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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap diéu ché ché pham chtra hop chat 4'- -galactosyl-
lactoza (4'-GL) c6 d¢ tinh khiét cao. Phuong phép ndy bao gdm cac budc: (A) tién hanh
sic ky cot trén than hoat tinh d6i véi galacto-oligosacarit chira hgp chat 4°-GL, va rira giai
timg budc bang nhiéu dung dich nuéc dung méi hitu co, trong d6 trong cac lan ria giai
lién nhau, cac dung dich nuéc dung méi hiru co duge st dung sao cho nong do dung moi
hitu co trong dung dich nudc dung moi hitu co cao hon nong dd dung méi hitu co trong
dung dich nudc dung méi hitu co cua lan rira giai ngay trude do; va (B) cho thém dung moi
hitu co vao phan doan cudi duogc rira giai trong bude (A), va két tinh 4'-GL.
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Linh vwc ky thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phap didu ché ché phdm chtra hop chét
4'-galactosyl-lactoza (4'-galactosyl-lactose: 4'-GL) c¢c6 do tinh khiét cao tir
galacto-oligosacarit chita hgp chét 4'-GL (Galp1-4Galp1-4Glc).

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Hop chit 4'-GL da duoc biét 1a thanh ph?m chinh cta galacto-oligosacarit, chét
nay c6 thé kich thich sy ting sinh cta vi khuén Bifido & rudt. Hop chit 4'-GL ciing

dugc st dung lam chi s6 phan tich ctia galacto-oligosacarit.

Viéc san xuit galacto-oligosacarit chira hop chit 4'-GL trong cong nghiép st
dung phéan ung trao ddi nhd B-galactosidaza bing cach st dung lactoza lam nguyén
liéu. Tuy nhién, 4o tinh khiét cua chinh galacto-oligosacarit thudng 1a thap khi budc

tinh ché va budc twong tu khong duge thyc hién.

D& cai thién do tinh khiét bing céch tinh ché oligosacarit, tai liéu sang ché 1 boc
10 phuong phép tinh ché glucosamino oligosacarit trong d6 polyme dugc didu ché bing
cach dua nhém carboxylmetyl vao polyme c¢6 nhém hydroxyl dugc dung lam b loc
sdc ky. Tuy nhién, tai liéu nay khong thong bao ring phuong phép nay dugc dung dé
cai thién d0 tinh khiét cta cac thanh phﬁn cua galacto-oligosacarit, cu thé 1a 4'-GL,
béng cach tinh ché galacto-oligosacarit. Ngay cé cic ché phdm c6 trén thi truong hién

nay duéi dang chét chudn cta 4'-GL ciing khong c6 du do tinh khiét.

Tai liéu sang ché 2 boc 16 quy trinh tao ra galactosacarit, ddc biét 1a hop chét
4°-GL va tetrasacarit. Hop chit 4’-GL dugc tach bing cach st dung cdt chira hdn hop
ctia than hoat tinh va xelit theo ty 1& 1:1 va dung mdi rira giai 1a etanol 10%. Tai liéu
sang ché 3 mb ta phwong phap tinh ché trisacarit bing cach sic ky cot trén than hoat
tinh. Tai lidu sdng ché 4 d& cap dén chét thay thé chét béo polyeste axit béo alkyl
glycosit. Trong vi du III, phuong phép tach hop chat 4’-GL bang cach sic ky cot trén
than hoat tinh va két tinh dugc dé cap. Tai lidu sang ché 5 dé cap dén phuong phap san

xudt galactosacarit véi galactosidaza tir vi sinh vat nhu Sporobolomyces va
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Saccharomyces.
Tai lidu sang ché 1: JP-B-6-55766
Tai liéu séng ché 2: JP S60 251896A
Tai lidu sang ché 3: JP 2 904687 B2
Tai lidu sang ché 4: WO 90/13555 Al
Tai liéu sang ché 5: JP 2003/325166 A
Bin chit ky thuit clia sing ché

Mot muc dich cta sang ché 1a dé xuit phuong phap thuén tién va khong dt tién
d& didu ché ché phim chtra hop chat 4’-GL c6 do tinh khiét cao va ¢4 thé dung lam
chit chuin tham chiéu cho nhidu phép phan tich.

Céc tac gia sang ché di tién hanh nhiéu nghién ctru mé rong dé giai quyét cac
vAn d& néu trén va da phat hién dugc rang c6 thé thu duoc ché phim chira hop chit
4°-GL c6 do tinh khiét cao bing cich két hop budce rira giai ting bude sir dung dung

mdi hitu co v6i bude két tinh. Sang ché dugc hoan thanh dya trén su phét hién nay.

Cu thé, sang ché dé xuét phuong phap didu ché ché pham chira hop chét 4’-GL

¢6 d6 tinh khiét cao, phwong phdp nay bao gdm cac bude:

(A) tién hanh sic ky cot trén than hoat tinh dbi vé6i galacto-oligosacarit chtra hop
chit 4°-GL, va rlra giéi tirng budc bang nhiéu dung dich nude dung moéi hiru co, trong
d6 trong cac 14n rtra gidi lién nhau, c4c dung dich nuéc dung moi hitu co duge sir dung
sao cho ndng d6 dung moi hitu co trong dung dich nuéc dung mdi hitu co cao hon
ndng d6 dung moéi hitu co trong dung dich nuéc dung mdi hiru co cua 14n rira giai ngay

trude do; va

(B) cho thém dung méi hitu co vao phin doan cudi dugc rira giai trong bude (A),
va két tinh 4'-GL.

