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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuat B-glucan tir thanh té bao ndm men
bia bao gom cac budc: ty phan té bao nim men bia; thuy phan bing enzym bang cach sir
dung ché pham Oryzaezyme thu duoc tur chung nam méc twong Aspergillus oryzae; xix Iy
bang hydro peroxit; xtr Iy bang dung dich NaOH 0,2-0,3M & nhiét d6 phong; xir Iy bang
dung dich NaOH 0,2-0,3M & nhiét d6 80°C + 2°C; trung hoa va chiét bang dung dich axit
axetic 0,5N hodc etanol 96%; va rira bang nudc RO dé thu dugc ché pham B-glucan c6
ham lugng B-glucan dat 40-60% theo khéi luwong.
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Linh vye ky thuit dwgc dé cap

Giai phép hitu ich d& cap dén quy trinh tach chiét B-glucan tir thanh t& bao ndm men
bia.

Tinh trang k¥ thuit cia giai phap hiru ich

B-glucan la mét polysacarit c6 hoat tinh kich thich mién dich, dugc nhiéu nudc trén
thé gidi sir dung trong y hoc, cling nhu trong linh vuc chin nuéi gia suc, gia cAm va nuéi
trdng thily hai san dé 1am ting cudng kha ning mién dich cta ngudi, vat nudi va ciy
trdng, voi muc dich phong chéng/ngin nglra va didu tri bénh. Polysacarit nay la mot
trong c4c thanh phan cAu triic chinh cta thanh té bao nAm men Sacchromyces cerevisiae.

Thanh t& bao ndm men bia S, cerevisiae c6 cAu truc rit bén vimng, gdm c6 ba 16p,
dwoc cAu tao chu yéu tir cac polysacarit va protein: 1) 16p ngodi clng ciu tao tir
lipoproteid day khoang 10-30nm, thuc chit 1a mot 16p mang lipoproteid; 2) 16p gifta c6
thé day toi 100nm, ciu tao tir phirc hgp mannoprotein (hAu hét cac protein cua thanh té
bao nidm men déu lién két v&i cac mannan oligosacarit - MOS). Céc mannoprotein dugc
dong goi day dic, c6 tic dung nhu mdt mang loc han ché tinh thAm ctia thanh té bao dbi
véi cac chit hoa tan; 3) 16p trong ciing tiép gidp véi mang sinh chit, ciu tao hiu nhu
hoan toan tir glucan (khoang 94% glucoza va 6% hexosamin), c6 chiéu day 10-250nm, vé
ban chét 1a phirc hop B-1,3-glucan—chitin. Phitc hgp nay tao thanh khung d& dang soi cua
thanh t& bao. Glucan 14 thanh phin bén ving vé mit héa hoc. Cac glucan 1a thanh phén
thiét yéu, chiu trach nhiém v& do bén co hoc, hinh dang va d6 dan hdi clia thanh té bao.
Ngoai céc thanh phin cAu trac k& trén, thanh t& bio ndm men bia con chira a-glucan véi
lugng trong khoang khé rong — tir 1 dén 29%, phu thudc vao diéu kién dinh dudng. Su
tdn tai cac lién két cong hoa trj gifra cac thanh phin cdu triac khac nhau cang 1am ting
thém tinh bén ving cta thanh té bao nAm men bia.

Do thanh té bio nim men c6 céu tric rit bén vimg, nén viéc tach chiét -glucan tir
thanh t€ bao 1a rit kho khin. Mot tinh chit hoa 1y quan trong cta B-glucan 12 khong tan
trong nudc (va khong tan trong dung dich kiém), cho nén nguyén Iy chung cua tit ca cac

quy trinh tich chiét va tinh ché p-glucan tir thanh té bao nim men 13 ph4 hity va/hodc hoa
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tan c4c chit khdc ddng hanh voi B-glucan trong thanh t& bio nim men @ thu dugc B-
glucan c6 d6 sach cao & dang khong hoa tan trong nudc.

