trinh theo muc [19] néu trén, trong d6 axit duge bd sung trong bude (3) la
mot hodc nhiéu axit dugc chon tir nhém bao g6m axit phosphoric, axit malic va axit
xitric.

Séng ché dé cap dén phin chiét c¢6 tinh axit chira hop cht A c6 tac dung cai
thién dong luc hoc tdp va cé dd an toan cao ma khong cé céac tac dung phu va khong
gdy ra sy ling cin ngay ca khi duoc bd sung vao dd ubng. Phin chiét theo sang ché c6
thé dugc bd sung vao d6 ubng v.v. ma khéng lam hong vi vén c6 ciia thuc phim va dd
uéng, va ¢6 thé duge st dung dé san xuét céc dd uéng ¢6 tinh axit dugc hdu hét nguoi
tiéu dung wa thich. Phan chiét hodc dd udng co tinh axit theo sang ché, ciing nhu thuc
pham va d6 udng chira ching c6 thé duge dung lién tuc trong khoang thoi gian dai nhu

14 thye phdm va dd udng hitu ich dé cai thién dong luc hoc tap.
MO ta vin tit cAc hinh vé
Fig.1 thé hién két qua thir nghiém xem liéu viéc ding mau thir nghiém c6 lam
giam thoi gian can thiét dé chudt dé tim ra bac thoat khi lap lai thir nghiém hay khong.
Fig.2 thé hién két qua thir nghiém xem liéu viéc ding mAu thir nghiém co
giam thoi gian cin thiét d& chudt tim ra bac thoét khi lap lai thir nghiém hay khéng.
Fig.3 thé hién két qua thir nghiém xem lidu viéc dung mau thir nghiém c6
giam thoi gian can thiét dé chudt tim ra bac thoat khi 13p lai thir nghiém hay khong.
Fig.4 thé hién két qua dinh lwong hop chit A trong phan chiét thu duoc véi

céac nguyén liéu ban dau khac nhau.
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Mo ta chi tiét sang ché

Phin mo ta chi tiét sang ché s& duoc trinh bay dudi day cho cac phuong an

cla sang che.
<Phan chiét c6 tinh axit>

Phan chiét c6 tinh axit theo sang ché chira hop chét A 13 chit hitu ich c6 tac
dung cai thién ddng luc hoc tap, va khong gay ra sy léng can ngay ca khi dugc bd sung

vao do uong cé tinh axit.

Phan chiét ¢6 tinh axit theo sang ché ciing ¢6 thé ding dwoc cho dd ubng ¢
tinh axit ma khéng giy ra sy lang cin. Phan chiét c¢6 tinh axit theo sdng ché 1a phin
chiét ma cho phép hop chét A dwoc két hop vio d6 ubng & ndng d6 cao ddng thoi ngan
chzn su anh huéng dén huong vi tdng thé hoic cam gidc trén ludi cta dd ubng. Céc

dic tinh nay cho phép khoang thiét ké huong vi ctia dd udng rong hon.

Phan chiét theo sang ché c6 tinh axit, va thuat ngtt “co tinh axit” dugc st dung
trong ban mo ta dugc du tinh 13 d chi d6 pH thap hon 5. Chét 16ng theo sang ché c6
d6 pH thap hon 5, t5t hon 13 bing 4,5 hodc thap hon, va tét hon nita 1a bang 4 hoic
thip hon.

Mot phuong 4n vé phan chiét theo sang ché 13 phan chiét c6 d6 pH thap hon 5
va chira hop chit A & nbng d6 cao, va c6 ty 1é gitta ham luong hop chit A (ug/100g)
va d6 Brix (Bx) 14 0,1 hogc cao hon, t&t hon 13 6 (ng/100g)/Bx hoic cao hon.

Vi hop chit A 1a chit hitu ich c6 tac dung cai thién dong luc hoc tdp, nén
mong mudén hon nita 14 n6 ¢é ham luong cao hon trong phan chiét. Cu thé hon, ham
lwong nay tt hon 1a 1ug/100g hoidc cao hon, t6t hon nita 14 60ng/100g hodc cao hon,
va tham chi t6t hon nita 14 75ug/100g hodic cao hon. Tuy nhién, phan chiét c6 d6 Brix
cao c6 nghia 1a cac chit khac (vi du, cic chit ding) c6 ngudn gde tir nguyén liéu ban
diu c6 mat véi ndng dd cao, va ban than phan chiét nay khong thich hop lam dd ubng
va con anh hudng 16n dén huong vi hodc cam gidc trén ludi dén mirc khién cho né
thudng khong thich hop dé str dung cho db udng. Do d6, d6 Brix thip hon dwoc mong
mubn hon d6i v&i phan chiét. Can luu ¥ ring “Bx” dugc st dung trong ban mo ta co6

thé duoc xac dinh b@'mg may do Bx ¢ ban trén thi truong.

Do d6, wu tién phan chiét giau hop chit A, 13 chét hitu ich, va c6 do Brix thip,
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tirc 14 phan chiét c6 ty 1& gitta ham lwong hop chit A (ug/100g) va d6 Brix (Bx) cao.
Cu thé hon, ty 18 gifta ham luong hop chét A (ug/100g) va d6 Brix (Bx) t6t hon 13 0,1
(ng/100g)/Bx hodc cao hon, t6t hon nita 1 6 hodc cao hon, va thdm chi t6t hon nita 13
10 ho#c cao hon. Phan chiét nay c6 loi & chd né cé thé duogc két hop véi lugng nhd
vao db ubng va cho phép khoang thiét ké d6 udng rong hon vi d6 Bx ctia né tuong dbi
thip mac dit n6 chira hop chit A véi ham luong cao. Két qua 13, ¢6 thé tao ra d6 udng
¢6 hinh thirc dep (khong gy ling cin hodc vin duc) va huong vi ctia né khong bi suy
gidm.

Néng dd cua hop chit A c6 thé dugc x4c dinh theo nhiéu cach, vi du, béng sic

ky 16ng hiéu nang cao (HPLC).

Phén chiét c¢6 tinh axit theo sang ché 14 phan chiét dang long, c6 thé duoc
ding ludn hodc c6 thé duge bd sung vao thuc phim va dd ubng. Ngoai ra, phan chiét
nay c6 thé d& dang duoc chuyén hoéa thanh dang bt qua bude lam déng khé hoic sdy
thang hoa, v.v.. Phén chiét dang bot thu dugc tan dugc trong nude va co thé da dang
hoa tan dugc trong chét long (vi dy, nudce) trude khi dung. Hon nita, viéc chuyén hoa
thanh dang bt tao diéu kién thudn loi cho viéc bd sung ph?ln chiét nay vao nhiéu loai

thuc phim va db ubng, va cho phép sir dung phéan chiét d& dang,

Theo céach khéc, cling c¢6 thé dung dang vién nang mém hodc vién nén. Vién
nang mém hodc vién nén bao phan chi€t theo sang ché, hodc phan chiét dang bdt hodc

hat ctia no.

Khong c6 gidi han vé loai hodc dang thuc phdm va db ubng trong d6 phan
chiét hoac ph::in chiét dang bot dugc két hop. Vi dy, ching c6 thé dugc tao ra & dang
thuc phém dung cho strc khoe dudi dang vién nén (vi dy, vién nén va vién nang), thuc
phim dang rin bao gdm sita chua, thuc phdm d qua ché bién, dd trang miéng va dd
ngot (vi dy, gom, keo, thach), dd uéng dang 1éng bao gém ca phé, tra 6 long, tra, dd
ubng khong chita con va cac ché phdm ubng dugc. Hon nita, thuc phdm dung cho vat

nu6i trong nha va thirc an cho dong vat cling dugc tinh dén.
<D0 udng c6 tinh axit>

Sang ché d& cap dén @b udng c6 tinh axit chira hop chit A va c6 d6 pH thip
hon 5. Mt phuong 4n ctia sang ché 13 dd udng chira hop chét A va c6 do pH thdp hon
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5, trong d6 ty 18 ham luong hop chat A/Bx 14 0,1 (ug/100g)/Bx hodc cao hon.