Sang ché con dé xuét ché phim chtra hop chit 4°-GL ¢6 d tinh khiét cao thu

dugc biang cach sir dung phuong phap didu ché néu trén.
Hiéu qua dat dugc cua sang ché
Phuong phap diéu ché ché pham chtra hop chit 4°-GL ¢6 d6 tinh khiét cao theo

sang ché 1a phuong phap trong do bude rira giai ting budc bang cach st dung dung
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mdi hitu co dugc két hop véi bude két tinh, nhd d6 co thé didu ché dugce ché phim
chira hop chit 4’-GL véi do tinh khiét cao tir galacto-oligosacarit chira hop chét 4’-GL

theo céch thuan tién va khong dt tién.

Ché phim chira hop chét 4°-GL c¢6 do tinh khiét cao thu dugc bing cach st dung
phuong phép didu ché ché phim chira hop chét 4°-GL c6 do tinh khiét cao theo sing
ché c6 thé duge dung 1am chit chuin tham chiéu cho nhiéu phép phan tich khac nhau.
Mo ta chi tiét sang ché

Budc (A) trong phuong phap didu ché ché phim chira hop chét 4°-GL ¢6 d6 tinh
khiét cao ctia sang ché (sau ddy dugc goi 1a "phuong phap didu ché cua sang ché") 1a
budc trong d6 galacto-oligosacarit chira hop chét 4’-GL duogc séc ky cot trén than hoat
tinh, va trong d6 viéc ria giai timg budc dugce thyc hién v6i nhidu dung dich nuédc
dung mdi hitu co, trong d6 trong cac 14n rtra giai lién nhau, cac dung dich nudc dung
moi hitu co dugc st dung sao cho ndng d6 dung moéi hitu co trong cac dung dich nude
dung moi hitu co cao hon ndng d6 dung moi hitu co trong dung dich nude dung moi
hitu co cia lan rira giai ngay trude do.

Khéng c6 gidi han cu thé vé galacto-oligosacarit chtra hop chit 4°-GL, mién 1a
chit nay 1a galacto-oligosacarit chtra hop chit 4°-GL. Vi du v& cac hop chit
galacto-oligosacarit nay bao gdm galacto-oligosacarit dugc tao ra bing cach st dung

phén Ung trao dbi nho B-galactosidaza.

Cu thé, dé san xuit galacto-oligosacarit chira hop chit 4’-GL bang c4ch sit dung
phdn Ung trao d6i nhd B-galactosidaza, lactoza cé th dugc hoat hoa bing
B-galactosidaza, hodc bing cic vi sinh vat san sinh B-galactosidaza. Tét hon, néu
lactoza c6 thé duoc hoat hoa bing hdn hop cia B-galactosidaza va vi sinh vét st dung

duong dé 1am ting ty 1€ trisacarit trong galacto-oligosacarit.

Vi du vé céc vi sinh vit san sinh B-galactosidaza bao gém céac vi sinh vt thudc
gidng Kluyveromyces nhu Kluyveromyces lactis, va céac vi sinh vat thudc gidng
Sporobolomyces nhu  Sporobolomyces singularis. Céc Vi du khéc bao gdm
Streptococcus — thermophilus, — Lactobacillus — bulgaricus,  Streptococcus lactis,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus leichmannii, Lactobacillus helveticus, Bacillus

brevis, Bacillus stearothermophilus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve,
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Bifidobacterium longum, va Bifidobacterium adolescentis. Cac vi sinh vat dugc uu tién
1a vi sinh vat thudc gidng Sporobolomyces, dugc uwu ti€n hon nita 1a Sporobolomyces
singularis, d3c biét dugc uu tién la Sporobolomyces singularis ISK-##2B6 nhu d3 dugc
thong béo trudc day boi tic gid cia don sang ché nay. Chung Sporobolomyces
singularis ISK-##2B6 da duoc luu trit bdi téc gia sing ché v&i ma sb 13 FERM
P-18817 tai Vién khoa hoc va cong nghé cong nghiép tién tién quc gia, Trung tam luu
trit vi sinh vat sang ché quéc té (Tsukuba Center, Chuou Dairoku, 1-1-1, Higashi,
Tsukuba-shi, Ibaraki, 305-8566) tir ngay 10 thang 4 ndm 2002 (Luu y, t ngay 01 thang
4 nam 2013, Trung tdm luu trit vi sinh vét sang ché quéc té dugce dbi tén thanh Trung
tam lwu trit vi sinh vét sang ché qudc té, Vién cong nghé va danh gia qubc gia, va
chuyén dén dia chi 120, 5-8, 2-chome, Kazusa-Kamatari, Kisarazu, Chiba, 292-0818.)
Tét hon, néu ching Sporobolomyces singularis ] CM5356, ching gbc cua
Sporobolomyces singularis ISK-##2B6, cling c6 thé dugc str dung 1am Sporobolomyces
singularis. Chung nady c6 sin mifn phi tr cong ty Riken BRC (3-1-1, Koyadai,
Tsukuba, Ibaraki, Japan, 305-0074). Cac vi sinh vét nay co thé dugc st dung mot minh

hoc két hop v6i hai hogc nhiéu loai vi sinh vat.

Vi du vé céc vi sinh vat st dung dudng bao gdm Saccharomyces cerevisiae va
Saccharomyces unisporus, ndm men banh mi thong thuong c6 ban trén thi truong. Cac
vi sinh vat nay co thé duogc stir dung mdt minh hodc két hop véi hai hodc nhiéu loai vi
sinh vat. Khong c6 gidi han cu thd vé cac dudng duge st dung boi céc vi sinh vat st
dung duong. Tuy nhién, t5t hon néu vi sinh vat ndy 1a vi sinh vt sir dung glucoza dé
lam ting ty 1€ trisacarit trong galacto-oligosacarit.