Trudc day, phwong phép chii yéu d8 tach chiét p-glucan tir thanh t& bao nim men 1a
loai bd mannoprotein khoi thanh té bio nim men bang cach xit Iy bing kiém néng d6 cao
(dung dich NaOH ndng d6 16n hon hojc bing 1M) & nhiét do cao (80 - 100°C) (phuong
phap niu kidm), hodic ndu kiém két hop xir ly bing axit (HCI hoic axit axetic), hodc xir ly
bing cac tic nhan oxy héa, tic nhan khir va cdc dung méi hiru co.

Theo phuong phép nay, khong chi protein s& hoa tan trong dung dich kiém, ma ca
mannan (mdt polysacarit chinh khac cua thanh t& bao ndm men) ciing bj hoa tan. Khi hoa
tan duge hai thanh phin nay cta thanh té bao nim men thi s& thu dugc B-glucan (khong
tan trong kiém) cé d6 sach cao. Phuong phap ndy c6 vu diém 1 don gian, tuy nhién c6
nhuoc diém 16n 1a doi hoi thiét bj chiu kiém, chiu nhiét d6 cao va dic biét 1a gdy 6 nhiém
moi treong nghiém trong.

Hién nay, xu huéng chung trén thé giéi 1a tao ra va ing dung cac cong nghé thin
thién moi trudng, cu thé 1a chuyén dbi timg phﬁn hodc hoan toan tir vi€c san xuét dua trén
nén tang 13 cong nghé hoa hoc sang cong nghé sinh hoc sir dung enzym trong cic didu
kién “mém” it gay 6 nhidm moi trudmg hon.

US 6,444,448 B1 boc 16 quy trinh san xuét ché phim chira B-glucan va mannan
b?mg cach ty phan té bao vi sinh vat, bao g(A)m t& bao ndm men bia, & dd pH nim trong
khoang tlr 5 dén 6 va nhiét d6 nim trong khoang tir 35 d&n 60°C trong thoi gian 6 dén 48
gio va tach chét rén ra khoi san phém tu phan. Qua trinh ty phan cé thé duoc thuc hién
v6i su c6 mit cia mot hodc nhidu enzym dugc chon tir nhém bao gém enzym thuy phan

protein, mannaza, amylaza, va B-glucanaza.

US 8,753,668 B2 bdc 16 quy trinh san xuét ché phim chtra B-glucan va mannan tir
nim men bang cach ty phan t& bio ndm men bia, sau d6 xit Iy bing enzym véi mét hoic

nhiéu proteaza, glucanaza, amylaza hodc lipaza.

Ly Thi Minh Hién va cic ddng tic gia da nghién ciru quy trinh tach chiét p-glucan
tir t€ bao Saccharomyces Cerevisiae trong b3 men bia c6 bd sung enzym proteaza, trong
d6 quy trinh tach chiét B-glucan nay vé& co ban bao gdm cac bude: i) rira bd ndm men bia
v6i nude vo khuan, ii) xir Iy véi proteaza, iii) ly tim thu cin, iv) xir Iy bang dung dich

NaOH 1M, v) ly tdm thu c3n, vi) xir Iy bing axeton, vii) rira béng etanol, va viii) thu B-
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glucan (xem tai liéu: “Nghién ctru quy trinh tich chiét beta glucan tir t& bao
Saccharomyces Cerevisiae trong b3 men bia”, Tap chi Khoa hoc truong Dai hoc M¢& TP.
HCM, sb 1 (40) 2015, trang 61-67).

Bin chit ky thuit ciia gidi phap hiru ich

Muc dich cta giai phap hitu ich 13 cin tiép tuc tim ra quy trinh chiét B-glucan
khong sir dung ndng d¢ kiém hoic axit cao va khong sir dung nhiét d¢ cao, it gay 6 nhiém
moi truong.