Vi hop chit A 1a chét hitu ich c6 tic dung cai thién dong luc hoc tdp nén mong
mudn hon nita 14 n6 ¢6 ham lugng cao hon trong dd uéng. Cu thé hon 13, ham lugng
nay t5t hon 13 1pg/100g hodc cao hon, t6t hon nita 1a 60ug/100g hodic cao hon, va
tham chi t6t hon nita 14 751g/100g hodic cao hon.

Nguoc lai v6i ham lugng hop chit A ma cang cao cang tot, d6 Brix thip hon
dugc mong mudn hon vi d6 udng ¢ d6 Brix cao khéng dugce wu tién xét vé miat huong
vi va cam gidc trén ludi, v.v.. Do dé, uu tién d6 udng giau hop chat A, 14 chit hitu ich,
va c6 d6 Brix thap, tirc 1 d6 udng co ty 18 gitta ham lugng hop chit A (ug/100g) va do
Brix (Bx) cao. Cu thé hon 13, ty 1& gitta ham lwong hop chit A (ug/100g) va dd Brix
(Bx) t6t hon 12 0,1 (ng/100g)/Bx hodc cao hon, t6t hon nita 13 6 hodc cao hon, va thim

chi 6t hon nita 13 10 hodc cao hon.

Db udng theo sang ché duoc dic trung khong chi & chd né c6 tic dung cai
thién dong luc hoc tap va cé thé diung duogc lién tuc trong khoang thoi gian dai, ma con
& chd nd c6 hwong vi va cam gic trén ludi rat t8t va con ¢ hinh thic dep. Dac biét 1a
trong trudng hop cic d6 udng duge tao ra bing cich sir dung phan chiét theo sang ché
néu trén, céc cin ling c6 ngudn gbe tir phan chiét khong sinh ra khi bd sung phan chiét
vao d6 ubng mic di hop chit A c6 mit trong d6 v6i ham luong cao. Do d6, dd ubng
thu duoc duge dic trung & chd ching khéng chita cin ling c6 ngudn gdc tir phan chiét.
Céc chét 16ng c6 phan chiét dugc két hop vao bao gém céc chét 1ong ma ban than
ching khong ¢6 can ling (vi du, d6 ubng c6 gdc 1a nude ép hoa qua trong, vi du nhu
d6 ubng tir nude ép tao cb gbe 1a nudce ép hoa qua trong) va céc chit 1ong ma ban than
chung chira cin léang (vi du, cac dd udng cé g 1a nudce ép hoa qua duc, vi du nhu db
ubng tir nude ép cam cb gbe 1a nude ép hoa qua duc). Néu dd ubng duge tao ra bing
céch bd sung phan chiét theo sang ché vao chét long khéng chira thanh phan cin ling
thi cac dd uéng thu dugc cling khéng chira cén léng. Mt khac, néu dd uéng duoc tao
ra bing cach bd sung phin chiét theo sang ché vao db udng ma ban than n6 c6 chira
thanh phan can ling (vi du, db ubng c6 gbc 14 nuéc ép hoa qua duc), thi db ubng thu
dugc s& chira cin ling c6 ngudn gbe tir nude ép hoa qua duc nhung hdu nhu khong

chira cén lang c6 ngudn goc tir phan chiét theo sang che.

Trong d6 udng duogc tao ra bang cach bd sung phan chiét theo sang ché vao
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chét long khéng chira thanh phén can léng, viéc c6 hodc khong cé sy léng can c6 thé
duoc xac nhéan, vi du, béng mét hodc bé‘lng thuc té 1a khéng thu gom dugc chét rin nao

bang céach ly tAm.

Mit khac, trong d6 ubng duoc tao ra bang cach bd sung phin chiét theo séng
ché vao db ubng ma ban thin né chtra thanh phan cin ling (vi du, dd udng c6 gbc 1a
nude ép cam), d& x4c nhan lidu ching c¢6 hau nhu 13 khong chita can ling ¢6 ngudn
gdc tir phan chiét theo sang ché hay khéng, vi du, can ling trong dd ubng nay c6 thé
dugc thu gom va phén tich dé xac dinh lidu cac can léng nay co luong rat nho protein
duoc hoa tan véi chét hoat dong bé mit nhu natri dodexyl sulfat (sau day duogc goi la
“SDS”) hay khéng. Néu db udng chira cin lang 13 thanh phin c¢6 ngudn gbc tir phin
chiét thi cac protein c6 ngudn gde tir phan chiét dugc hoa tan bang cach xir Iy v6i chét
hoat dong bé mit. Nguoc lai, néu do uéng hau nhu khoéng chira can léng co nguén géc
tir phin chiét thi chi c6 luong rat nhé protein duge hoa tan. Can luu ¥ 13 su hoa tan
protein bang SDS c¢6 thé duoc thuc hién theo cach di dwoc ngudi cé hidu biét trung
binh trong linh vuc nay biét 15, vi du, b%mg cach st dung dung dich SDS 0,025%.
Trong truong hop nay, két qua ma chi ¢ lwong rat nho protein dwoc hoa tan duge du
tinh c6 nghia 1a lugng protein dugc hoa tan véi dung dich SDS 0,025% hau nhu khong
c6 trong lugng chét ran (trong lwong wét) ctia cin ling (tirc 13, 0,01mg/g cin ling hodc

nhé hon, t6t hon 1a 0,001mg/g can léng hodc nhé hon).

Nhu duge st dung & day, luong chét rin (trong lugng udt) cua cdn lfmg duoc
du tinh 13 dé chi trong luong ctia chit rin & trang thai u6t, ma duge thu gom tir dd
ubng bing cach ly tim trong may tach ly tdm & téc do tir 3000 dén 5000 vong/phut
trong khoang thoi gian tir 1 &én 5 phut.

D ubng theo sang ché c6 dd pH thp hon 5, t6t hon 14 4,5 hodc thap hon, va
t6t hon nita 12 4 hodc thap hon.

Db ubng theo sang ché co thé dugc tao ra & dang dd ubng déng goi, nhu trong
truong hop cac dd ubng thong thuong.
<Quy trinh san xut phin chiét hoic d6 udng>

Séng ché @& cap dén phan chiét ¢ tinh axit hodc dd ubng chira hop chat A.
Phan chiét hodc d6 udng nay c6 thé duoc tao ra, vi du, bang quy trinh san xuét duogc

thé hién dudi day:
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(1) budce xit Iy so bd trong d6 thit cta gia sic hodc gia cim, thit c4 hodc thit
dong vat c6 vé dugc dung lam nguyén liéu ban dau va duge gia nhiét trong chét long

de loai bo cac protein tan trong nudce co trong do,

(2) bube gia nhiét trong d6 chét 1ong duoc thay thé sau budce xir Iy so bd va

viéc gia nhiét dugc lap lai 14n nita,
(3) bude xir ly axit trong d6 axit dugc bd sung vao, va
(4) bude loc trong d6 mau long thu duge dugce loc.