Khoéng c6 gidi han vé diéu kién cy thé dé san xuft galacto-oligosacarit chtra hop
chit 4’-GL br?mg cach st dung céc vi sinh vat néu trén day. Vi dy, vi sinh vat san sinh
B-galactosidaza, va tly y, vi sinh vat sir dung duong duge cho vao dung dich chura
lactoza trong nuéc di dun néng (¢ nhi¢t do khoang 40°C), va hdn hgp ndy dugc nudi
chy trong khoang 1 ngay trong khi khudy. Khong c6 gidi han cu thé v& luong vi sinh
vét san sinh B-galactosidaza dwgc thém vao. Vi du, vi sinh vat nay co thé duogc thém
vao dé lam cho hoat tinh ciia B-galactosidaza nam trong khoéang tir 100 dén 600 U/kg
lactoza. Cling khong c6 gidi han cy thé v& luong vi sinh vat sit dung duong duge thém

vao. Vi du, vi sinh vét ndy c6 thé dugc thém vao voi lugng ndm trong khoang tu
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0,0001 dén 10% khéi lugng (tir 1 x 107 dén 1 x 10" don vi tao khuén lac (cfu)) tinh
theo bot vi sinh vat kho/kg lactoza. Hoat tinh ciia B-galactosidaza dugc xac dinh theo
cach dugc mod ta trong cac vi du san xuit dudi ddy. Phan (ng tao ra
galacto-oligosacarit cO thé duoc lam ngimg bang cach, vi dy, dun néng hdn hop phan
tng dén nhiét o khoang 85°C, va duy tri nhiét do nay trong khoang 10 phut. Tét hon,

néu cac té bao duoc loai bd bing cach ly tim hodc loc sau khi phan ng.

Phuong phap sic ky cot trén than hoat tinh c6 thé dugc thuc hién bang cach nap
galacto-oligosacarit chira hop chit 4’-GL vao cot dd dugc nap than hoat tinh, va tién

hanh rira giai tng budc bing cach st dung dung dich nuéc dung méi hitu co.

Khéng c6 gidi han cu thé v& loai than hoat tinh dugc nap vao cft va than hoat
tinh c6 thé & dang, vi du, bot hodc hat hodc ¢ dang dugc tan nho. Cling khéng cé gidi
han cu thé vé phuong phép nap than hoat tinh vao cot. Vi duy, than hoat tinh c¢6 thé
dugc cho vao nude va nap vao cot & dang huyén phu dic va dugc dé yén trong cot nay.
Khong c6 gidi han cu thé v& lugng than hoat tinh dugc nap vao cdt, vi dy, lugng nay co
thé dugc nap dén 1/3 dén 1/4 thé tich cot. Khong c6 gidi han cu thé v& vt lidu 1am cot,
vi du, vat liéu nay c6 thé 1a thiry tinh hogc chit déo. Khong c6 gidi han cu thé vé duong
kinh va chidu cao clia cot va cdt ndy c6 thé c6 dudng kinh, vi du, ndm trong khoang tlr
2 d¢én 15cm, va chidu cao nim trong khoang, vi dy, tir 30 dén 100cm.

Viéc rira giai trng budce béng céach sir dung dung mdi hitu co duge thye hién sao
cho trong céc lan rira giai lién nhau, ndng dd dung mdi hitu co trong dung dich nudc
dung mdi hitu co cao hon ndng d6 dung madi hitu co trong dung dich nudc dung moi
hitu co cda 1An rira gidi ngay trude d6. Cu thé, qua trinh rira giai bét dau vei vige rira
cOt than hoat tinh b%mg nuée. Sau do, cho dung dich nudc dung moi hitu co di qua cot
nay, tiép d6 cho dung dich nuéc dung moéi hiru co khac ¢6 ndng d6 dung moi hitu co
cao hon néng dd dung mdi hitu co cla 14n rira giai trudc do di qua cot ndy. Thudt ngit
"rira giai ting budc” dé chi qua trinh trong d6 dung dich nwéc dung moéi hitu co co
ndng do khac nhau duge cho di qua cdt than hoat tinh it nhét hai 13n. Tt hon, néu dung
dich nuéc dung méi hitu co duge cho di qua hai 1an. Khong c6 gidi han cu thé vé lugng
dung dich nuéc dung moéi hitu co duge dung dé rura giai (cho di qua) mot 14n, vi dy,
lvgng nude gép tir 2 dén 6 1an thé tich cua than hoat tinh dugc st dung. Ciing khong c6

gidi han cu thé vé téc @6 rira giai ting bude, vi du, tdc do sao cho luong dung dich chét
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rira giai di chuyén véi tdc do tir 2 dén 6 cm/phit.

Dung méi hitu co dugc st dung trong bude (A) la metanol. Tét hon, néu nong
d6 dung moi hitu co nam trong khoang tir 5 dén 40% khdi luong (sau day duge goi don

gian 1a "%"), ddc biét t6t hon 13 ndm trong khoang tir 10 dén 30%.

Trude tién, viéc rira gidi ting budce bing cach st dung dung dich nuéc dung mdi
hitu co duge thuc hién véi dung dich nude dung mdi hitu co ¢b ndng do dung mdi hitu
co nim trong khoéng tr 10 dén 20%, va sau d6 thuc hién véi dung dich nuéc dung moi
hitu co ¢6 ndng d6 dung moi hitu co nidm trong khoang tir 15 dén 30%, tot hon néu
trude tién thue hién véi dung dich nude dung moi hitu co ¢6 ndng do dung méi hiru co
nam trong khoang tr 15 dén 20%, va sau d6 thuc hién v6i dung dich nuéc dung moi

hitu co ¢6 ndng d6 dung mdi hitu co nam trong khoang tir 20 dén 30%.

Trong khi rira gidi, qué trinh c¢b va pha lodng nhu bang cach loc, ly tdm hodc
giam ap suit c6 thé dugc thuc hién. Phan doan cudi dugc rira giai trong bude (A) co
thé dugc st dung ngay hodc tdt hon 13 duge st dung sau khi 1am kho thanh phan chét

ran bang cach cd.