Pé dat dugc muc dich ndy, céc tac gia giai phap hitu ich da sir dung hydro peroxit
va ché phim enzym dé pha hity/thily phan céc thanh phin ciu tric ddng hanh véi B-
glucan trong thanh té bao nim men bia, 1am cho viéc tich chiét B-glucan tir thanh té bao
nidm men bia duogc d& dang hon va d hoan thanh giai phéap hitu ich. Co s& gii phap nay
la protein cua tha‘lnh t€ bao c6 thé bi thily phan bdi proteinaza va a-glucan bj thily phan
bdi amylaza. Khi protein bj thity phan bdi proteinaza thi cAc mannan oligosacarit (MOS)
cling d& dang bi loai bo/tach khoi B-glucan, vi né hoa tan trong nudéc, va khi d6 protein s€
duoc loai bd/tach chiét khoi B-glucan trong cac didu kién mdm hon (¢ ndng d6 kiém thip
hon va & nhiét d6 xir ly kidm ciing thip hon). Do d6, giai phap hiru ich d& cap dén quy
trinh tach chiét B-glucan tir thanh té bao nim men bia bao gém cac budc: ty phin té bao
nAm men bia; thily phin bing enzym bang cich st dung ché phim Oryzaezyme thu dugc
tir chiing ndm méc twong Aspergillus oryzae; Xt ly bing hydro peroxit; xir Iy bing dung
dich NaOH 0,2-0,3M & nhiét d6 phong; xt ly b'?lng dung dich NaOH 0,2-0,3M ¢ nhiét do
80°C £ 2°C; trung hoa va chiét béng dung dich axit axetic 0,5N hodc etanol 96%; va rua
bing nudc RO d thu duge ché phim B-glucan.
M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Theo mot phwong 4n cu thé, giai phap hitu ich d& cp dén quy trinh tach chiét p-
glucan tir thanh t& bio ndm men bia bao gdm céc budc sau:
Budc 1: Ty phén t& bao ndm men bia

Qua trinh tr phan nim men bia dwoc thuc hién & nhiét 46 55-60°C trong thdi gian
48 giv. Sau qua trinh ty phan, dich huyén phi xac t& bao nAm men duogc ly tim & tc d6
6000-8000 vong/phut trong thoi gian 5-10 phut dé thu phan cin (thanh té bao) chira B-

glucan.
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C6 thé bd sung thém ché phdm Oryzaezyme vao qué trinh ty phén. Trong truong
hop nay enzym dugc bd sung theo ti 1& 20ml dich chiét ché phdm Oryzaezyme/100g ba
men bia d& ép nudc (c6 ti 1¢ chat kho khoang 20%). Sau khi bd sung thém ché phim
Oryzaezyme, qua trinh ty phin ciing dugc thuc hién trong cac diéu kién nhu md ta & trén.
Budc 2: Thily phan bing enzym

Hoa phﬁn cin thanh té bao thu duoc & budc 1 vdi dich chiét ché phém Oryzaezyme
theo ti 16 20mI dich chibt ché phim Oryzaezyme/100g cin thanh té bao, sau d6 & hén hop
thu dugc & 55-60°C trong thoi gian it nhit 30 gid, c6 khudy dé thuc hién qué trinh thuy
phén. Sau d6, hdn hop phan img dugc lam ngudi dén nhiét d6 trong phong, ly tam & toc
6 6000-8000 vong/phit trong 5-10 phit dé thu l4y phan cin chira thinh té bao da duge
xtt ly bing enzym.

Budc 3: Xir Iy bing hydro peroxit

Hoa cin thu & bude 2 trong nudc theo ti 1¢ can/nuée 1a 172 (khéi lugng/thé tich),
sau d6 cho dung dich hydro peroxit 50% vao tdi ndng d6 cubi 1a 2,5 + 3%, qua trinh xur
Iy ndy dugc thyc hién & nhiét do trong phong trong 2-3 gio, ¢o khudy, sau d6 ly tim thu
cin & téc d6 6000-8000 vong/pht trong 5-10 pht.

Buéc 4: Xt 1y bing dung dich NaOH 0,2-0,3M & nhiét do trong phong

Cin chira thanh t& bao thu dugc & bude 3 duoc xit 1y bang dung dich NaOH 0,2-
0,3M véi ti 18 can/dung dich NaOH 0,2-0,3M ndm trong khoang tir 1/4 — 1/3 theo thé tich
& nhiét dd phong, sau d6 ly tim thu c&n & tbc d6 6000-8000 vong/phut trong 5-10 phut.
Bude 5: Xt ly bang dung dich NaOH 0,2-0,3M & 80°C £ 2°C

Hoa cin thu dugc & budc 4 trong dung dich NaOH 0,2-0,3M vai ti 1é can/dung dich
NaOH 0,2-0,3M nim trong khoang tir 1/4 — 1/3 theo thé tich, sau d6 0 & 80°C + 2°C trong
1 gidy, c6 khudy. Sau d6, ly tim & tbc d6 6000-8000 vong/phut trong 5-10 phut & thu lay
cén.