Nguyén liéu ban dau dugc wu tién sit dung trong bude xir Iy so bd (1) néu trén
13 san phdm c6 trong ty nhién tir d6 hop chit A, thanh phan hitu ich, ¢6 thé thu dugc
mot cach hi¢u qua, cu thé 1a thit cua gia stc hodc gia cam, thit c4, hodc thit dong vat co
vo. Vidu vé thit ctia gia stic hoac gia cam bao gém thit cta gia stc, tic 13, trau bo, lgn,
ngua, ctru hodc dé, thit cia dong vat khdng phai gia stic nhu lon rimg hodc nai, thit ctia
gia cam, tic 13, ga, ga tdy, chim cut, vit nha hodc vit lai giéng, cling nhu thit cta loai
chim hoang di khéng phai gia cdm nhu vit trdi, ga 16i, chim sé hodc chim hét. Tuong
tu, cling co thé sir dung thit cé va thit ddng vat c6 vo ma an dugc trong khoa an kiéng
thong thudng. Vi du khac 13, nguyén lidu thuc vat nhur ca phé va ca cao ciing c6 thé
duoc st dung. Trong sb céac vi du vé thit cta gia suc hoac gia cém, thit c4 va thit dong
vat c¢6 vo nay, thit ga dugc uu tién dé su dung vi hop chit A c6 thé thu duoc mot cach

hiéu qua & ndng do cao.

Mic du chua rd ly do tai sao hop chit A thu duoc véi lugng 16n khi st dung
thit g, nhung c6 thé suy ludn ring cc protein trong thit gi 1a gidu cu tric
phenylalanin (-Phe-Phe-) tiép giap va do d6 tao ra dipeptit (Phe-Phe) véi lugng 16n,

két qua 14 thu duoc hop chit A can quan tAm véi lugng 16n.

Trong bude xtt Iy so bd (1), c6 thé thuc hién viée xir Iy bt ky dé 1am giam cac
protein tan trong nudc cé trong nguyén liéu ban dAu, vi dy, bang cach dun trong nudc
& nhiét d6 tir 100°C dén 160°C trong khoang thoi gian tir 30 phut dén vai i (tdt hon
1a tir 3 dén 8 gidy, tot hon niva 1a khoang tir 3 dén 4 gi®). Di vai thiét bi gia nhiét, ndi
ap suét, ndi hép v.v. ¢6 thé duogc két hop dé sir dung tuy thude vao céac diéu kién du
tinh. Hon nita, khéng c6 giéi han vé s lan thay thé chét long duoc thuc hién trong
budc xtr ly so bo (1). Vi dy, trong bude (1), chét 1ong bd sung (vi du, nudc) hodc

nguyén liéu ban dau bd sung cé the duge bo sung tiép vao dé di€u chinh ndng do cua

-10-



23348

phan chiét hodc do udng.

Budc gia nhiét (2) t6t hon 13 dugce thuc hién & nhiét dd cao dudi ap suét cao
(nhiét d6 100°C hodc cao hon va ap suit latm hodc cao hon), vi dy, & 100°C hodc cao
hon, va t6t hon nita 13 & 125°C hodc cao hon. Ngoai ra, thoi gian gia nhiét trong budce
gia nhiét (2) tot hon 13 nim trong khoang tir 30 phut dén vai gid, t6t hon nita 13 nim
trong khoang tir 3 dén 7 git. D6i voi thiét bi gia nhiét, ndi 4p suét, ndi hip v.v. cling

c6 thé duge két hop dé str dung tuy thude vao cac didu kién du tinh,

Bude xtr Iy so bd (1) va bude gia nhiét (2) co thé duge thuc hién lién tuc nhu
la mdt bude don ma khong cé sy thay thé chét long. Theo céach khéc, bude xir 1y so b
6 thé duoc tiép tuc béng viéc léy thit dugc xt ly so bo ra va sau do thay thé chét long
trudce khi thit dugc dua qua bude gia nhiét. Vi céd thé thu duoc cac mau cé dd Brix thép
hon néu thuc hién viée thay thé chét long sau bude xtr ly so bo (1) va trude bude gia

nhiét (2), nén mong mudn hon 13 c6 4p dung viéc thay thé chit long.

Cén luu y 1a viéc xtr Iy nhiét trong budc (1) va (2) t8t hon 1a duogc thuc hién
trong dung mdi dé ngin ngira vide chay nguyén liéu thuc vat va dong vat. Vi du vé
dung mdi duge uu tién dé sur dung bao gém nudc, etanol, hoic hdn hop ciia chiing. Cu
thé 1a, nguyén liéu thuc vat hodc dong vat dung céc protein (tét hon 1a céc protein giau
cAu tric phenylalanin (-Phe-Phe-) tiép giap) dwoc tron véi dung méi va duge dem xir

Iy nhiét, sau d6 thu gom dung mdi dé thu dugc dung dich giau hop chat A.

Pé dam béo trang thai trong d6 chét long (phan chiét) chira hop chit A khéng
chira cédn léng & diéu kién axit hodc trang thai trong do dd uéng ¢0 tinh axit thu duoc
béng cach bd sung phﬁn chiét khong chtra cdn léng, viéc x1r ly axit nén dugc thyc hién
dé axit hoa san pham chira hop chit A thu duge & bude (2). Viée xir Iy axit nay t&t hon
1a dugc thuc hién sau budce (2). Axit bét ky cé thé duoc bd sung nhim muc dich nay,
va wu tién 14 cac chét phu gia thue phim va nguyén liéu thuc phim thuong ding dé
san xuit thuc pham. Vi du v& chét phu gia thuc phdm bao gdm axit adipic, axit xitric,
axit lactic, axit axetic, axit glucono-delta-lacton, axit fumaric, axit gluconic, axit axetic
bang, axit malic, axit tartric, axit phosphoric, axit L-ascorbic, v.v.. Tuong tu, vi du vé
nguyén liéu thuc phim bao gdm axit itaconic, axit phytic, axit o-ketoglutaric, gidm
ume, giém ngil cde, nudce hoa qua, giém mach nha, giém nho, giém tao, giém gao, V.v..

Mic du axit bat ky c6 thé duoc sir dung mién 1a n6 thuong duge st dung trong san
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xudt thuc phém, nhung wu tién axit malic, axit Xitric va axit phosphoric, la cac chét c6
huong vi tuyét voi. Céc axit ndy co thé dugc st dung mot minh hoac két hop véi nhau
ma khong c6 gi6i han bat ky.

Axit nay nén dugc bd sung véi lwong can thiét dé diéu chinh d6 pH dén tri sb
mong mudn ma c6 thé dugc xéac dinh 13 thich hop tly thudc vao loai axit dugc bd sung

va d6 pH mong mudn.

Cong suét loc trong budc loc co thé dugc chon lwa dé phu hop, tuy thude vao
dang thuc pham ma phén chiét thu dugc duogc két hop vao d6, va phuong phap loc
cling ¢6 thé dwoc xac dinh phil hop béi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vue
nay. Vi du, trong trudmg hop phén chiét duoc st dung cho céc thue phdm dang rén (vi
du, vién nén) va dd udng thu dwoc khong can phai trong (vi du, dd ubng déng hdp c6
hinh thitc duge che khuét trong vat dung), thi chi can loc ra céc can l'fmg sinh ra trong
budc gia nhiét trude do6 va viée loc qua ludi loc ¢ thé duoc dung cho muc dich nay.
Theo cach khéc, trong trudmg hop phan chiét cAn phai trong (vi du, duge st dung cho
céc dd ubng trong cac chai trong sudt hodc cac chai nhya) thi nén ding cach loc cong
suét 16n. Pbi voi muc dich 1am trong, viéc loc qua ludi loc c6 thé duge tiép tuc béng
viée loc qua mang (mang trao d6i ion, mang RO, mang dién thé zeta, mang UF)
va/hodc loc qua diatomit, v.v.

Trong phin chiét hodc dd udng theo sang ché, dung dich giau hop chét A nay
c6 thé duge dung truc tiép hodc, néu can, c6 thé duogc co dé lam tang thém néng do
hop chét A. Viéc ¢6 nay c6 thé duoc thuc hién bang cach st dung thiét bi bay hoi hoic
bang cach 1am déng kho, v.v.