Trisacarit ¢ mit trong galacto-oligosacarit dugc rira giai ddc hiéu sau budc (A)
d3 mo ta trén ddy. Ty 1¢ trisacarit trong galacto-oligosacarit c6 thé duge xac dinh bing

cach st dung phuong phap duge mo t trong céc vi du san xuét dudi day.

Budc (B) ctia phuong phéap didu ché theo sang ché 1 budc cho thém dung moi

hitu co vao phan doan cudi duge rira giai trong budce (A), va két tinh 4'-GL.

Khéng c6 gidi han cu thé v& dung moi hitu co dugce st dung trong budce (B), va
t5t hon néu 13 dung mdi hitu co trn 1An duge v6i nude. Tht hon, néu dung méi hitu co
tron 14n duogc voi nude 12 it nhit mot dung moi dugc chon tir metanol, axeton va etanol,
va diac biét tot hon néu 12 metanol. Khong ¢6 giéi han cy thé v& luong dung mdi hitu co
duoc thém vao, vi du, lvong nude gép tir 10 dén 30 14n (theo thé tich) trong phan doan
duoc dung dé két tinh. Khong c6 gidi han cu thé v& ndng do dung moi hitu co can dugc
thém vao, va tét hon néu ndng do nay bang khoang 100%.

Viéc két tinh 4'-GL dugc thuc hién, vi du, b%lng cach cho thém dung moi hitu co
vao phéan doan cudi dugce rira gidi trong budce (A), va dé yén dung dich nay. Dé két tinh,

song siéu am c6 thé duge sur dung lam vi dy dé d& két tia cac tinh thé trudce khi d€ yén
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dung dich nay.

Trong budc (B) dd md ta trén ddy, chi trisacarit két tinh va cac dudong khac (ké
c4 monosacarit, disacarit va tetrasacarit) khong két tinh. C4c chit ddng phan nhu 4'-GL
va Galpl-4GalB1-3Glc c6 mat trong duong trisacarit trong galacto-oligosacarit, va
4'-GL dugc két tinh véi ty 1& cao hon so véi cdc chit ddng phan trisacarit khéc trong
bude (B). Didu nay 1am ting ty 18 (d tinh khiét) cta 4'-GL trong céc chit ddng phan
trisacarit. Ty 1€ 4'-GL trong cac chit ddng phén trisacarit ¢ thé dugc x4c dinh bing

phuong phip duge md ta trong cac vi dy dudi day.

Sau budc (B), ché phim chira hop chit 4°-GL két tinh c6 d9 tinh khiét cao c6
thé dugc xir ly thém, bao gbm rira bang chinh dung mai hitu co da dung dé két tinh, va
lam kho.

Ché phim thu duoc bang cach st dung phuong phép didu ché theo sang ché 14
ché phém chtra hgp chét 4’-GL v6i do tinh khiét cao, cu thé 14 bing 90% hodc cao hon,
t5t hon 12 bing 94% hodc cao hon, t&t hon nita 12 bang 95% hodc cao hon, tinh theo
ham luong 4'-GL trong cac chit ddng phan trisacarit c6 mit trong ché phdm nay. Ché
phadm chira hop chét 4’-GL c6 do tinh khiét cao thu dugc bang cach st dung phuong
phéap didu ché theo séng ché c6 ham lugng chét rén bing 95% hodc cao hon, va cic
duong khong phai chit dong phan trisacarit (bao gdm monosacarit, disacarit va
tetrasacarit) khong két tinh trong budc két tinh. Do céc chit ddng phan trisacarit nay
chiém toan bo ham lugng chét rin ctia ché phim, ham lugng 4'-GL trong ché pham c6
thé dugce xac dinh theo két qua clia "ham luong chét rén cta ché phim va ty 1¢ 4-GL
trong cac chit ddng phan trisacarit". Ché phdm nay chtra hop chit 4’-GL véi lugng
bang 88% hodc cao hon, va tét hon 13 bang 90% hodc cao hon, t6t hon nira 1 bing

92% hodc cao hon, t6t hon nita 12 bing 95% hodc cao hon.

Ché phim chira hop chét 4°-GL c6 d tinh khiét cao thu duge theo cich d3 md
ta trén day co thé duoc sir dung, vi dy, 1am chit chuén tham chiéu cho nhidu phép phén
tich khac nhau, hodc 1am nguyén liéu cla cac san phdm nhu thyc phim va d6 udng,
thude.

Vi du thye hién sang ché

Sang ché s& duge mo ta chi tict hon dudi day dua vao céc vi du va vi du san

xuét. Tuy nhién, cac vi du nay khong lam gidi han pham vi ctia sdng che.
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Vi du san xudt 1
Tao ra dung dich duong

Hoa tan 2kg lactoza trong 2,7kg nude néng ¢ nhiét do 80°C. Lam ngudi hdn hop
nay dén nhiét do 40°C va duy tri hdn hop & nhiét do nay trong bé diéu nhiét. Cho thém
157g dung dich té bao ctia chiing Sporobolomyces singularis YIT10047 (ISK-##2B6;
FERM P-18817; hoat tinh pB-galactosidaza: 4000 U/kg), va 63g Saccharomyces
cerevisiae (san phdm ciia cong ty Oriental Yeast Co., Ltd.: ndm men théng thuong; 6,3
x 10" cfu) vao hdn hop nay. Hdn hop cac chit nay duge cho phan tmg v6i nhau trong
22 git ¢ nhiét 40 dugce duy tri bang 40°C trong khi khudy. Phan ting dugc lam nging
sau khi ting nhiét d6 dén 85°C va duy tri & nhiét do nay trong 10 phit. Sau phan Gng,
hén hop phan tng dugc ly tdm (12000 x g, 30 phut), va cac té bao dung cho phén tmg
duge loai bé dé thu dugc dung dich dudng. Dung dich dudng (san phim) duoc phan
tich bang phuong phap sic ky HPLC loai trir theo kich thudc trong céc didu kién duéi
day va tién hanh phén tich thanh phan dua trén chidu dai mach dudng bing cach su

dung ty 1€ % dién tich. Cac két qua dugc thé hién trong Bang 1.

