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Tom tat

Acid y-aminobutyric (GABA) c6 tac dung ha duong huyét, ha huyét &p, chéng tram cam va
giam lo ling. Hat dau nanh nay mam c6 ham lugng GABA kha cao va dugc sir dung kha pho
bién trong doi séng. Nghién ciru dwoc thyc hién nhim xay dung mot qui trinh don gian lam
giau GABA ctia dau nanh, ting gia tri san pham. Nghién ctu khao sat cac yéu té anh huong dén
ham lwgng GABA trong qua trinh nay mam yém khi nhu: pH nuée ngam, nhiét do va thoi gian
nay mam; dong thoi téi wu hoa diéu kién nay mam dé thu duoc ham luong GABA cao nhat.
Ham luvong GABA duoc do theo phuong phép do quang. S lidu dugc xur Ii bing phan mém
Design- Expert 8.0.6. Két qua cho thiy pH nuwdc ngam, nhiét d6 va thoi gian nay mam cé anh
huéng quan trong dén sy tich liiy ham lwong GABA. Ham lugng GABA cao nhét 1a 23,467ppm
g4p 9,46 1an so vai dau nguyén liéu véi diéu kién twong tng la pH 6,5; nhiét do 35°C va thoi

Tu khoa
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1 Tong quan

Acid y-aminobutyric (GABA) la mot acid amin phi protein
¢6 nhiéu loi ich cho sirc khoe nhu tac dung chéng dai thao
duong, ha huyét &p, chéng tram cam va giam lo ling.
GABA chu yéu duoc tdng hop trong mo thyc vat bang cach
decarboxyl héa acid L-glutamic véi sy x(c tac cia enzyme
glutamat decarboxylase (GAD)[1,2]. Nhiéu bao céo cho
thdy cac yéu t6 nhu hoat tinh enzyme, didu kién yém khi va
qué trinh 18n men (bang vi khuan lactic) lam ting luong
GABA trong thuc vat[3-5]. GABA c6 thé duoc phat hién
bing phwong phap do quang (UV-Vis) hoic sic ki long
hiéu nang cao (HPLC) hodc phén tich ty dong acid amin[1].

Cay ho Pau la mot nguon tiém ning trong san xuat GABA do
¢6 ham luong protein cao, dac biét la acid L-glutamic, chat nén
cho su tong hop GABA. i c6 nhidu cdng trinh nghién ciu
trong nuéc va ngoai nuéc nham téi wu hoa didu kién 1én men
céc loai dau/gao khac nhau dé thu duoc ham lugng GABA[1-
7]. Nay mam la phwong phéap hiéu qua dé giam céc tac nhan
khang dinh dudng trong cic cdy ho Pau. N6 lam giam ham
lugng acid phytic, c&c hoat tinh cua hemagglutin va cai thién
kha ning hoa tan ctia protein, dac tinh nhii hoa cta bot dau.
GABA dugc tong hop boi enzyme GAD dudi cac phan tng
khtr carbon cua acid L-glutamic[8].

Trong nhiéu loai dau/gao c6 ham luong GABA cao, hat dau
nanh nay mam la mot san pham da duoc sir dung va ua
chudng tir 1au véi nhing loi ich vé dinh dudng ciing nhu hd

tro didu tri bénh (tré hoéa, tot cho tim mach). Nghién ctu
duoc thuc hién véi mong mudn xay dung mét qui trinh don
gian gidp lam giau ham lrong GABA, ting gié tri san phim.
Céc nghién ciru caa Yang va cong su béo cdo rang c6 moi
tuong quan giita ndng do NaCl trong nuéc ngdm va ham
luong GABA trong mam dau faba. Wang va cong su da
phét hién ra ring & GAD trong cdm gao dat 80% hoat tinh
nén gitt pH ngdm tur 5-9 va nhiét do6 trong khoang 30°C -
50°C[9]. Yang va cong su cho thiy mbi twong quan truc
tiép gira ndng do CaCl, va hoat tinh diamin oxidase (DAO)
trong san xuit GABA tir dau faba, nhiét ¢6 30°C va pH 3,0
1a diéu kién tdi vu @& DAO hoat dong. Guo va cong su thi
cho rang ham luong cao acid L-glutamic gitp thuc day hoat
dong cia GAD va DAO, tir d6 lam tang ham lugng GABA
trong phoi va hat dau nanh nay mam. Li va cong su cho
rang pH 3,17 va nhiét do 33,6°C la diéu kién thich hop dé
tang ham lwong GABA trong dau fava[1].