Ham luong hop chét A gia tang trudc va sau khi ¢, trong khi d6 ty 18 giita
ham lugng hop chat A (don vi: pg/100g) va d6 Brix (Bx) van gitt hdu nhu 13 khéng
dbi. Pidu nay 1a vi d6 Brix cling ting khi c6. Do d6, khi cac mau c6 ty 1é giita ham
Iugng hop chét A (don vi: ng/100g) va d6 Brix (Bx) bing 6 hoidc cao hon dugc cb thi
¢4 thé thu dugc cac phan chiét chira ham lugng hop chit A cao hon va ¢6 ty 18 bang 6
hodc cao hon. Nguoc lai, khi cac mau cé ty 1 gitta ham luong hop chit A (don vi:
11g/100g) va d6 Brix (Bx) nho hon 6 duge ¢6 thi khong thé thu dwoc céc cac phan chiét
c6 ty 18 gifta ham lugng hop chit A (don vi: pg/100g) va d6 Brix (Bx) bang 6 hoic cao

hon, méac du thu dugc cac phén chiét chira ham luong hop chét A cao.
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Db ubng theo sang ché c6 thé dugc tao ra néu thich hop & dang dd udng déng
g6i néu can.
Vi du thuec hién séng ché

Sang che s€ dugc md ta chi tiet hon bang cac vi du sau, cac vi du nay khong

dugc du tinh 14 lam gidi han pham vi sdng ché.
<Vi du 1> Téac dung cai thién dong luc hoc tap cua hop chat A (D)

Hop chit A duoc danh gia tac dung nang cao dong luc hoc tap cua nd béng
phuong phap da biét trong linh vuc nay, tirc 13 phuong phap mé cung nuée Morris
(Morris Water Maze-MWM).

Pau tién, nudc d3 duoc nhudém mau den béng muc An Do duge db dﬁy vao
thung hinh tru c6 duong kinh 90cm va chiéu cao 35cm dé c6 duge do sdu cua nudce 1a
20cm, va nhiét d6 cua nudc dugc dat ¢ 22 £ 1°C. Cho chuot C57BL/6 (duc, 9 tudn
tudi) vao thing nay va dé ching boi trong khong gian mé (open space swimming:
OSS). Khi OSS, céac con chudt sé& c6 cac thay ddi vé& hanh vi cua chung va di vao trang
thai trong Ung v&i su trdm cam. Sau khi lip lai OSS trong 5 ngay, cac con chudt nay

duoc chia thanh 7 nhom.

Tiép theo, trong thing hinh tru dudng kinh 90cm va chiéu cao 35cm néu trén,
bac thoat dudng kinh 10cm duoc dit dudi mit nude 0,5cm. Mdi nhém trong sb6 7
nhém chudt néu trén dugc dung hop chit A qua duong miéng (Bachem AG
(Bubendorf, Switzerland)) hozc dung thudc so sanh, fluvoxamin maleat. Sau 60 phut,
mdi con chudt duoc cho vao thung da bd tri bac thoat, va do thoi gian can thiét dé né
tim ra bac thoat khong nhin théy dugc dat dudi bé mat nude (tic 13, thoi gian cho tron
thoat) d& danh gi4 kha nang ghi nhé v& khong gian va hoc tap ctia mbi con chudt
MWM). Pé lam dbi ching, cac con chudt khong dugc cho OSS duoc dung nudce
mudi sinh Iy va dua qua thir nghiém MWM. Viée thir nghiém MWM dugc 13p lai ndm
1an mdi ngay trong 10 ngay.

Két qua thu dugc duoc thé hién trén Fig.1. Nhu cé thé théy tir Fig.1, cac con
chudt khdng duoc cho OSS (khdng OSS-ta dugce), thoi gian cho trbn thoat duoc giam
xuéng khi l3p lai thir nghiém, trong khi d6 cac con chudt dugc cho OSS thé hién dong

luc hoc tdp giam va khong gidam dugc thoi gian cho trdn thoat (OSS-nudc mudi).
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Nguoc lai, nhém ding hop chat A thé hién sy giam thoi gian chd trdn thoét phu thude
liéu. Trong nhém ding 0,02mg/kg, thoi gian cho trén thot & 10 ngay cua thir nghiém
MWM dugc giam xubng khoang 20%, khi dugc so sanh v6i nhém dbi chung (OSS-
nuée mudi) trong d6 céc con chudt OSS duoc ding nuéc mubi sinh 1y. Hon nita, trong
nhém ding 20mg/kg, thoi gian can thiét d& dén dugc bac thoat trong 10 ngay cua thu
nghiém MWM vé co ban 13 gidng nhu thdi gian ctia nhém (OSS-Fluvoxamin) dung
fluvoxamin maleat, chit ndy thuong dugc ding lam SSRI. Diéu nay chi ra rang hop

chit A c6 tac dung nang cao dong luc hoc tap.
<Vi du 2> Tac dung cai thién dong luc hoc tap (2)

Theo cach tuong ty nhu dugc thé hién trong vi du 1, nhom khéc dung
0,002mg/kg dugc chudn bi va duge dwa qua thir nghiém MWM tuong ty.

Thoi gian can dé dén duoc bac thoat trong 7 ngay thir nghiém MWM dugc thé
hién trén Fig.2 v&i mdi nhém. Hop chit A duoc x4c nhan 14 ¢6 tac dung khi dugc dung
& liéu 0,02mg/kg hoic cao hon. Trong trudng hop lidu ding cho nguoi duge du doan
tir liu hitu hidu ddi véi dong vat, thi lidu ding cho ngudi duoc tinh 14 bang 1/10 lidu
dung cho chudt véi hé sb 10 dua trén co s dic tinh loai dong vat (Safety Assessment
of Foods, do Kageaki Aibara va Mitsuru Uchiyama bién t4p, Japan Scientific Societies
Press, 1987). Do do, liéu 0,02mg/kg hitru hiéu trong thir nghiém néu trén twong tng voi
lidu 0,1mg/nguoi (co6 trong lugng 50kg). Néu thuc phém chira hop chit A duoc tao ra
¢ dang dd uéng va thé tich cia ching dugc dat 1a 100ml, thi néng do hitu hiéu duoc

tinh 1a 1,0pg/ml
<Vi du 3> T4c dung cai thién dong luc hoc tap (3)

Theo cach thirc giéng nhu duge thé hién trong vi du 1, cac con chudt dugc
ding liéu 20mg/kg hop chit A va sau d6 dugc dua qua thir nghiém MWM. Dé lam dbi
chting, dipeptit mach thing (Phe-Phe) dugc ding véi lidu 20mg/kg, sau d6 thuc hién
thr nghiém MWM.

Két qua thu dugc dugc thé hién trén Fig.3. Nhu c6 thé thiy tir Fig.3, dipeptit
mach thing (Phe-Phe) khéng duoc xac nhén 13 ¢6 tac dung dang ké, trong khi d6 hop
chit A cho théy tadc dung cai thién dong luc hoc tap dang ké so voi nhém dbi chiing
(OSS-nude muéi). Cu thé 13, duoc chi ra réng clu tric dipeptit mach vong la can thiét

dé 6 tac dung cai thién dong luc hoc tap.
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<Vi du 4> Nghién ctru d6i véi nguyén liéu ban déu

Pé 1am nguyén liéu ban dau chira protein, thit bo, thit lon, c4, thit chim cut,
thit hén va thit g (ga den, ga) dugc str dung. M&i nguyén liéu dong vt nay duge tron
véi mot thé tich nude va duoe dua vao vat dung, sau d6 xir ly nhiét trong ndi hép o
135°C trong 4 gidr (bude xit Iy so bd) va xir Iy tiép & 135°C trong 4 gid (budc gia
nhiét). Chét 16ng da dugc xi Iy nhiét duge thu gom va diéu chinh dén d6 pH béng 3
bang dung dich axit phosphoric 75% dung lam phu gia thuc phdm (Nippon Chemical
Industrial Co., Ltd., Japan). Sau d6, chét 1ong nay duoc rira giai bing axetonitril tir cot
xu ly so by (OASIS MAX (Waters: 30 mg/ lem®)), sau d6 thyc hién sic ky léng hi¢u
ning cao (HPLC) @ dinh luong ham luong hop chit A. Cac diéu kién dbi véi HPLC
duogc thé hién dudi day. Két qua thu duogc duge thé hién trén Fig. 4.