X4c dinh hoat tinh cta p-galactosidaza trong dung dich t¢ bao cia ching

Sporobolomyces singularis

Hoat tinh cua p-galactosidaza (U) cua dung dich t6 bao chira chiing
Sporobolomyces singularis YIT10047 (ISK-##2B6; FERM P-18817) dugc xac dinh
bang cach st dung phuong phéap gidng nhu phuong phép duge md ta trong cong b
don qubc té s6 W02012/141244.

Céc diéu kién HPLC

Thiét bi: Shimadzu Prominence UFLC

Cot: SUGAR KS-802 (8,00 x 300mm; Showa Denko)
Nhiét do cot: 80°C

Luogng bom: 10ul

Pha dong: nudc tinh khiét

Thoi gian phan tich: 30 phut
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Téc dd dong: 0,5ml/phut

Phat hién: chi so khtc xa vi sai

Béng 1
San phim Oligomate 55N
Tetrasacarit va tetrasacarit cao hon 7,0% 7,1%
Trisacarit 65,6% 34,4%
Disacarit | 26,7% 27,5%
Monosacarit 0,7% 31%

*1: Galacto-oligosacarit, san phdm cta cbéng ty Yakult Pharmaceutical
Industry Co., Ltd, dugc san xudt tir lactoza dugc hoat héa bang dung dich té
bao cua Sporobolomyces singularis va p-galactosidaza thu dugc tr

Kluyveromyces lactis.

Tir cac két qua nay, da phat hién duoc ring ham luong trisacarit ting 1én khi
ching Sporobolomyces singularis va Saccharomyces cerevisiae st dung dudng dugc
st dung két hop, so v6i san pham galacto-oligosacarit ¢ ban trén thi truong thu dugc
tr phan Ung cia Sporobolomyces singularis v6i [-galactosidaza thu dugc tu
Kluyveromyces lactis.

Vidul
Dénh gia céc diéu kién rira giai (1)

C6 dung dich duong thu dugc trong vi du san xuét 1 bing thiét bi 1am bay hoi
dé thu dugc dung dich dudng ¢ dic ¢6 do Brix bing 72,3. Pha lodng 1,3g dung dich
dudng cd dic ndy bing nudc dé tao ra 25ml dung dich dudng lodng. Sau d6, nap dung
dich dudng lodng nay vao cot sic ky hé (dudong kinh cot: 2cm, chidu cao: 30cm) da
nap 25ml than hoat tinh (than hoat tinh ding dé sic ky, san phim ctia céng ty Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.) bang cach sir dung phuong phép thong thudong. Rira cot
da nap dung dich duong loding bing nuéce tinh khiét, va rira giai duong nay bing cach
rira giai mot 1an hodc rira giai timg budc nhu dwge thé hién trong Bang 2 duéi day.

Dung méi duge sit dung véi lwong 100ml trong mdi 14n rira giai. Thoi gian ctia mdi 1an
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rira va rira giai 1a khoang 10 phut. Viéc rira va rira gidi dugc thyc hién véi toc do sao
cho muc chit long ciia nuée tinh khi€t va dung dich rira gidi gidm voi tdc @0 5

cm/phut.

Dung dich rira giai thu dugc sau khi rira giai 14n tha nhit dbi véi trudng hop rira
giai mot 1an, va dung dich rira giai thu dugc sau khi rira giai 14n thir hai d6i véi tru&ng
hop rira gidi ting budce trong bang 2 dwgc thu gom, va cd bing thiét bi lam bay hoi
duéi ap suét giam. Dung dich rtra gii tao thanh dugc didu chinh dén néng 30 thich hop
va cho di qua bd loc ¢ 0,45pum. Phén tich phan nudce loc bang phuong phap HPLC
loai trir theo kich thude trong cung cac diéu kién dugc st dung trong vi du san xuét 1,
va tién hanh phén tich thanh phan dua trén chiéu dai mach dudng dbi voi mi dung
dich rtra giai bang cach st dung ty 1& % dién tich. Sau do, xac dinh ty 1€ trisacarit trong
tht ca cac duong tir két qua phan tich thanh phén dua trén chidu dai mach dudng. Céc

két qua duoc thé hién trong bang 2.

Béang 2

Re Rira giai 1an thtt | Rura giai lan the | Ty 1€ trisacarit trong
ua . .
nhat hai tat ca cac duong

Rira giai mot | Nudc tinh Dung dich

. , khong 70,59%
lan khiét metanol 20%
Rtra giai Nudc tinh Dung dich Dung dich
. 95,72%
tung bude 1 khiét metanol 15% metanol 20%

Nhu ¢6 thé quan sat dugc tir cac két qua nay, viéc rira giai ting budc rira giai
dic hiéu trisacarit.
Vidu?2
Danh gid c4c diéu kién rira giai (2)