Bén canh do, trong nudc ciing c6 nhiéu nghién ctru nhu nghién
ctu cia Truong Ngoc Trung va Bong Thi Anh Pao Truong
Pai hoc Bach Khoa trén hat dau xanh, pH nuéc ngadm, nhiét 4o
va thoi gian nay mam c6 anh huong dén ham lugng GABA va
diéu kién t6i uru hoa bao gdbm pH nuéc ngdm 5,83, nhiét do u
36,6°C, va thoi gian u 14,5 gio[8]. Theo nghién ctru cua Cung
Thi T6 Quynh va cong su Vién Céng nghé Sinh hoc Pai hoc
Bach Khoa Ha Noi thi gao hat dugc ngdm ¢ pH 6,0, nhiét d6
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30°C trong 20 phit c6 ham lugng GABA ting gap 5 1an so véi
dau nguyén liéu[4].

Trén co s¢ danh gia tinh hinh nghién ctru trong nurdc va ngoai
nude, cling nhur xem xét cac diéu kién thi nghiém tai Truong
Dai hoc Nguyén Tat Thanh, muc tiéu cia nghién ciru la khao
st CAC yéu t6 anh huong dén sy tich liy ham lrong GABA
trong qué trinh nay mam yém khi nhu pH nudc ngam, nhiét do
va thoi gian u dé téi wu hoa cac yéu té da duoc khao sat nham
thu dugc ham Iugng GABA cao nhét theo phuong phap nay
mam nay.

2 Pbi tugng va phuong phap nghién ctu

2.1 Pdi tugng
Ngudn gdc: Pau nanh VIET SAN, mua ¢ siéu thi Big C, dat
ISO 22000:2005. Ngay san xuat: 25/06/2018, ngay mua:
ngay 01/07/2018. Luu trit mau & Bo mén Duoc liéu,
Truong Pai Hoc Nguyén Tat Thanh. GABA chuan duoc
mua tir Buc (hda chat Merck), do tinh khiét > 99%.
2.2 Phuong phéap nghién ctiu
Nghién ctiu tién hanh khao sat cac diéu kién nay mam yém
khi va xac dinh ham lugng GABA trong hat dau nanh nay
mam theo so dd Hinh 1.

| Péu nanh thé |

1. Xt Iy loaitap
2. Ngam mrée pH trong 8 gidy

| Pédu nanh sau ngam |

Nay mam yém khi trong diéu kién
nhiét d¢, pH, thoi gian khao sét

| Mam dau nanh |

1. Sdy & 50°C (d6 4m <7%)
Xay
h 4

| Bot mam |

1. Phacén 96% (1/15), khuay 15 phat

v 2. Ly tam 3000 vong/phut, 3 1an x 10 phit

| Dich ly tam |

1. Dubicdn & 70°C
2. Phaloang véi 100ml mrée cat

\ 3. Lic v&i 20ml ether, lay lop dwéi

| Mau chira GABA |

1. 1mlmau + 0.6ml dém borat (pH 8,0) +
1ml natri hypochlorite 8% + 2ml phenol

2. Pun cach thuy 10 phut

3. Dénguéi20 phut

4. Do quang 645nm

Ham lrong GABA

Hinh 1 So d6 xé4c dinh ham lvong GABA
trong hat dau nanh nay mam

.l
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2.2.1 Noi dung nghién ctu

Ngi dung 1: Khao sat anh huéng cua thoi gian nay mam lén
ham lugng GABA.

Ngi dung 2: Khao sat anh huéng cua nhiét do nay mam lén
ham lwgng GABA véi ba nhiét @6 30°C, 35°C va 40°C.

Ngi dung 3: Khao sat anh huong cua pH nudc ngdm vai ba
muc xu li pH 5,3; 6,5 va 7,3.

Ngi dung 4: Thiét ké va thyc hién md hinh ti wu hoa.