Budc 6: Trung hoa va chiét bing dung dich axit axetic 0,5N hozc etanol 96%

Hoa cin chira B-glucan thu duge ¢ budc 5 trong nudce theo ti 1€ can/nude nam trong
khoang tir 1/3 — 1/2 (khdi lwong/thé tich), trung hoa béng dung dich HCI 10% hodc IN
dén @6 pH = 7, sau d6 ly t4m thu cin & tbc d6 6000-8000 vong/phit trong 5-10 phut va
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chiét cin thu duoc bing dung dich axit axetic 0,5N & nhiét do < 75°C trong 30 phut, c6
khudy lién tuc hodc khudy dinh ky, véi ti 1§ cin/dung dich axit axetic 1a 1/2 (khéi
lwong/thé tich). Sau d6 ly tAm & tc @6 6000-8000 vong/phut trong 5-10 phit @ thu cin
(san phdm B-glucan).

Budc 7: Rira bing nudc RO

Rita mot dén hai 14n cin chira san phdm B-glucan thu dugc & budc 6 bang nuéc RO
véi ti 16 can/nuée RO méi 1dn rira ndm trong khoang tir 1/3 — 1/2 (khéi lwong/thé tich) dé
thu dugc ché phdm B-glucan.

Ché phim thu dugc bing quy trinh theo gidi phép hitu ich c6 ham luong B-glucan
dat 40+ 60%.

Theo mdt phuong an dugc uu tién, ndng d6 dung dich NaOH sir dung trong cac
budc 4 va 51a 2,5M.

Ché phm Oryzaezyme sir dung theo gidi phap hitu ich 1a ché phim enzym thu dugc
tir ching ndm méc tuong Aspergillus oryzae chira proteinaza, amylaza va xenlulaza véi
lugng 14n luot 1a 500 — 750 TU/g, 800 — 1000 IU/g va 400 — 700 IU/g tinh theo ché phdm
kho. Dich chiét ché phim Oryzaezyme duge diéu ché bang cich hoa ché phim
Oryzaezyme trong dung dich dém Tris hodc dém phosphat 10mM, d6 pH= 7,0 theo ti 1€
1/20 (g/ml).

Trong budc tu phan té bio nim men bia, b3 men bia thai 12 loai bd men bia tuoi
hoic duge bao quan & -20°C. Bd men bia ndy dugc ép nuéc t6i ham lwong nude la
khoang 80%. Qua trinh tw phén co thé duoc thuc hién co bd sung thém ché phém
Oryzaezyme. Sau khi thyc hién qua trinh ty phan va ly tm s& thu duogc dich chiét té bao
(pha 16ng) va phan cin 13 thanh t& bao (pha rén) chira B-glucan. Dich chiét & bao dugc st
dung d& san xut cao ndm men va/hodc san phim siéu dinh dudng d& dung trong chin
nudi gia suc gia cAm va nudi trdng thuy hai san. Phin thanh té bao duogc sir dung trong
bude tiép theo dé san xuét B-glucan.

Trong bude xt ly thanh t& bao nim men v&i enzym, protein cua thanh t& bao nim

men bi ph4 hity b&i proteinaza va o-glucan bi thily phin béi amylaza c6 trong ché phdm

Oryzaezyme.
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Trong cong nghé tach chiét va tinh ché cac chét tir cac nguc“m khéc nhau, chét oxy
héa khtr hydro peroxit thudng duge sir dung & cong doan cubi cling cta quy trinh san
xuét véi tac dung tAy mau coa san phadm. Tuy nhién, trong quy trinh san xut B-glucan
theo gidi phép hitu ich, hydro peroxit dwgc sir dung khong phai @8 thy mau san phim, ma
dugc st dung vai muc dich khéac 1a pha vo chu tric dang ludi rat bén vimg cua 16p B-
glucan cua thanh t& bao ndm men va phé huy (du chi mét phén) cic lién két cong hoéa tri
gifta B-glucan véi céac thanh phén cu triic khéc trong thanh t& bao nim men bia, giup cho
viéc tach chiét va lam sach B-glucan tir thanh t& bao nim men bia duoc thuan tién, dé
dang hon.

