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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap co protein trong bot ngii cde, bot ngil cde chira
protein dugc c6 bang cach st dung phwong phéap nay, va chat phu gia dung cho thirc an
chira bot ngti cdc nay. Theo phuong phap c6 protein trong bot ngii coc cua sang ché, bot
ngil cbc duge xir Iy bing enzym dé 1am ting ham luong sacarit tan trong nuGc trong
nguyén liéu, va bang cach cay vi khuan hoic ndm men va 1én men, lugng sacarit tan trong
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lam ting ty 16 ham luong protein duogc ting thém va tinh ning cua bot ngii cde 1am ngudn
protein dugc cai thién.
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Linh vire k§ thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phép cb protein trong bdt ngil cbe, bot ngii cbe
chtra protein dugc cb bing cach sit dung phuong phép nay, va chét phu gia ding cho
thre #n ¢ bot ngii cdc chira protein co dic. Cu thé hon, sang ché dé cap dén phuong
phép co protein trong bot ngii cbc bao gdm budce xir ly bot ngil cbe bing enzym dé

phan hiy hydrat cacbon céu tric.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Ngii cbe duge st dung r@hg rdi 1am thirc dn gia suc do ¢6 ham lugng nang
luong cao, va do d6, ¢6 hiéu qua cia thirc an cao, va ham lugng chit xo théd thép, va
nho d6, c6 kha nang tiéu hoa tdt. Tuy nhién, thirc &n 12 ngii cbe ¢ ty 1é protein thip
va ty 1¢ axit amin thap. Vi thé, dé thu dugc dinh dudng can bang, thirc in 12 ngfi che
cin dugc bd sung thém protein va cac axit amin. Pé ding 1am ngudn protein, ngudn
protein dong vat nhu bt c4, bot sita dd gan kem, bot thit, hodc bdt mau, va nguén
protein thuc vat nhu ddu twong, hat cai dau, hodc cdy lanh, dugc st dung. Trong sd
cac ngudn protein thyc vat, gluten ngd 1a san pham phu duoc tao ra trong qua trinh
san xuét tinh bt ngd. Gluten ngd c6 ham lugng protein twong duwong véi ham luong
protein trong bdt c4 c6 ham hI(_)ng. protein cao (cao hon khoang 3 14n so v6i ngudn
protein thuc vét thong thuong), va khong dit tidn. Do cac dic diém nay cia gluten
ngo, gluten ngd dugc st dung rong rdi lam ngudn protein cho thirc dn.

Theo cac nghién ctru trudc ddy, do proteaza trong vi sinh vat hodc enzym ¢
ban trén thi trudng, protein clia gluten ngd dugc thodi bién thanh peptit, va bang cach
cdy vi sinh vat vao gluten ngd, protein dugc thodi bién thanh cac peptit c6 trong
lwong phén tir thdp va ddng thoi, ty 1& ham luong protein dugc ting 1én mdt chut.

Tuy nhién, do hiam lugng sacarit tan trong nuéc trong nguyén liéu 1a nho,
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hiéu qua lam ting ty 1€ ham lugng protein trong gluten ngd trong khi 1én men chi thap
& mirc tir 2% dén 3%. Do d6, qua trinh 1én men & trang thai rin cta gluten ngd chi
]am thoai bién cac protein chinh thanh peptit.

Theo sang ché, phuong phép tao ra nguyén liéu c6 ty 1& ham lugng protein
sao cho nguyén liéu ndy c6 thé thay thé cho bdt c4 c6 ban trén thi trudng dugc dé xuét,
do cac thanh phin khong phai protein c6 trong gluten ngd dugc xir Iy bing enzym va

dugc loai bé bing vi sinh vat, ty 1& ham lugng protein trong gluten ngd dugc ting 1én.

Ban chit k§ thuit clia sang ché

Sang ché d& cap dén phuong phép cd protein trong bot ngii cbc bao gdm budc
xtt 1y bot ngii cde bang enzym dé phan hiy hydrat cacbon chu tric.

Céc khia canh khéc s& dugc néu trong phan md ta chi tiét sau day va cac khia
canh nay s& trd nén rd rang mot phin qua phin mo ta ndy, hodc c6 thé duoc hiu bang
cach thuc hanh cac phuong 4n nay.