Ngi dung 5: Khao sat nhiét do lugc dau

2.2.2 Phuong phap xac dinh ham lugng GABA

Ham luong GABA dugc xac dinh bing phwong phap do
quang. Sau khi nay mam, mang dau ria sach tiép theo
mang di sdy & 50°C trong 3 gi dén khi d6 4m dudi 7%.
Sau d6 mang di xay, can lay chinh xac 10,00g bot dau
nanh pha lodng véi con 96% theo ti 1¢ 1/15 (khdi
lugng/thé tich), va khudy trong 15 pht, tién hanh li tam 3
lan (mdi 1an 10 phit & tbe d6 3000 vong/phut). Tién hanh
¢d quay chan khong dé dudi con dén khi thu duoc can.
Sau d6, pha lodng lai bing nudc cat (100ml) va lic véi
20ml diethy ether, thu dugc dich mau trich li chta GABA.
Hut 1ml miu chira GABA vio cac 6ng nghiém thiy tinh,
thém 0,6ml dém borate (pH 8), 2ml phenol 6% va 1ml
dung dich natri hypochlorite 8%. Pun céach thiy hdn hop
trong 10 phat. Sau d6 lam ngudi cac dng nghiém trong 20
phat. Tién hanh do quang & budc song 645nm. Dya vio
duong chudn xay dung dé xac dinh luong GABA c6 trong
mau. Két qua ham lugng GABA duoc tinh theo don vi
ppm[8].

3 Két qua

3.1 Ham lvong GABA trong dau nanh nguyén li¢u

Pau nanh nguyén liéu dugc nghién thanh bot, can chinh xac
khoang 10,00g tién hanh chiét xudt va do quang GABA,
xac dinh dugc ham lugng GABA c¢6 trong dau nanh nguyén
liéu 1a 2,480ppm.

3.2 Anh huong cia thoi gian niay mam Ién ham lugng
GABA trong hat ¢au nanh niy mam

Khao sat thoi gian ndy mam cia dau nanh trong 5 ngay
lién tiép ¢ nhiét do phong, pH 6,5. Két qua duoc biéu
dién & Hinh 2. Ham lugng GABA ting dan tir ngay 1 dén
ngay 3, ham lugng dat mic cao nhdt vao ngay 3 voéi
23,324ppm, cao gip 9,4 lan so v&i ddu nguyén lidu
(2,480ppm). Theo nhu d6 thi, ta thiy tir ngay 4 tro vé
sau thi ham luong GABA giam dan. Diéu nay c6 thé giai
thich 1a do enzyme GAD c6 trong GABA bi phéan huy,
gay ra giam ham luwong GABA trong hat dau nanh nay
mam[1]. Nhu vay, sau 3 ngay ham luong GABA trong
hat dau nanh nay mam 1a cao nhét.
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N
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)

23.324
19.363 19.46

2 3 4

Thoi gian ndy mam (ngay)

o
L

17.693
15.125

1 5

Hinh 2 D4 thi biéu dién anh huong cua thoi gian 1én ham luong
GABA trong hat ddu nanh ndy mam

o
L

Hztr_ln luoni_g GA(]%A (pprgn)

o

3.3 Anh huéng ciia nhiét do 1én ham luong GABA trong
hat dau nanh nay mam

Khao sat & ba nhiét do: 30°C, 35°C, va 40°C v&i ba mdc
thoi gian nay mam 13 2, 3 va 4 ngay, pH dich ngam 14 6,5.
Két qua duoc biéu dién ¢ Hinh 3.

25 23,467

19,489 | ‘
3

Hinh 3 B4 thi biéu dién anh hudng cua nhiét do 1én ham lugng
GABA trong hat dau nanh nay mam.

Theo d6 thi Hinh 3 cho thdy, ham lwong GABA trong hat
dau nanh nay mam & ca 3 ngay déu dat gia tri cao nhét &
nhiét d§ nay mam 35°C. Ham luong GABA cao nhit ¢ dau
nanh nidy mam ngay 3, (35°C) véi gia tri 23,467ppm, cao
gip 9,46 lan so voi dau nguyén lidu (2,480ppm). Mt khac,
ham luong GABA trong hat ddu nanh ndy mam tir ngay 2
dén ngay 4 & nhiét d6 35°C cao hon so v&i nhiét d6 30°C va
40°C. O nhiét d6 40°C (& ca 3 ngay nay mam), ham luong
GABA thép nhit (& mic < 14ppm). Diéu niy co thé giai
thich 1a do nhiét d6 cao, kéo dai gdy phan hiy GABA c6
trong dau.