Rira giai duong theo cach gidng nhu trong qua trinh rira giai ttng budce 1 cua vi
du 1, chi khéc la ndng d6 dung dich nudc metanol thay dbi nhu dugc thé hién trong
bang 3. Ty 1€ trisacarit trong tAt ca cac duong cling dugce xac dinh theo céch gidng nhu

cach trong vi du 1. Céc két qua duogc thé hién trong bang 3.
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Bang 3
Ri Rira giai 1an thtr | Rira giai 1an thr | TY 18 trisacarit trong
i ¢} , .
nhat hai tat ca cdc duong
Rira giai Nudc tinh Dung dich Dung dich
v 83,07%
ting budc 2 khiét metanol 5% metanol 10%
Rura giai Nudgec tinh Dung dich Dung dich
., 94,06%
ting bude 3 khiét metanol 10% metanol 15%
Rura gidi Nudc tinh Dung dich Dung dich :
& 95,72%
ting bude 1 khiét metanol 15% metanol 20%
Rira giai Nudc tinh Dung dich Dung dich
y 95,47%
ting budc 4 khict metanol 20% metanol 30%
Rura gidi Nudc tinh Dung dich Dung dich
. 86,24%
tung budce 5 khiet metanol 25% metanol 40%

T cac két qua nay, da phat hién dugc ring ty 18 trisacarit trong dung dich rira
giai sau khi rira giai 1dn tht hai bang 80% hoic cao hon khi dung dich nuéc metanol
dung dé rira giai 14n thir nhét c6 ndng do metanol nim trong khoang tir 5 dén 25%, va
dung dich nuéc metanol ding d& rira giai 1dn thir hai ¢6 néng d6 metanol nim trong
khoang tir 10 dén 40%. Cu thé, da phat hién dugc ring ty 1& trisacarit trong dung dich
rira giai sau khi rira giai lan thir hai bing 90% hoic cao hon khi dung dich nuéc
metanol dung d8 rira giai 1dn tht nhét c6 ndng d6 metanol nim trong khoang tir 10 dén
20%, va dung dich nudc metanol dung dé rira giai 1an thir hai c6 ndng d6 metanol nim
trong khoang tir 15 dén 30%, Ciing di phat hién dugc ring ty 1é trisacarit trong dung
dich rira giai sau khi rira giai 1an thit hai cao hon nita, bang 95% hoic cao hon, khi
dung dich nudc metanol ding dé rira giai 1an thi nhit c6 ndng d6 metanol nim trong
khoang tir 15 dén 20%, va dung dich nuéc metanol dung dé rira giai 1an thir hai ¢

ndng do metanol nim trong khoang tir 20 dén 30%.
Vidu3

Dénh gia cac diéu kién két tinh (1)
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C6 dung dich duong dugc tao ra theo cach gidng nhu trong vi du sén xuét 1
bang thiét bi 1am bay hoi duéi ap sudt giam dé thu dugc dung dich dudng cd co do
Brix bang 72,3. Pha lodng 22,1g dung dich duong co bing nude tinh khiét dé thu dugc
400ml dung dich duong lodng. Sau d6, nap dung dich dudong lodng nay vao cot sdc ky
h¢ (duong kinh cdt: 6cm, chidu cao: 40cm) dd dugc nap 400ml than hoat tinh (than
hoat tinh dung dé sic ky, san pham cua cong ty Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
bing cach sir dung phuong phép binh thuong. Rira cft dd nap dung dich duong lodng
bing nuéc tinh khiét, va ra giai dudng theo cach tuong ty nhu trong budc rira giai
tung bude 1 cua vi du 1, bing cach st dung 14n lugt dung dich nuéc metanol 15%, va
dung dich nuéc metanol 20%. Dung mdi duge st dung véi lugng 1600ml trong mdi
budc rira giai. Co dung dich rira giai thu dugc sau khi rira giai béng thiét bi 1am bay hoi
dué6i ap suét giam va lam kho trong binh 1am kho dudi ép sudt giam dé thu duoc 2,3g

chit ¢6 (ham lugng chét rin bing 2,3g).

Hoa tan chét co trong 2,5ml nudc tinh khiét. Sau d6, cho 50ml metanol vao
dung dich theo tirng phén nho trong khi khudy hdn hop cho dén khi ndng d6 metanol
cudi dat 95,2% (theo thé tich). Sau do, cho hdn hop vao song siéu dm dé thuc déy su
két tinh va dé yén hdn hop qua dém & nhiét do trong phong. Céc tinh thé tao thanh
duoc loc bing phéu c6 trang bi bd loc va rira cic tinh thé bang metanol, va lam kho
trong binh lam kho. Pé khing dinh su thay dbi ndng dod cuia 4'-GL trong cac chét dong
phén trisacarit sau khi két tinh, cdc chit ddng phan trisacarit chra 4’-GL duogc dinh
lwgng bang cach st dung phuong phap dudi day, va ty 1& 4'-GL trong cac chét dong
phan trisacarit dugc xac dinh. Ty 1€ cac chit ddng phan trisacarit khong phai 4'-GL
ciing dugc xac dinh. Ty 1€ 4'-GL trong cac chét ddng phan trisacarit ctia chét c6 va ty 1&
céc chit ddng phan trisacarit khong phai 4'-GL cling dugc xéc dinh trude khi két tinh
theo cach twong tu. Céc két qua dugc thé hién trong bang 4.

Phuong phép dinh luong 4'-GL

Cho khoang 5mg mau vao dng thtr nghiém c6 ren va cd bang thiét bi 1am bay
hoi dudi ap suat giam. Sau khi ¢, lam kho mau trong binh lam khé duéi ép sult giam.
Sau d6, cho thém 200p! dung dich axit axetic chira khoang 50 duong lugng hop chét
2-aminopyridin vao mau rin, va hdn hop nay dugc cho phan Gmg nhiét & nhigt 4o 90°C

trong 1 gio. Sau do, cho thém 250pl chét phan tng boran-dimetylamin didu ché dugc