Sau khi protein ctia phitc hgp mannoprotein bi thily phén, cac mannan oligosacarit
(MOS) trd thanh tan dugc trong dung dich nuéc. Dung dich kiém 12 dung méi rat tt, né
hoa tan duoc hiu hét cac protein, ké ca cac protein chu trac khé tan.

Theo gidi phap hitu ich, nhd budc thuy phan thanh té bao bing enzym va thyc hién
budc xtt 1y bing hydro peroxit ngay sau budc thuy phén nay, chi cén sir dung nbng do
thip cta dung dich NaOH d& chiét protein. Theo giai phap hitu ich, ndng d9 ctia dung
dich NaOH duge st dung 14 0,2-0,3M. Tt hon néu sir dung dung dich NaOH 0,25M dé
rira va chiét can chira B-glucan thu dugc sau khi xit ly huyén phu thanh t€ bao véi hydro

peroxit.

Bude xir Iy bing dung dich NaOH ¢ nhiét d6 cao (80°C+2°C) nhim loai bd céc

protein lién két cong héa tri véi B-glucan.

Vi du thywe hién gidi phap hiru ich

Sau day, giai phdp hitu ich duoc mo ta chi tiét hon bang cac vi du. Cén hiéu ring
céc vi du nay chi nhim myc dich minh hoa cho giai phép hitu ich va khong nhim giGi
han pham cua giai phap hitu ich theo cach bat ky.
Vi du 1. T4ch chiét B-glucan tir bd men bia thai theo quy trinh gbm 7 budc, trong d6 c6 2
budc thiy phan enzym:

Budc 1: tu phin t& bao ndm men bia (c6 b6 sung enzym);

Budc 2: phity phéan (thanh té bao) bang enzym;

Budc 3: xit Iy bang hydro peroxit (H202);
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Budc 4: xtt ly bing dung dich NaOH 0,25M & nhiét d6 phong;

Budc 5: xit y bing dung dich NaOH 0,25M ¢ 80 + 2°C;

Budc 6: trung hoa va chiét bing dung dich axit axetic 0,5N hogc etanol 96%;

Budc 7: rira bang nude RO.

Tron 1kg b3 men bia thai da ép nudc (c6 ham luong nude khoang 80%) vai 200ml
dich chiét ché phim Oryzaezyme (dugc chiét theo ti 16 20ml d&m phosphat 10mM, dd
pH=7,0/1g ché phim enzym), sau d6 chuyén vao binh phan tng (dung tich 2 lit) @ thuc
hién qua trinh ty phan ¢ 55-60°C trong thoi gian 48 gio, co khudy lién tuc. Sau qua trinh
tu phan, 1am ngudi dich huyén phu x4c t bao ndm men dén nhiét d6 phong va ly tdm &
téc d6 6000 vong/phit trong thoi gian 10 phut d thu phin cin (thanh t& bao) chia B-
glucan (tlr 1kg bd men bia ép nudc sau t phan thu dugc khoang 200g cén chira thanh té
bao).

Hoa phin cin thanh t& bao thu dugc ndy trong 40ml dich chiét ché phdm
Oryzaezyme (cling duoc chiét theo ti 16 20ml dém phosphat 10mM, d6 pH =7 ,0/1g ché
phém enzym), bd sung thém 60ml nudc RO, khudy déu va o hén hop thu duge & 55-60°C
trong thoi gian 30 gio, co khudy lién tuc d2 thuc hién qua trinh thuy phéan. Sau do, hdn
hop phén tng duoc lam ngudi dén nhiét 46 phong, ly tdm nhu néu trén @ thu 14y phan
cin chira thanh té bao da duogc xir Iy bing enzym.