(Céac diéu kién HPLC)
Hé théng: Agilent 1100 series
Cot: Develosil C30-UG-5 (4,6 x 150mm, S5um)

Pha dong A: nudc, pha dong B: dung dich axetonitril 100%

Gradien: Thoi gian (phut) Dung m6i B
0,00 20%
9,00 20%
23,00 28%
24,00 70%
31,00 70%
31,10 20%
40,00 20%

Thé tich tiém: 10ul
Budce song do UV: 215nm
Tbec d6 dong: 1,0 ml/phut

Nhiét do cot: 32°C
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Cén luu ¥ rang chét 1ong chira hop chit A ciing c6 thé dwgc thu gom tir ban
than hat ca phé rang, trong khi d6 hop chét A khong dugc phét hién trong d6 udng ca
phé duge chiét tir hat ca phé rang,

<Vi du 5> San xudt phan chiét ¢6 tinh axit chira hop chit A

@9) O budce xir Iy so bd dé loai bd céc protein tan trong nude, thit ga (200g) va
nuée (200g) duge dua vao cdt trong hé théng va dugc xir 1y & nhiét d6 cao duéi ap

sut cao bang thiét bi phan tmg nhiét d6 cao, 4p sut cao dung tich 400cm® (AKIKO).

2) Sau do, 6 budc gia nhiét, chét long trong binh néu trén dugc tach ra va loai bé.
Nudce duge bd sung vao voi lugng bang véi khéi luong thit ga, va lap lai viée xi Iy

tuong tu nhu dugc thé hién & muc (1) 14n nita & nhiét d6 cao dudi ap suét cao.

3) Chét long thu duge duge loc qua ludi loc ¢& khoang 40 mit ludi. Sau d6, dich
loc dugc didu chinh dén d6 pH bing 3 bang axit ding cho phu gia thuc phdm (vi du,
axit phosphoric, axit xitric, axit malic) va sau do ly tdm (6500 vong/phut, 5 phut) va
duoc loc tiép qua ludi loc (c& 300 mit luéi), sau d6 loc qua b loc Spm (Sumitomo

3M Limited, Japan).

Can luu ¥ ring phin chiét 1 trong bang 1 dudi ddy khong duoc dua qua bude
xu ly so bo.

b6 pH, ham luong hop chit A va d6 Bx dugc do dbi véi mdi phén chiét dé
tinh ty 16 ham luong hop chit A/Bx.

Pé xac dinh do Bx, may do do Bx (RX-50000: Atago Co., Ltd., Japan) dugc

str dung dé do.

Két qua trong bang 1 chi ra ring néu budc xir Iy so b6 (1) dugc thuc hién dé
loai bd céc protein tan trong nudc hodc néu cac diéu kién xu ly so b6 dugc cai dat o
nhié€t d6 cao va khoang thoi gian dai hon, thi céc phﬁn chiét thu dugc trong budc gia
nhiét (2) c6 d6 Bx thip hon. Két qua 13, d3 chi ra ring thu duoc cac phan chiét c6 ty 18
giita ham lugng hop chit A (ug/100g) va d6 Brix (Bx) cao.

[Bang 1]
Phan chiét 1 2 3 4 5
Budc xir 1y so bd 160°C 160°C 160°C 160°C
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3 gid 6 gio 9 givy 12 gio

Budc gia nhiét 160°C 160°C 160°C 160°C 160°C

3 gio 3 gio 3 gio 3 gi¢ 3 gio

Thé tich axit bd sung Axit Axit Axit Axit Axit

(v6i m3i 100ml phin phosphoric | phosphoric | phosphoric | phosphoric | phosphoric

chiét) 2,0 ml 0,70ml | 020ml | 0,14ml | 0,07ml

Ham luogng hop chit A 135,7 139,8 111,7 112,5 108,3

(ng/100g)
bo Bx 12,58 4,28 1,42 0,79 0,62
Ty 1€ 10,8 32.7 78,7 142.4 174,6
b6 pH 3,1 3,1 3,1 2,9 3,1

<V1i du 6> Xac nhén viéc c6 hay khéng c6 sy léng can khi bb sung phé‘m chiét c6 tinh

axit

Phén chiét tir ga hodc nudc cbt ga c6 d6 pH trung tinh hodc phin chiét c6 tinh
axit (1g) duoc bd sung vao cac dung dich 1éng (mdi dung dich 100g), dung dich nay
da duoc didu chinh dén cac d6 pH khac nhau béng axit xitric va 3Na xitrat, d nghién

ctiru viée c6 hay khong sy lang cén.

Két qua 13, cac san pham trung tinh nhu phan chiét tir ga va san phim nude cbt
ga c6 ban trén thi trudong dugc théy la gdy ra su léng can khi dugc bd sung vao cac
dung dich 1dng ¢6 tinh axit. Can luru ¥ 14 nuéc ¢t ga ndy dugc hoa tan trong nude
trude khi st dung, nhu duge chi dinh trén nhin bao bi (150ml nuée véi mdi 3,55g
khéi nuée cbt ga).

Nguoc lai, phan chiét c¢6 tinh axit theo sang ché duoc thdy 14 6n dinh khong

gly ra sy lang can ngay ca khi dugc bd sung vao cac dung dich 16ng c6 tinh axit.

Trong bang sau ddy, “o” thé hién ring phan chiét duoc bd sung vao dung dich
1éng dugc hoa tan va do d6 khong gdy ra su ling can, trong khi d6 “x” thé hién ring

phan chiét bb sung vao dung dich 1ong khéng dugc hoa tan va do d6 giy ra sy ling cin.

[Bang 2]
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Phén chiét tir ga ban trén thi | Nude cbt (khdi nudc | Phin chiét 4 theo vi
truong (New Moon) cbt ga cua Ajinomoto) | du 5

pH=7 0) 0 0

pH=6 o o 0

pH=5 e o o)

pH=4 X X O

pH=3 X X O

<Vi du 7> Xac nhén su lfmg can (1)
(Chuén bi mau)

Dbi v6i cac hdn hop (i) va (i) duge thé hién duéi ddy, cac mAu duoc chuén bi
dé c6 ham lwong hop chit A va dd Brix dugc thé hién trong cac cong thirc pha ché tur
s6 1 dén s6 6 ctia bang 3. P&i voi hdn hop (iii), cic miu duge chuin bi dé c6 ham
lwong hop chét A va d6 Brix dugc thé hién trong cac cong thirc pha ché tir s6 1 dén sb
9 ctia bang 3. D4i véi nudce ép (iv), cac mau dwoc didu chinh biang cach pha loing néu
thich hop dé c6 d6 Brix giéng nhu dugc thé hién trong céc cbng thirc pha ché tir s 1
dén s 9 ctia bang 3. Nude ép (iv) khong chira hop chét A, va ty 16 ham lugng hop chit

A/Bx bing 0 trong mdi miu.

Céac mau ctia cac hdn hop tir (i) dén (iii) va nudce ép (iv) di duge chuin bj trén

day duogc ti€t trung ¢ 85°C trong 10 phut.