-13-



26765

v6indng d6 195 mg/ml (axit axetic) vao hdn hop phéan (mg va dudong duge khit & nhiét
do 80°C trong 50 phut dé thu dugc dan xuét pyridylamin héa. Din xuft pyridylamin
hoa duge chuyén vao dng Falcon c6 dung tich 50ml va dugc pha lodng dén khoang
25ml bang nuée tinh khiét. Sau do6, cho thém dung dich nudc natri hydroxit 1M vao
dung dich logng nay dé lam cho do pH c6 tinh axit yéu tré thanh d6 pH trung tinh. Tiép
d6, thAm tach dung dich niy bang cach st dung thiét bi MicroAcilyzer S1 (san phdm
ciia Asahi Kasei). Qu4 trinh thAm tach dwgc thuc hién v6i mang thdm tach AC-120-10
(san phdm ciia Astom), va dung dich nugc natri nitrat 0,5% dugc ding lam dung dich
dién cuc. Piém cudi duge dit & 0A. Co chét 16ng Xt ly bang thiét bi 1am bay hoi dudi
ap suét giam va lam kho bang binh lam khd duéi 4p sudt giam. Hoa tan mau trong
nuée tinh khiét, va phan nude loc qua bo loc ¢& 0,45um duge phan tich bing phuwong
phap HPLC. Do quan sat dugc phan cin 14 chit phan tng pyridylamin hoa, ty 18 4'-GL
trong cac chit ddng phan trisacarit dugc xac dinh tir ty 1€ % di¢n tich dinh phat hién
dugc sau khi bit dau phan tich 22 phut. Ty 1& cac chét ddng phén trisacarit khac khong
phai 4'-GL ciing dugc xac dinh. Pinh ciia 4'-GL xuét hién sau khi bat ddu phan tich
26,8 phit trong khi dinh cia Galp1-4Galp1-3Glc xuit hién sau khi bét dau phan tich
41,2 phut.

Céc diéu kién HPLC
Thiét bi: Shimadzu Prominence UFLC

Cot: PEGASIL ODS SP300 (¢ 4,6mm x 250mm; san phdm ctia cong ty Senshu
Scientific Co., Ltd.)

Nhiét d cot: 25°C

Luong bom: 10ul

Pha ddng: dung dich dém natri xitrat 0,2M (d0 pH = 5,7)
Thoi gian phén tich: 70 phut

Téc d6 dong: 0,5ml/phut

Phat hién: UV (310nm)

Béang 4
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Céc chit ddng phan ciia trisacarit | Trudc khi két tinh | Sau khi két tinh

Galp1-4Galp1-4Glec (4'-GL) 90,0% 95,8%
Galp1-4GalB1-3Gle 6,8% 1,7%
Chét khac 3,2% 2,5%

Tir cac két qua nay, da phat hién dugc rang do tinh khiét cla 4'-GL trong céc
chit dong phﬁh trisacarit c6 thé dugc cai thién sau khi két tinh bing metanol. Céc tinh
thé cua san phdm c6 ham lugng chét rén it nhit 95% va cac dudong khong phai chét
ddéng phén trisacarit khong két tinh trong budc két tinh. Do cac chit ddng phan
trisacarit chiém tit c4 ham luong chét rén cla tinh thé, ty 1¢ 4'-GL trong ché phim bing

91% hoic cao hon (= 95% x 95,8%).
Viduy 4
Danh gia cac didu kién két tinh (2)

Co6 dung dich duong dugc tao ra theo cich gidng nhu trong vi du san xuit 1
bang thiét bi 1am bay hoi dudi ap sudt giam dé thu dugc dung dich duong c¢d ¢6 do
Brix bang 72,3. Pha loang 120g dung dich dudng c6 bang nude tinh khiét dé thu duogc
2000ml dung dich duong lodng. Sau d6, nap dung dich dudng lodng nay vao cot sc ky
hé (duong kinh cot: 9em, chiéu cao: 80cm) d3 duoc nap 2000ml than hoat tinh (than
hoat tinh dung dé sic ky, san pham ctia cdng ty Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
bing cach st dung phuong phap thong thuong. Rira cdt da nap dung dich duong lodng
bang nude tinh khiét va rira giai dudong nay theo cach giéng nhu trong budc rira giai
ting bude 1 cta vi du 1, bang cach st dung 14n luot dung dich nuéc metanol 15%, va
dung dich nuéc metanol 20%. Dung mdi duge st dung véi luong 8000ml trong mdi
14n rira gidi. Co dung dich rira giai thu dugc sau khi rira giai bang thiét bi 1am bay hoi
dudi 4p suét giam va lam kho trong binh 1am kho dudi ap sudt giam dé thu dugc 12,5g

chét ¢6 (ham lugng chét rin bang 12,5g).

Hoa tan chit cd trong 12,5ml nudc tinh khiét va chia thanh cic phin 2,5ml. Sau
d6, cho thém tung phén nho 50ml dung moi 1a axeton hodc etanol tron 14n dugc voi

nuée vao dung dich chit ¢ cho dén khi ndng @6 cudi dat 95,2% (theo thé tich). Sau
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d6, cho hdn hop nay vao séng siéu am dé thic ddy sy tao ra tinh thé va dé yén hdn hop
ndy qua dém & nhiét do trong phong. Céc tinh thé tao thanh dwoc loc bang phéu c6
trang bi bd loc, va rira céc tinh thé b?mg chinh dung moéi hitu co di dung dé két tinh, va
lam kho trong binh 1am kho. D& khéing dinh sw thay dbi ndng do 4'-GL trong céc chat
ddng phén trisacarit sau khi két tinh, céc chit ddng phén trisacarit chira hop chit 4’-GL
dugc dinh lugng theo cach gibng nhu trong vi du 3, va ty 1& 4'-GL trong cac chét dong
phén trisacarit dugc xac dinh. Céac két qua dugc thé hién trong bang 5. Bang 5 cling thé
hién ty 1€ 4'-GL trong cac chit ddng phan trisacarit sau khi két tinh bing metanol dugc

thuc hién trong vi du 3.