Hoa can chira thanh t& bao dd dugc xi ly bing enzym vao 400ml nuée RO, b sung
thém 35ml dung dich H202 50%, khudy déu va 0 & nhiét d6 phong trong 3 gio c6 khudy
lién tuc, sau d6 ly tAm thu cdn nhu néu trén.

Tiép theo, hoa cin thu duge trong dung dich NaOH 0,25M véi ti 1€ can/dung dich 1a
1/3 theo thé tich, khudy lién tuc va dé chiét & nhiét 6 phong trong 30 pht, sau d6 ly tam
& toc dd 6000 vong/phut trong 10 phut @ thu cin. Tiép theo, hoa can thu dugc trong
dung dich NaOH 0,25M véi ti 1¢ cdn/dung dich 1a 1/3 theo thd tichvaua 80 +2°C
trong 1 giv c6 khudy lién tuc. Sau khi két thic xir Iy kiém & nhiét do cao, hén hop phan
tmg duoc lam ngudi dén nhiét d6 phong va ly tim thu 14y cin chira B-glucan nhur néu
trén.

Sau d6, hoa can chira p-glucan thu dugc trong nudc RO theo ti 1€ can/nude 1a 1/2
(khéi lugng/thé tich), trung hoa béng dung dich HCI 10% dén @6 pH =7, sau d6 ly tAm

thu cdn nhu néu trén va chiét cin thu duge bing dung dich axit axetic 0,5N ¢ nhiét d6 <
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75°C trong 30 phit, vdi ti 1€ cin/dung dich axit axetic 1a 1/2 (khdi lugng/thé tich), c6
khudy lién tuc. Sau d6 ly tAm thu cin chira -glucan nhu néu trén.

Rira hai 1in cin chita p-glucan nay bang nuéc RO véi ti ¢ can/nue RO mdi 14n rira
la 1/3 (khéi hang/thé tich). Sau khi ly tdm, cin dugc say kho, nghién min va xac dinh
ham luong B-glucan trong ché phim B-glucan thu dugc. Tl 1kg bd men bia ép nudc di
thu duoc 20,14g ché phdm B-glucan voi him luong B-glucan 1a 62,15% B-glucan, dat
hiéu sudt 10,07% (tinh theo trong luong khd). Ham luong -glucan duge xac dinh bing
kit Megazyme cta hing Megazyme (Ireland).

Vi du 2. Tach chiét B-glucan tir bd men bia thai theo quy trinh gidng véi quy trinh tach
chiét B-glucan trong vi du 1, chi khac 1a qua trinh ty phan (budc 1) khong dugc b sung
thém ché phim Oryzaezyme. Tur 1kg nim men bia ép nudc da thu dwoc 23,17g ché phim

B-glucan voi ham luong B-glucan 13 54,35% va hiéu suét dat 11,59%.

Vi du 3. (Vi du so sanh) Téach chiét B-glucan tir b3 men bia thai theo quy trinh gdm 7
bude giéng nhu trong vi du 2, trong do bude xir Iy bang hydro peroxit dugc chuyén thanh
budce 6:

1) ty phén t& bao nAm men

2) thiy phan enzym;

3) xit Iy bing dung dich NaOH 0,25M ¢ nhiét d6 phong;

4) xu ly bﬁng dung dich NaOH 0,25M ¢ nhiét do cao;

5) trung hoa va chiét bang dung dich axit axetic 0,5 N hodc etanol 96%;

6) thy mau bang H202;

7) rira san phim bing nudc RO.

Trong quy trinh nay, hydro peroxit dugc st dung dé tAy mau san phdm B-glucan. Tl
1kg ndm men bia ép nudc da thu duge 31,24 g ché phim B-glucan v6i ham lugng -

glucan 1a 40,58% va hiéu sut dat 15,62%.
Vi dy 4. (Vi du so sanh) Tach chiét p-glucan tir bd men bia thai theo quy trinh gdm 6
budc sau:

Budc 1: ty phin t bao nim men bia;

Budc 2: xir 1y bang dung dich HaO2;
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Bude 3: xut ly bang dung dich NaOH 0,25M & nhiét d§ phong;

Budc 4: xit ly bang dung dich NaOH 0,25M ¢ 80 + 2 °C;

Budc 5: trung hoa va chiét bing dung dich axit axetic 0,5N hogc etanol 96%;

Budc 6: Rira bing nuéce RO.