Theo mot khia canh ciia mot phuong an cia sang ché, phuong phép co protein
trong bot ngli cbc bao gébm cac bude: xir ly bot ngii cbc bing enzym dé phan hity

hydrat cacbon ciu tric; va cdy vi khuan vao bdt ngii coc nay d€ 1én men bot ngii coc.

MO ta vin tit cac hinh vé

Céc khia canh nay va/hodc khia canh khic cia sang ché s& trd nén 18 rang va
dwoc hidu d& dang hon qua phin mo ta cdc phuong an sau ddy cing v6i cdc hinh v&
kém theo trong do:

Fig.1 thé hién phé sic ky ctia phuong phap sic ky 1éng hiéu ning cao
(high-performance liquid chromatography: HPLC) cua san pham thu duge bang cach
phéan hiy hydrat cacbon cAu tric cia gluten ngo;

Fig.2 thé hién phé sic ky HPLC dé phan tich ham lugng sacarit trong gluten
ngd ¢ nhom duge xir ly bing enzym va nhom khong duge xir ly bing enzym;

Fig.3 thé hién kha ning thoai bién protein theo thoi gian dugc khéng dinh
bing phuwong phap dién di trén gel polyacrylamit c6 natri dodexyl sulfat
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(SDS-PAGE) & nhom dugc xt ly bang enzym va nhém khong dugc xit ly bing
enzym khi Bacillus dugc ciy dé thyuc hién viéc 1én men;

Fig.4 thé hién kha ning thodi bién protein theo thodi gian duge khéng dinh
bang phuong phap SDS-PAGE & nhém duge xt ly bang enzym va nhém khong dugc
xtt Iy bang enzym khi nidm men dugc cdy vao dé thurc hién viéc 1én men; va

Fig.5 thé hién kha ning thoai bién protein theo thdi gian thu dugc bang
phuong phap SDS-PAGE & nhém dugc xi ly bing enzym va nhém khong dugc xt ly

bang enzym khi vi khuan axit lactic dugc cay vao dé thuc hién viéc 1én men.

Mo ta chi tiét sang ché

Thuét ngit "bot ngii cbc" dugce sit dung & day dé chi san phdm thu dugc bang
cach nghién ngil cbe, vi du, ngd, lua mién, lua gao, dau tuong, cu cai duong, hat bong,
virng, hodc hat tuong ty. Thuét ngit "bot ngii cdc" bao gém san phém thu duoc béng
cach 1am kho va nghién phan con lai cia ngil cde tinh khiét sau khi duoc sir dung
trong qué trinh nghién thanh bot va san phdm nay c6 thé 1 gluten ngd, bot hat bong,
bot hat Kapok, bot Perilla, bt ddu tuong tach vo, hodc bot tuong tu, nhung céc
phuong &n cta sang ché khong chi giéi han & cac bot nay. Bot ngii cbe, dugce sir dung
trong sang ché nay, c6 thé 1a loai bot ngii cdc giéng nhau duge san xuét trong khu vie
gidng nhau. Tuy nhién, sy khac biét v& loai bt ngii cdc khong anh hudng dén cac két
qua thu dugc theo sang ché.

Theo mét phuong an cua sang ché, bot ngii coc cb thé 1a gluten ngod. Gluten
ngd dé chi bot mau vang thu dugce trong qua trinh san xudt tinh bot tir ngd bang cach
chiét tinh bot tinh bot va mam tir ngd va tdch cdm ngod tr san phém thu duoc, sau do
loai nuéc va lam kho. N6i theo cach khéc, gluten ngo dé chi phﬁn con lai duoc tao ra
trong qué trinh ché bién tinh bot ngd. Ty 1€ ham lugng protein trong gluten ngd nam
trong khoang tir 35% dén 65%, ty 1& ndy cao hon ba 14n so véi ty 1& trong thirc &n
thong thuong. Do do, gluten ngd duge sir dung lam ngudn protein cho thirc an.

Thu4t ngit "enzym" dugc st dung ¢ day dé chi enzym phan huy hydrat cacbon

chu truc trong bot ngii cdc. Enzym ndy co6 thé duge chon tir nhém bao gom enzym
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phan huy tinh bdt, enzym phén huy xenluloza (xenlulaza), enzym phén hiy
hemixenluloza (hemixenlulaza), va enzym phén hily pectin (pectinaza).