Bang 5
Dung mdi Ty 1€ 4'-GL trong céc chét déng Ty 1¢ 4'-GL trong cac chét ddng
két tinh phén trisacarit trude khi két tinh phén trisacarit sau khi két tinh
Axeton 90,0% 94,4%
Etanol 90,0% 94,4%
Metanol 90,0% 95,8%

Tu cac két qua nay, da phat hién dugc ré’mg do6 tinh khiét ctia 4'-GL trong céc
chét ddng phan trisacarit c6 thé duoc cai thién sau khi két tinh bang axeton hodc etanol,
nhu v6i truong hop ctia metanol. Tuy nhién, ty 1€ 4'-GL trong cac chit déng phan
trisacarit sau khi két tinh 13 cao nhit khi metanol dugc st dung. Dbi véi trudng hop st
dung metanol, cdc tinh thé san phdm c6 ham lugng chét rén it nhat 1a 95%, va céc
dudng khong phai chit ddng phén trisacarit khong két tinh trong budc két tinh bing
axeton hodc metanol. Do cac chit ddng phén trisacarit chiém toan bd thanh phén chét
rdn cua tinh thé, ty 18 4'-GL trong ché phim bing 89,6% hodc cao hon (= 95% x
94,4%).

Vi du 5- danh gia véi cac chung khac

Tao ra dung dich duong theo ciach gidng nhu trong vi du san xuét 1, tién hanh
pha lodng tiing budc trong cung didu kién dung dé rira giai ting bude 1 cia vidyu 1, va
4'-GL duge két tinh trong cing diéu kién duge st dung trong vi du 3, chi khic 1a dung

dich t& bao cua ching Sporobolomyces singularis YIT10047 (ISK-##2B6) dugc thay
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thé bang dung dich té bao cta ching Sporobolomyces singularis ICM5356. Dung dich
té bao nay duoc st dung véi luong dé tao ra cung luong hoat tinh ctia p-galactosidaza
nhu dugce tao ra véi luong dung dich Sporobolomyces singularis YIT10047 dugc st
dung trong vi du san xuét 1. Két qua 1a ty 18 4'-GL trong trisacarit trong cac tinh thé tao
thanh bing 95% hoic cao hon. Cic tinh thé nay c6 ham lugng chét rén it nhit bing
95% va cac dudong khong phai chit ddng phan trisacarit khong két tinh trong budc két
tinh. Do céc chit ddng phén trisacarit chiém toan bo thanh phan chét rin cua tinh thé,

ty 18 4'-GL trong ché pham bing 90,3% hoic cao hon (= 95% x 95%).
Kha ning rng dung trong cong nghiép

Phuong phép didu ché ché phdm chira hop chat 4°-GL c6 d6 tinh khiét cao clia
séng ché tao ra cach thuan tién dé thu dugc ché phim chira hop chit 4’-GL ¢6 d6 tinh
khiét cao. Ché pham chtra hop chit 4°-GL c6 do tinh khiét cao thu dugc bing cach sit
dung phuong phap diéu ché ny c6 thé ding 1am chét chuin tham chiéu cho nhiéu phan
tich khac nhau ho#dc dung lam nguyén liéu cia cac san phidm nhu thyc phim va )

uong, thuode.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phap didu ché ché phim chira hop chét 4'-galactosyl-lactoza
(4'-galactosyl-lactose: 4'-GL) c6 do tinh khiét cao, phuong phép niy bao gdm cac

budc:

(A) tién hanh sic ky cot trén than hoat tinh dbi voi galacto-oligosacarit chira hgp
chét 4’-GL, va rira giai timg budc bing nhiéu dung dich nuéc dung méi hitu co, trong
do6 trong cac 1an rira giai 1ién nhau, cac dung dich nuéc dung mdi hitu co duge st dung
sao cho ndéng d6 dung moi hitu co trong dung dich nudc dung mdi hitu co cao hon
ndng d6 dung moi hitu co trong dung dich nude dung moi hiru co cla 14n rira giai ngay
truge d6, trong d6 dung moéi hitu co dugc st dung trong budc (A) 1a metanol va qua
trinh rira giai ting bude dugc thyc hién 14n luot véi dung dich nuée dung moéi hitu co
chira dung mdi hitu co voéi ndng d6 nim trong khoang tir 10 dén 20% khdi lugng va
dung dich nuéc dung mdi hitu co chira dung méi hitu co vdi ndng do nim trong

khoang tir 15 dén 30% khéi lugng; va

(B) cho thém dung mdi hitu co vao phén doan cudi duge rira giai trong budc (A),
va két tinh 4'-GL.

2. Phuong phép didu ché ché phdm chtra hop chit 4’-GL c6 do tinh khiét cao theo diém
1, trong d6 qua trinh rira giai ting budc trong bude (A) duge thye hién lan luot véi
dung dich nuéc dung mdi hiru co chira dung moi hitu co voi ndng d6 nim trong
khoang tir 15 dén 20% khéi lugng, va dung dich nude dung mdi hiru co chira dung moi

hitu co v6i ndng do ndm trong khoang tir 20 dén 30% khdi lugng.

3. Phuong phép didu ché ché phédm chira hop chét 4’-GL c6 do tinh khiét cao theo diém
1 hoic 2, trong d6 dung mdi hitu co dugc sir dung trong bude (B) la it nhit mot dung
moi dugc chon tir metanol, axeton va etanol.

4. Phuong phép didu ché ché phim chtra hop chit 4’-GL c6 do tinh khiét cao theo diém
bét k¥ trong sb cac diém tr 1 dén 3, trong d6 galacto-oligosacarit chira hop chét 4’-GL
dugc st dung trong budc (A) la chit dugc tao ra bing cich sit dung ching

Sporobolomyces singularis va Saccharomyces cerevisiae.
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