Quy trinh tach chiét p-glucan trong vi ciu nay chinh la gibng véi quy trinh tach chiét
B-glucan trong vi du 2, chi khac la khong thyc hién budc 2 - thuy phéan (thanh té bao)
bing enzym. Khi tach chiét B-glucan theo quy trinh nay, tir 1kg bd men bia thai ép nudc
d thu dugc 30,76g ché phim p-glucan chira 41,25% B-glucan, v6i hiéu suit dat 15,18%.

Vi du 5. (Vi du so sanh) Quy trinh tach chiét B-glucan trong vi du nay la gibng véi quy
trinh trong vi du 1, chi khéc 1a khong thuc hién budc 2 — thuy phan béng enzym va budc
xit 1y vé6i HoOz dugc chuyén thanh buée 5 va duge st dung @& tAy mau san phdm B-
glucan. Cu thé 13 quy trinh nay bao gdm céc budc sau:

1) Tu phén t& bao ndm men c6 bd sung ché phdm Oryzaezyme;

' 2) Xit Iy biing dung dich NaOH 0,25M & nhiét d9 phong;

3) Xt Iy bing dung dich NaOH 0,25M ¢ nhiét d¢ cao;

4) Trung hoa va chiét bing dung dich axit axetic 0,5 N hodc etanol 96%;

5) TAy mau bang H20z;

6) Rira san phdm béng nudc RO.

Trong quy trinh nay, H202 khéng duge sir dung d& pha v& chu triic cua thanh té bao
nédm men bia, ma 13 & thy mau san phim B-glucan (san phdm thu dugc c6 mau t6i va
duge tAy mau bing Ha02). Béng quy trinh nay tir 1kg bd men bia dé ¢p nude thu dugc
44,30g ché pham B-glucan v6i ham lugng B-glucan 3 1,34% va hiéu suét dat 22,15%.

Vi du 6. (Vi du so sanh) Quy trinh tach chiét p-glucan gdm 6 budc nhu quy trinh trong vi
du 4, chi khac 14 bude xur ly véi H20, duge thyuc hién sau budc trung hoa va chiét bing
axit axetic:

Budc 1: Ty phin t& bio nAm men bia;

Budc 2: Xt Iy bing dung dich NaOH 0,25M & nhiét 6 phong;

Budc 3: Xt Iy bing dung dich NaOH 0,25M & 80 £2 °C;

Budce 4: Trung hoa va chiét bing dung dich axit axetic 0,5N hogc etanol 96%;
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Bude 5: Xt Iy bing H0» (tAy mau san phém);

Budc 6: Rira bang nuéc RO.

Trong quy trinh nay, H>O2 khong dugc sur dung @8 phé v& cAu tric cta thanh té bao
nAm men bia (nhu trong vi du trén), ma 1a dé ty mau san phdm B-glucan (san phdm thu
duoc 6 mau t8i va duge tiy mau bing H02). Bing quy trinh ndy, tir 1kg b men bia da
ép nudc thu duge 58,52¢g ché phim B-glucan v6i ham lugng B-glucan 21,62% va hi¢u
suat dat 29,26%.

Hiéu qua dat dwgc cia gidi phap hiru ich
Quy trinh tach chiét B-glucan theo giai phap hitu ich khong sir dung ndng d6 kiém

hodc axit cao va khong sit dung nhiét do cao, it géy 6 nhiém moi truong.
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YEU CAUBAO HQ

1. Quy trinh tach chiét -glucan tir thanh té bao ndm men bia bao gdm c4c budc: tu phan
t& bao nidm men bia; thity phan bing enzym bing cach sir dung ché phdm Oryzaezyme
thu dugc tr ching ndm méc tuong Aspergillus oryzae chita proteinaza, amylaza va
xenlulaza vé&i luong 1an luot 13 500-750 TU/g, 800-1000 IU/g va 400-700 IU/g tinh theo
ché pham khé; xir 1y bing hydro peroxit; xit ly bing dung dich NaOH 0,2-0,3M ¢ nhiét
d6 phong; xtr ly béng dung dich NaOH 0,2-0,3M & nhiét d6 80°C + 2°C; trung hoa va
chiét béng dung dich axit axetic 0,5N hodc etanol 96%; va ria béng nuwéc RO dé thu
duge ché phim p-glucan c6 ham lugng B-glucan dat 40-60% theo khédi luong.
2. Quy trinh theo diém 1, trong d6