Phan chiét tir ga cd ban trén thi truong duoc sit dung trong thlr nghi€m nay c6
d6 Brix bang 10 va d6 pH bang 6,3, va chita 45pug hop chit A véi mdi 100g phan chiét.
Tuong ty, bot ga c6 ban trén thi truong dugce s dung trong thir nghi€ém nay la dang
b6t ctia phin chiét tir ga c6 ban trén thi trudng, va chita 45ug hop chit A v6i mbi 10g
bdt. Phan chiét 6 tinh axit theo sang ché c6 do Brix b?mg 61,1 va d6 pH béng 2,55, va
chira 48ug hop chit A véi mdi 1g phan chiét c6 tinh axit. Nude ép tio duge sir dung

trong thir nghiém nay 14 nudc udng hoa qua trong, cé d6 pH bang 3,8.

Can luu ¥ ring vi ty 18 gitta ham luong hop chit A/Bx 1a 4,5 (ug/100g)/Bx

trong phan chiét tir g c6 ban trén thi truong, dbi voi hdn hop (i) dua trén phan chiét tir
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ga nay, khong thé thu dugc céc miu ¢ ty 1€ ham lugng hop chit A/Bx cao hon 4,5
(ng/100g)/Bx. Do d6, chi c6 thé thu duoc cac miu duoe thé hién trong céc cong thirc
pha ché tir s6 1 dén sb 6 cta bang 3. Tuong ty, trong trudng hop hdn hop (ii) dya trén
dang bot cuia phén chiét tir ga co ban trén thi truong, chi cd thé thu duoc cac mau duoc
thé hién trong cc cong thirc pha ché tir s6 1 dén s 6 ctia bang 3. Do d6, cac hdn hop
(1) va (ii) khong thé nghién ctiru dugce trong céc diéu kién dugce thé hién & cot 7, 8 hodc

9, va do d6 chi nghién ctru dugc trong cac didu kién dugc thé hién & cac cot tir 1 dén 6.
Q) Hdn hop phan chiét tir ga ¢ ban trén thi trudng va nude ép tao 100%

(i1) Hbn hop phan chiét dang bot ¢ béan trén thi truong va nude ép tdo 100%

(iii)  H3n hop phan chiét c6 tinh axit theo sang ché va nude ép tao 100%

(iv)  nudc ép tdo 100% (dbi chimg)

(X4c nhan su ling cin va cam giac trén ludi)

Cac mau duogc tiét trung néu trén duoc d€ yén va xac nhan cé hoic khong cé
su lang cé@n bang cach kieém tra bang mat va x4c nhan cam gidc trén ludi. K&t qua thu

dugc duge thé hién bang muc “sy lang cén” va “cam gidc trén ludi” trong bang 4.

Trong bang nay, “x” thé hién 1a sy léng can khong thé quan sat dugc béng mit,

trong khi d6 “o” thé hién 13 su léng can c6 thé quan sat dugc bﬁng mét.

Cam gic trén ludi duoc danh gia theo thang nim diém so véi mau dbi ching
(nudce ép téo c6 ban trén thi trudng duoc didu chinh dé c¢6 d6 Bx giéng nhu duoc thé

hién trong céc cong thirc pha ché tir 1 dén 9 bang cach pha lodng bang nudce):
5= c6 d6 ém dju gidng nhu & miu dbi ching
4 = & lai cam gidc hoi c6 hat trén ludi so véi mau dbi chimg
3 = @8 lai cam giac tuong dbi c6 hat trén ludi so v&i mau ddi ching
2 = & lai cam gidc c6 hat trén ludi so véi mau d6i chimg
1 = d lai cam gidc c6 hat r rang trén ludi so véi mau déi ching
(Po ham lugng chét rdn va ndng do protein)

1. MObi mAu duge chun bi trén day (20g) duoc ly tAm (4000 vong/phit, 1 pht)

d& loai bd phén l6ng, va cin ling thu dugce (tic 13, chét ran) dugc thu gom va do trong
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lugng ctia chiing.

2. Chét rén thu duoc & muc 1 duge 1iy véi luong 0,05g, va bd sung 200pl SDS
0,025% (Sigma Catalogue#L1.3771) vao do.

3. Mau thu dugc & muc 2 dugc lic xody va sau d6 ly tim (14.000 vong/phit,
1 phut).
4. Dich ndi bé mat thu duge & muc 3 duogc léy véi thé tich 20pul va duoc tron véi

1ml thubc thir Bradford (BIO-RAD Catalog #500-0205) & nhiét do trong phong.

S. Dung dich thu dugc & muc 4 dugc phan ing & nhiét d§ trong phong trong 5
phut hodc 1au hon, va sau d6 duge do d6 hip thu & bude séng 595nm bing quang phd
ké (UV-1601 UV-VISIBLE SPECTROPHOTOMETER SHIMADZU).

6. bo hép thu thu dugc & muc 5 dugce st dung dé xé4c dinh néng d6 protein theo
dudng cong hiéu chinh da dugc chuin b trudc.

7. N6ng d6 protein thu dugc & muc 6 duge st dung dé xac dinh lugng protein
trong mdi 1g cin ling.

Bang 4 thé hién sd liéu ham luong chit rin dwoc x4c dinh & muc 1 (“ham
luong chét rin g”), ndng d6 protein dugc x4c dinh & muc 6 (“Protein (mg) trong cin
ling”) va tri s6 duoc xac dinh & muc 7 (“Protein (mg)/g can ling™) di v6i mbi mau.

Cén lvu y 14 dudng cong hiéu chinh duge st dung trong thir nghiém nay duoc
tao ra bang quy trinh duoc thé hién dudi déy.

1. 70p1 albumin huyét thanh bd (2mg/ml; BIO-RAD Catalog #500-0206) duoc
tron véi 70pl SDS 0,025% dé thu duge dung dich albumin huyét thanh bd ndng do
1000pg/ml.

2. Dung dich thu dugc & muc 1 duge pha lodng theo day véi 70ul SDS 0,025%
dé tao ra céc dung dich albumin huyét thanh bo cé néng d6 1an luot 1a 750pg/ml,
500png/ml, 250pg/ml va 125ug/ml.

3. 70u1 SDS 0,025% duge st dung dé 1am dung dich ndng d6 Opg/ml.

4. MOi phdn trong s6 cac phin 20pl ciia dung dich albumin huyét thanh bd néu
trén duoc tron voi 1ml thude thir Bradford (BIO-RAD Catalog #500-0205) & nhiét d
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trong phong.

5. Sau khi phan tng v&i thube thir Bradford & nhiét d6 trong phong trong 5 phut
hodc 1au hon, d6 hép thu & budc séng 595nm duge do bang quang phd ké (UV-1601
UV-VISIBLE SPECTROPHOTOMETER SHIMADZU).

6. St dung céc tri sb do hép thu xac dinh duogc va cac néng dd dung dich

albumin huyét thanh bo dé tao ra duong cong hiéu chinh.