Viay, nhiét do tot nhit cho su tich liy GABA trong dau
nanh nay mam la 35°C.

Tién hanh ngam dau & 35°C (nhiét d6 tot nhét theo két qua
khao sat trén) véi ba pH khac nhau: 5,3; 6,5 va 7,3 tai ngay

20,292 20,675

2

[
=3

17,168

—
n

13,702

14473
13429
4

M30°C W35°C wu40°C

12,903

.

Thi gian ndy mam (ngay)

Ham luong GABA (ppm)
n s

0 -

3 (ngay tbt nhat theo két qua khao sat trén). Két qua ham
lugng GABA trong dau dat gia tri cao nhit tai pH 6,5;
tuong tg 23,467ppm. Két qua nay cao gip 9,46 lan so véi
dau nguyén liéu (2,480ppm).

25 23,467
E 5 19,258
= 16,797
-
5 15
&}
10
cn
=
E 5

0

53 6,5 73
pH

Hinh 4 Biéu d6 biéu dién anh huong cia pH 1én ham lugng
GABA trong hat ddu nanh ndy mam.

Anh huéng cia pH nude ngdm 1én ham lugng GABA duoc
chi ra nhu Hinh 4. Céc nghién ctu trude do dua dén két
luin pH nudc ngdm cang cao, ham lugng GABA thu dugc
trong hat cang thap. Déi véi hat gao pH tét nht dé 1am ting
ham Iuong GABA I tir 3,0 dén 5,8[4]; dau xanh 1a 5,83[8];
lla mach pH la 6,0[4]. Ngoai ra, theo nghién ctru cta Qian
va cong su (2014) trén hat gao ciing chi ra rang ham luong
GABA thu dwoc cao nhit & pH 5,6 va thap nhit & pH
8,4[7]. Trong d& tai nghién ctu vé& dau nanh nay, ham
lwong GABA thip nhat khi ngdm dau & pH 7,3 va cao nhat
la 6,5. Két qua nay twong d6i phu hop véi nhitng nghién
cau trén.
Hinh 4 cho thdy ham lugng GABA thu duoc cao nhat ¢ pH
6,5; cao hon so v6i pH 5,3. Biéu nay c6 thé du doan duoc
pH tét nhat cho su tich liy GABA ciia dau nanh nay mam
trong diéu kién thiéu oxy c6 thé & gan khoang 6,5. Theo
nghién ctru cua Kurkdjian va Guern (1989) da chirng minh
pH trong té bao chat giam tir 0,4 dén 0,8 so véi pH moi
truong bén ngoai [10]. Vi vay gia tri pH thuc té trong té bao
chat cua hat dau nanh nay mam c6 thé thip hon 6,5 va cao
hon 5,3. Py la khoang pH tdt nhit cho su tich liy GABA
trong hat dau nanh nay mam.
Vay véi ba muc khao sat thi pH 6,5 1a pH tét nhit cho su
tich liiy ham luong GABA trong hat dau nanh nay mam.
3.4 Anh huong ctua pH nu6e ngdm 1én ham lugng GABA
trong hat dau nanh nay mam.
3.5 Két qua t6i vu héa ham lwong GABA trong hat dau
nanh nay mam
Tién hanh thuc hién trén 19 mo hinh duoc thiét ké theo
phuong phéap D-Optimal bang phan mém Designs-Expert
8.0.6, ham lugng GABA dugc toém tit trong Bang 1.