buc tu phéan té bao nAm men bia duge thyc hién & nhiét d6 55-60°C trong thoi gian
48 gid, sau d6 ly thm & tde d6 6000-8000 vong/phit trong 5-10 phit @ thu liy phan cin
chira thanh té bao;

bude thily phén bing enzym duoc thyc hign & nhiét dd 55-60°C trong thoi gian it
nhét 30 gid, véi sw c6 mit clia dich chiét ché phdm Oryzaezyme theo ti 1¢ 20ml dich chiét
ché phim Oryzaezyme/100g cin thanh t€ bao, ly tam & tc d6 6000-8000 vong/phut
trong 5-10 phut dé thu duge ph?ln cdn chira thanh t8 bao di duoc xit Iy bing enzym,; trong
d6 dich chiét ché phdm Oryzaezyme duge diéu ché bang cach hoa tan ché phim
Oryzaezyme trong dung dich dém Tris hodc dém phosphat 10mM, d6 pH= 7,0 theo ti 1€
1/20 (g/ml);

bude xir Iy bing hydro peroxit dwoc thyc hi¢n & nhiét d6 phong trong 2-3 gid co
khudy, sau d6 ly tAm & tdc d6 6000-8000 vong/phut trong 5-10 phut d& thu cin;

bude xur ly béng dung dich NaOH 0,2-0,3M ¢ nhi¢t d6 phong duoc thyc hién voi ti
16 cin/dung dich NaOH 0,2-0,3M nim trong khoang tir 1/4 — 1/3 theo the tich, sau d6 ly
tam & tdc d6 6000-8000 vong/phut trong 5-10 phiit dé thu cin;

budc xtr ly béng dung dich NaOH 0,2-0,3M & 80°C + 2°C duoc thuc hién trong thoi
gian 1 gid véi ti 1€ can/dung dich NaOH 0,2-0,3M 1a nim trong khoang tir 1/4 — 1/3 theo
thé tich, sau d6 ly tAm & tbc 6 6000-8000 vong/phut trong 5-10 phut dé thu 14y can;

bude trung hoa dugc thyc hién bing dung dich HC1 10% dén d6 pH = 7, sau d6 ly
tam & téc dd 6000-8000 vong/phit trong 5-10 phut d8 thu cn va chiét cin nay bing dung
dich axit axetic 0,5N hoic etanol 96% & nhiét d6 < 75°C trong 30 phut, vdi ti 1€ cdn/dung
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dich axit axetic 13 1/2 (khéi lugng/thé tich), sau d6 ly tim & toc d6 6000-8000 vong/phut
trong 5-10 phut d& thu cin san phim p-glucan; va

budc rira can san phdm B-glucan dugc thyc hién mot dén hai lan bing nude RO véi
i 1& can/nuée RO mdi lAn rira ndm trong khoang tir 1/3-1/2 (khéi lugng/thé tich) dé thu

duoc ché phdm B-glucan.

3. Quy trinh theo diém 1 hogc 2, trong d6 trong budc tw phan st dung dich chiét ché
phdm Oryzaezyme theo ti 1& 20ml dich chiét ché phim Oryzaezyme/100g cén thanh té

bao.

4. Quy trinh theo diém bét ky trong sb céc didm tir 1 dén 3, trong d6 trong budc xir ly
bing hydro peroxit, hoa can thu dugc ¢ budce thuy phin bing enzym trong nudc theo ti 1€
can/nue 13 1/2 (khéi lugng/thé tich), sau d6 cho dung dich hydro peroxit 50% vao toi

ndng d6 cubi 12 2,5-3%.
5. Quy trinh theo didm bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 dung dich NaOH st

dung trong budc xtt ly ¢ nhiét d6 phong va budc xt ly ¢ nhiét do 80°C + 2°C 1a dung
dich NaOH 0,25M.
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