[Bang 3]

Cong thic 1 2 3 4 5 6 7 8 9

pha ché so

Hop chat A | 30 pg | 60 ug | 100 pg| 30 pg | 60 ug | 100 pg| 30 pg | 60 png | 100 pg

Hop chit 1 1 1 4,5 4,5 4,5 6 6 6
A/Bx
Bx 6 12 20 1,33 | 2,66 | 4,44 1 2 3,33

Trong lugng | 500g | 500g | 500g | 500g | 500g | 500g | 500g | 500g | 500g

[Béang 4]
Mau s6 i-1 i-2 i-3 i-4 i-5 i-6
Sy lang cén o o) o) o) o) o)
Cam giéc trén ludi 3 2 2 4 3 3

Ham luong chét rén (g) 072 | 1,21 | 1,85 | 0,66 | 1,06 | 1,5

Protein (mg)/g cin ling 0,27 1,53 1,36 | 0,88 | 1,34 | 1,48

Protein (mg) trong cin ling | 0,19 1,85 2,52 0,58 1,42 | 2,22

Mau sd ii-1 ii-2 ii-3 ii-4 | ii-5 | ii-6
Su ldng cin o 0 o o o o
Cam giéc trén ludi 2 1 1 3 2 2
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Ham luong chatran (g) | 2,42 | 1,31 | 1,89 | 0,65 | 1,2 | 1,71

Protein (mg)/g can léng 0,45 1,24 1,74 | 0,80 1,05 | 1,32

Protein (mg) trong can léng 1,10 1,63 3,29 | 0,52 1,26 | 2,25

Mau sd iii-1 | iii-2 | iii-3 | iii-4 | iii-5 | iii-6 | iii-7 | iii-8 | iii-9
Su ling can X X X X X X X X X
Cam giac trén ludi 5 5 5 5 5 5 5 5 S

Ham luong chit rin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(8)

Protein (mg)/g cén 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ling

Protein (mg) trong can | 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ling
MAu sb iv-1 | iv-2 | iv-3 | iv-4 | iv-5 | iv-6 | iv-7 | iv-8 | iv-9
Su lang cin X X X x x x x X X

Cam giac trén lugi 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Ham luong chit rin (g)| 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Protein (mg)/g can 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ling

Protein (mg) trong cdn | 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ling

<Vi du 8> X4c nhan su ling cin (2)

Dbi voi cac hdn hop (vi) va (vii) dugc thé hién dudi day, nhu trong trudng
hop cua vi du 7, cac mau dugc tao ra dé c6 ham luong hop chit A va dd Brix dugc thé
hién & céc cong thirc pha ché tir s6 1 dén s6 6 ctia bang 3. Dbi véi hdn hop (viii), cac

mAu dugc tao ra dé c6 ham luong hop chit A va d6 Brix dugc thé hién & cac cong thirc
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pha ché tir s6 1 dén sb 9 cta bang 3. B4i véi nude ép (ix), cac mAu duoc didu chinh
bang cach pha lodng néu thich hop dé c6 d6 Brix gidng nhu dwoc thé hién & cc cong
thirc pha ché tir s6 1 dén s6 9 ctia bang 3. Nude ép (ix) khong chira hop chét A, va ty 16

ham luong hop chit A/Bx bang 0 trong mdi mAu.

Céc mAu ctia cac hdn hop tir (vi) dén (viii) va nude ép (ix) duoc tao ra trén day

duoc tiét tring & nhiét 46 85°C trong thoi gian 10 phut.

Phéan chiét tir ga c6 ban trén thi truong dugc st dung trong thr nghi€ém nay co
d6 Brix bang 10 va d6 pH bing 6,3, va chita 45pug hop chit A véi mdi 100g phin chiét.
Tuong tu, bot ga c6 ban trén thi trudong duge st dung trong thr nghi€ém nay 1a dang
bot ctia phin chiét tir ga c6 ban trén thi trudng, va chita 45ug hop chat A v6i mdi 10g
bot. Phan chiét c6 tinh axit theo sang ché ¢6 d6 Brix bé“lng 61,1 va do pH b%mg 2,55, va
chura 48ug hop chét A v&i mdi 1g phan chiét c¢6 tinh axit. Nudc ép cam dugc st dung

trong thir nghiém nay 13 nuéce hoa qua duc, c6 d6 pH bang 3,74.

Can luu ¥ 13 vi ty 1é ham lugng hop chat A/Bx 13 4,5 (ng/100g)/Bx trong phin
chiét tir g c6 ban trén thi trudong, d6i véi hdn hop (vi) dua trén phin chiét tir ga nay,
khoéng thé thu dugc cic mau ¢ ty 16 ham luong hop chdt A/Bx cao hon 4,5
(ng/100g)/Bx. Do d6, chi c6 thé thu duoc cac miu thé hién trong cac cong thirc pha
ché tir s6 1 dén s6 6 ctia bang 3. Twong ty, trong trudng hop hdn hop (vii) dua trén
dang bdt ctia phan chiét tir ga c6 béan trén thi trudng, chi c6 thé thu duoc cac mau duoc
thé hién trong cac cong thirc pha ché tir s6 1 dén s6 6 clia bang 3. Do d6, cac hdn hop
(vi) va (vii) khéng thé nghién ctru dugc trong céac diéu kién dugc thé hién trén cot 7, 8
hodc 9, va do d6 chi nghién ctru dugc trong céc didu kién duge thé hién & cac cot tir 1

dén 6.

(vi) Hbn hop phan chiét tir ga c6 ban trén thi truong va nude ép cam 100%
(vii)  H&n hop phin chiét dang bot c¢6 ban trén thi trudng va nude ép cam 100%
(viii) H&n hop phin chiét ¢6 tinh axit theo sang ché va nudc ép cam 100%

(ix)  Nudc ép cam 100% (dbi chimg)

M3i miu dwoc chuin bi trén diy duoc phan tich theo cach thic giéng nhu
duoc thé hién & vi du 7 dé xé4c nhén c6 hay khong su léng can, danh gi4 cam giac trén

ludi, va xac dinh ham luong chét rén va n@)ng do protein. Két qua thu dugce dugce thé
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[Bang 5]
Mau sd vi-l | vi2 | vi-3 | vi4 | vi-5 | vi-6
Su léng cin o o o o) o) o
Cam giac trén ludi 3 2 2 3 2 2
Ham lugng chatran (g) | 1,28 | 2,58 | 3,21 | 0,30 | 0,69 | 1,09
Protein (mg)/g can léng | 0,09 | 0,86 | 0,62 | 0,60 | 0,85 | 0,97
Protein (mg) trong can 0,12 2,22 1,99 0,18 | 0,59 1,06
ling
Mau sd vii-l | vii-2 | vii-3 | vii-4 | vii-5 | vii-6
Sy ling cin o) o o o o) o
Cam giac trén ludi 3 3 2 3 2 1
Ham luong chitran (g) | 1,36 | 2,73 | 3,35 | 0,40 | 0,55 | 1,45
Protein (mg)/g can léng 0,32 0,26 | 1,30 | 1,87 | 2,42 | 3,15
Protein (mg) trong cén 0,43 0,71 | 4,36 | 0,75 1,33 | 4,57
ling
Mau sb viii-1 | viii-2 | viii-3 | viii-4 | viii-5 | viii-6 | viii-7 | viii-8 | viii-9
Sy ling cin o) o) o) o) o) o) o) o) o)
Cam giac trén ludi 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Ham luong chdtrin (g) | 1,57 | 2,47 | 2,83 | 0,53 | 0,49 | 1,08 | 0,44 | 0,63 | 0,83
Protein (mg)/g can lang | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00
Protein (mg) trong cdn | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 0,00
ling
Mau sd ix-1 | ix2 | ix-3 | ix4 | ix-5 | ix-6 | ix-7 | ix-8 | ix-9
Su lng cin o o o o o o o o o
Cam giac trén ludi 5 5 5 5 5 5 5 5 5
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Ham luong chitrin (g) | 1,18 | 2,47 | 2,27 | 0,48 | 0,77 | 1,02 | 0,44 | 0,57 | 0,78

Protein (mg)/g cin lang | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [ 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

Protein (mg) trong can | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
ling

<Vi du 9> Séan xuét db udng c6 tinh axit chira hop chét A (1)

Phén chiét theo sang ché dugc bd sung d& tao ra dd ubng. Cong thirc pha ché

duogc st dung nhu duogc thé hién duéi day.

Phén chiét ¢6 tinh axit dugc sir dung dwoc chudn bi tir phan chiét 3 ctia vi du 5

(dugc thé hién trong bang 1) bang cach cb trong thiét bi 1am bay hoi.