=
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Bing 1 Két qua ham lugng GABA thyc nghiém
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MH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19
X1 40 | 40 | 40 | 35 | 35 | 35 | 35 | 40 | 40 | 30 | 30 | 35 | 30 | 40 | 30 | 30 | 40 | 35 | 40
X2 65|73 73|73 |65|53|65|73|53|73|65|65|73|65]|53]65]|53]53]|65
X3 4 4 2 3 3 4 4 3 2 4 3 2 2 3 3 2 3 3 2
H 13, 12, 12, 16, 23, 12, 17, 13, 11, 13, 19, 20, 16, 13, 16, 18, 13, 19, 12,
429 | 023 | 100 | 797 | 467 | 406 | 168 | 217 | 612 | 479 | 489 | 675 | 452 | 702 | 384 | 492 | 421 | 258 | 903

MH: md hinh, X1: nhiét ¢ (°C); X2: pH;
Két qua ham luong GABA sau khi xir Ii bang phan mém
Designs- Expert 8.0.6.
M6 hinh todn hoc m6 ta méi quan hé gitta ham luong
GABA véi cac diéu kign nay mam nhu sau:
Y=1,52 +0,094X; + 0,15X,? - 0,081X, + 0,2X,°+ 0,012X,
+ 0,18X3% -0,058X; X, + 8,583E-003X;%X, — 0,031X, X, +
0,17X:°X,? + 0,054X, X5 + 0,012 X;2X3 — 0,019X;X5* +
0,13%X,2X5% (1)
Céc gié tri ¢anh gia md hinh (1)
e Gi4 tri Model F- value = 112,26 cho thay mé hinh (1) c6
¥ nghia, ti 1¢ xac suat do nhiéu 1a 0,02% (khong dang
ké)[11].
e Gi4 tri Prob>F bang 0,0002 (<0,05)[11] cho thiy cac yéu
t6 cua mod hinh (1) (nhiét do, pH, thoi gian) c6 anh huong
dang ké dén ham lugng GABA.
Hé s6 tuong quan giita ham lwong GABA thuc nghiém va
du doan R? = 0,9975 va Adj-R? = 0,9886 kha cao, cho thiy
mo hinh xay dung dwoc cd thé dy doan kha chinh xac ham
luong GABA (xem db thi Hinh 5). Gia tri Adeq Precision
(do ti 1& tin hiéu gay nhidu) = 35,979>4 cho thay m6 hinh
c6 y nghia[11].

240

Ham luong GABA du doan (mg/g)

T T T T T T I T

Ham lugng GABA thue nghiém (mg/g)
Hinh 5 So sanh ham lwgng GABA thyuc nghiém va du doan
tr mé hinh xay dung.
M®& hinh du doan ham lwgng GABA trong hat dau nanh nay
mam dudi 3 diéu kién x 3 mic do tuong tng 27 truong

.l
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X3: thoi gian (ngay); H: ham lugng GABA (ppm)

hop, trong d6 diéu kién nay mam cho ham lugng GABA
cao nhat trong hat dau nanh nay mam (tuong trng 23,6053
ppm) la (xem Hinh 6):
e Thai gian nay mam: 3 ngay
o Nhiét do: 35°C
¢ pH nudc ngdm: 6,5

R1

* 13479 12277
- [ J
2 ®
B+:73 T 16452 ‘ 719107
Prediction 2.36053
o s
@ T R 7V R S 1 S oY
* ® - C:X3
B-53 15387 118957 © C-2
A-:30 A+: 40

A X1
Hinh 6 D4 thi lap phuong biéu dién ham lugng GABA theo cac
yéu té (nhiét do, pH, thoi gian nay mam).
Trong d6: A = X1: nhiét do (°C), B = X2: pH, C = X3: thoi gian
nay mam (ngay)., R1: ham hrong GABA (ppm)

Kiém chirng thyuc nghigm:

Pau nanh duoc cho nay mam va chiét xuit GABA hai lan
trong cung diéu kién va qui trinh. Két qua do quang ham
luong GABA dugc so sénh véi gia tri du doan bai phan
mém Design Expert (Bang 2).

Bang 2 Két qua thuc nghiém va gié tri du don

Ham | Thwc nghiém Du
G :;‘A l(ran?']) Lainl | Lan2 | TB doan
PP 23,502 | 23,108 | 23,305 | 23,6053

Két qua phan tich phuong sai mot yéu té dbi véi dir liu
thuc nghiém cho thay: qui trinh c6 tinh lap lai (p>0,05) va
céc gia tri du doan boi phan mém Design Expert so Vi gia
tri thyc nghiém (trung binh) khac nhau khong ¢6 ¥ nghia (p
>0,05)

3.6 Khao sat diéu kién lugc dau

Hat dau nanh nay mam sau say 50°C trong 3 gio (dén do
4m <7%) c6 mui hing kho chiu va chua du dé diét vi sinh
vat. Do d6, chang t6i thyc hién qud trinh lugc dau & cac
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nhiét 6 70°C, 80°C va 90°C trong 15 phit roi siy dé cai
thién cac nhuoc diém trén. GABA 1a mot acid amin nén &
nhiét 6 cao cd thé bi phan hiry. Két qua cho thay & nhiét
do 70°C va 80°C ham lugng GABA khic nhau khong déng
ké, twong ing 21,2ppm va 20,8ppm. Trong khi d6, ham
lugng GABA chi con 10,3ppm tai nhiét d6 90°C.

Qua trinh ludc dau lam giam ham lugng GABA so vé6i dau
khong ludc. Tuy nhién, ¢& dam bao an toan vi sinh cho san
pham dé nghi lugc dau ¢ 80°C trong nudc néng 15 phut dé
bd sung vao qui trinh san xuét hat dau nanh nay mam giau
GABA (Hinh 7).

| Dau nanh thé |

Loai tap
v Ngam nude pH 6,5 trong 8 giér

| Pédu nanh sau ngdm |

Nay mam yém khi trong 3 ngay, nhiét d6 35 °C
¥
| Mim ddu nanh |

Ll_lcfyc dau o 1_1hiét ctc} 80 9C trong 15 phut
Say 50°C den d6 am <7%
¥

| Mam dau nanh thanh pham |

Hinh 7 Qui trinh san xuét hat dau nanh nay mam giau GABA

Qui trinh ché bién sira hat dau nanh nay mam dé nghi:

Sau khi lugc ddu mam & nhiét d¢6 80°C trong 15 phdt,
khong tién hanh siy dau ma diung dau vira luoc thém
nudc vira du, xay min, loc bo can. Phan sita tiép tuc dun
& nhiét d6 80°C thém 15 phat nita, thém duong (néu
can), dong chai.

4 Két luan va dé nghi

Céc yéu té pH nudc ngdm, nhiét do va thoi gian nay mam
c6 anh huéng quan trong dén su tich liy ham lugng GABA
& mam dau nanh.

Két qua trong nghién ctru cho thiy duéi diéu kién nay mam
yém khi, ham luwgng GABA thu duoc cao nhat Ia
23,467ppm. Két qua nay cao gap 9,46 lin so véi dau
nguyén lidu (2,480ppm) tai cac diéu kién twong tng: pH
6,5; nhiét do 35°C, va thoi gian nay mam 3 ngay. Nhiét do
thich hop dé c6 san phim dat d6 an toan vi sinh va ham
lugng GABA cao la luoc & 80°C.

Viéc &p dung phuong phép truyén théng vai su hd trg cua
phan mém théng minh trong qui trinh gitp giam chi phi,
cong stc va rt ngin thoi gian nghién ctu.

Dé nghi 4p dung qui trinh da tdi wu hoa vao qua trinh san
Xuit mam dau nanh giau GABA. Tiép tuc nghién cau chiét
tach GABA tinh khiét tir hat dau nanh nay mam dé ung
dung trong san xuit dwoc pham.
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Enriching gamma-aminobutyric acid (GABA) content in germinated soybean
Phan Thien Vy", Nguyen Thi Ngoc Dep

Faculty of Pharmacy, Nguyen Tat Thanh University
“ptvy@ntt.edu.vn

Abstract GABA has a hypoglycemic effect, lowering blood pressure, preventing depression and reducing anxiety.
Germinated soybean, which is using quite very popular in daily life, has a high concentration of GABA. This study was
conducted to build a simple GABA-enriching process, increasing products’ value.

In this study, we conducted surveys on some factors affecting GABA stimulation under hypoxia-anaerobic condition such as
pH of soaking water, temperature and germination time. Comtemporarily, we also performed optimization of germination
conditions based on above factors. GABA was measured photometrically. Data were processed by Design-Expert 8.0.6
software.

The results showed the optimal conditions for temperature being 35°C, time being 3 days and pH being 6.5. The highest
GABA content was 23.467 ppm; which was 9.46 times higher than in original soybeans with similar conditions.

Keywords Gamma-aminobutyric acid (GABA), hypoxia-anaerobic, pH, temperature, soybean, UV-VIS
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