[Bang 6]

Phan chiét c6 tinh axit Phan chiét 3 ctia vi du 5 (d& dugc cd)
Bx 61,1

bo axit (g/100g) 36,36

P6 pH 2,55

Hop chét A (ug/100g) 4806

Ty 1é 78,7

[Bang 7]

DO udng ¢ tinh axit

Nguyén liéu ban dau (véi mdi 100g)

Pudng 17,2g
Axit xitric 0,21
3Na xitrat 0,075g
Huong li€u 150ul
Phéan chiét dugc thé hién | 1,66g
trén day
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Nude Piéu chinh dén 100g
Bx 18,5

P9 axit (2/100g) 0,66

Do pH 2,75

Hop chat A (ug/100g) 85

Ty 16 4,59

Déanh gia cam quan D06 ubng khong c6 van d€ vi né khong cd mui, vi dang va
vi khéng mong muon ¢6 nguon goc tur thit cia gia suc

hodc gia cam

Hinh thirc Mau nau nhat, trong sudt, khong duc

<Vi du 10> San xuét phﬁn chiét dang bdt chira hop chit A

Phén chiét duoc tao ra theo vi du 5 néu trén dugc lam déng kho dé tao ra phén

chiét dang bot.

1. Phan chiét ¢6 tinh axit (phan chiét 3 theo vi du 5 (duoc thé hién trong bang 1);
100g) duogc 14y vao binh thu hdi dung tich 200ml.

2. Binh nay dugc bao quan trong ti dong (-18°C) trong 2 hodc 3 ngay cho dén
khi phan chiét dugc dong lanh hoan toan.

3. Binh nay dugc didt 1én thiét bi lam dong khoé (LABCONCO, dit ¢ nhiét do -
40°C hogc thdp hon) va lam dong khé dén khi khd hoan toan.

Theo cach trén day, thu dugc bt kho véi lugng 2g.
Kha ning Gng dung trong cong nghiép

Séang ché dé xuét phan chiét c6 tinh axit va db ubng cé tac dung cai thién dong
luc hoc tdp va c6 do an toan cao ma khong gy tac dung phu. Phén chiét ¢6 tinh axit
theo sang ché c¢6 thé dugc bd sung vio d6 ubng c6 tinh axit v.v. ma khéng gay ra su
ling cin va suy giam vi v6n ¢6 cua thuc phdm va dd ubng. Phin chiét c6 tinh axit hoic
dd udng theo sang ché, ciing nhu thue phdm va d6 udng chira chiing c6 thé dugc ding
lién tuc trong khoang thoi gian dai lam thuc phim va d6 ubng hitu ich dé cai thién

dong luc hoc tép.

-26-



23348

YEU CAU BAO HQ
1. Phén chiét chira 2,5-piperazindion,3,6-bis(phenylmetyl)- (3S,6S)- va c¢6 d6 pH
thap hon 5.
2. Phdn chiét theo diém 1, trong d6 ty 1& gitta ham luong 2,5-piperazindion,3,6-
bis(phenylmetyl)-,(3S,6S)- (ug/100g) va do Brix (Bx) la 0,1 (ng/100g)/Bx hodc cao
hon.
3. Phén chiét theo diém 1, trong d6 ty 1¢ giita ham lugng 2,5-piperazindion,3,6-
bis(phenylmetyl)-,(3S,6S)- (ng/100g) va do Brix (Bx) 1a 6 (ng/100g)/Bx hodc cao hon.
4. Phén chiét theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 phan chiét
nay chtta 2,5-piperazindion,3,6-bis(phenylmetyl)-,(3S,6S)- v6i ndng d6 1ug/100g hodc
cao hon.
5. Phan chiét theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong d6 phan chiét
nay chira 2,5-piperazindion,3,6-bis(phenylmetyl)-,(3S,65)- voi ndng d6 60pg/100g
hodc cao hon.
6. Phén chiét theo diém bt ky trong sb céc didm tir 1 dén 5, trong d6 2,5-
piperazindion,3,6-bis(phenylmetyl)-,(3S,6S)- duogc chiét tir san phdm c6 trong tu nhién.
7. Phén chiét theo diém 6, trong d6 san pham c6 trong tu nhién 13 thit cha gia stc
hodc gia cAm, thit c4, hodc thit dong vt c6 vo.
8. Phén chiét theo diém 6 hodc 7, trong d6 san phim cé trong tu nhién 13 thit ga.
9. Phn chiét kho c6 thé thu duoc bing cach sdy phan chiét theo diém bat ky trong
s6 céac diém tir 1 dén 8.
10. D4 udng c6 tinh axit c6 thé thu dugc bang cich bd sung phan chiét theo diém
bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 8.
11. Db ubng c6 tinh axit chira 2,5-piperazindion,3,6-bis(phenylmetyl)-,(3S,6S)- va
c6 d6 pH thap hon 5.
12. Pd uéng ¢6 tinh axit theo diém 10 hodc 11, trong d6 ty 1€ gitta ham luong 2,5-
piperazindion,3,6-bis(phenylmetyl)-,(3S,6S)- (ng/100g) va d6 Brix (Bx) la 0,1
(1g/100g)/Bx hodc cao hon.

-27-



23348

13.  Dd ubng c6 tinh axit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 10 dén 12, trong d6
dd udng nay chira 2,5-piperazindion,3,6-bis(phenylmetyl)-,(3S,6S)- véi ndng do
11g/100g hodc cao hon.

14. Db ubng c6 tinh axit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 10 dén 13, trong d6

dd udng nay khéng c6 cin ling.
15.  Dd udng c6 tinh axit theo diém bét ky trong sb cac diém tir 10 dén 13,
trong d6 d6 ubng nay chira cin lang, va

trong d6 luong protein ¢6 trong 1g cin ling thu duoc tir dd udng nay 13 0,01mg
hoac nho hon.

16. Db ubng déng gbi, trong d6 dd udng theo diém bét ky trong sb cac diém tir 10

dén 15 duoc dong goi vao vat dung.
17.  Quy trinh san xuét phan chiét theo diém 1, bao gdm cac budc:

(1) bude xt ly so bo trong do thit clia gia stic hodc gia cam, thit ca hozc thit
dong vat c6 vd duge dung lam nguyén liéu ban dau va dugc gia nhiét trong chit 1ong

de loai bo céc protein tan trong nudc cé trong do,

(2) bude gia nhiét trong d6 chét 1ong dugc thay thé sau bude xir Iy so bd va viée

gia nhiét duogc lap lai 14n nita,
(3) bude xit Iy axit trong d6 axit duoc bd sung vo, va
(4) bude loc trong d6 mau 16ng thu duoc duoc loc.

18.  Quy trinh theo diém 17, trong d6 axit dugc b4 sung trong budc (3) 1a mot hoic

nhiéu axit dwoc chon tir nhém bao gdém axit phosphoric, axit malic va axit xitric.
19.  Quy trinh san xuét d6 ubng theo diém 11, bao gdm cac budc:

(1) bude xtr Iy so bo trong do thit clia gia stc hodc gia cam, thit c4 hodc thit
dbéng vat c¢6 vo duge dung lam nguyén liéu ban dau va duogc gia nhiét trong chét long

deé loai bo céc protein tan trong nudce cé trong do,

(2) budc gia nhiét trong do chét 16ng duoc thay thé sau bude xir Iy so bd va viée

gia nhiét dugc lap lai 14n nita,

(3) budce xtr ly axit trong d6 axit dugc b sung vao, va
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(4) budc loc trong d6 miu léng thu duoc duoc loc.

20.  Quy trinh theo diém 19, trong d6 axit dugc bd sung trong budc (3) 13 mét hodc

nhi€u axit dugc chon tr nhdm bao gom axit phosphoric, axit malic va axit xitric.
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