Theo mdt phuong 4n ctia sang ché, enzym phan hiy tinh bot c6 thé 13 amylaza
hodc glucoamylaza, hodc c6 thé duge chon tir nhém bao gém o-amylaza, B-amylaza,
isoamylaza, va glucoamylaza. Theo mdt phuong 4n, enzym phéan hiy tinh bdt c6 thé
13 a-amylaza hodc glucoamylaza. Theo mot phuong én, enzym phan hiy tinh bot c6
thé 1a glucoamylaza.

Theo mdt phuong &n cua sang ché, enzym c6 thé dugc chon bang cach sang
loc enzym. Céc enzym c6 ban trén thi trudng c6 hoat tinh enzym khdc nhau va cac
diéu kién phan ting enzym khéc nhau. Do d6, enzym duoc t51 vu hoa dbi v6i bot ngit
cbe 12 nguyén lidu co thé dugc chon bing cach sang loc enzym. Viéc sang loc enzym
¢6 thé duge tién hanh bing cach cho nguyén liéu phan (g v6i enzym, 14y miu cta
h3n hop phan tng & thoi diém dinh truéc va xac dinh lugng protein thé trong mbi
mAu, v lap lai cc budc véi sy thay dbi vé (i) loai enzym, (ii) thoi diém ma enzym
duoc cho thém vao phan Gng, va (iii) nhi¢t 4o phan Ung, va cubi cung, chon enzym
sa0 cho tao ra cho ham lugng cudi ciia protein trong mau cho trudce 13 cao nhét.

Theo mot phuong &n cua sang ché, lugng enzym c6 thé nim trong khoang tur
0,1 dén 1 phan trong lwgng so véi 100 phén trong lugng cia bot ngil ce.

Thuét ngit "hydrat cacbon chu triac" dugc sit dung & day dé chi hydrat cacbon
c6 d0 kha dung thép, nhu tinh bdt, xenluloza, hemixenluloza, hodc pectin. Theo mot
phuong an, hydrat cacbon cAu trac c6 thé 1a tinh bot,

Theo mdt phuong 4n cua sing ché, hydrat cacbon ciu trac trong bot ngil cbe
c6 thé duge xac dinh béng cach thily phan hydrat cacbon cAu tric béng cach st dung,
vi du, axit dé thu duoc (cac) monosacarit tao thanh hydrat cacbon chu trac, va gia su
rang hydrat cacbon cAu tric c¢6 thé dugc tao ciu tric dwa trén (cdc) monosacarit.
Thu4t ngit "Ién men" dugc sir dung & day dé chi qua trinh trong d6 vi khuén hodc ndm
men phan huy nguyén li¢u hitu co, vi dy, glucoza bang cach sir dung enzym cia vi
khuAn hodc nAm men. Phuong phép 1én men bao gbm, vi dy, 1én men & trang thai rin

va 1én men dang chat 16ng. Theo mot phwong an, qué trinh 1én men c6 thé 12 1én men
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& trang thai rin.

Thuét ngit "lén men & trang théi ran" dé chi phuong phap trong d6 vi khuén
duoc phan b trén bé mit bot ngil cdc hoic bén trong bdt ndy. Trong trudng hop 1én
men & trang thai rin, su phét trién cua cac chét gy bénh dwoc han ché do kha ning
song trong nuée thip. Do d6, khong gidng nhu phuong phap 1én men dang chit 16ng,
phuong phép 1én men & trang thai ran khong gdy ra mirc do nhiém tap chét nghiém
trong. Khi chung gidng nhau dugc sir dung dé tao ra enzym bang phuong phép 1én
men & dang chét 1éng hozc 1én men & trang thai ran, enzym dugc tao ra bang phuong
phap 1én men ¢ trang thai rén, c6 ai luc cao véi co chét, c6 hoat tinh cao.

Theo mo6t phuong an cua sang ché, qua trinh 1én men & trang thai rin co thé
dugc thuc hién béng cach xir 1y bot ngii cbe b?mg vi sinh vét, vi du, vi khudn hoic
nidm men.

Thuét ngit "vi khuin" dugc st dung & déy dé chi vi sinh vat 1én men va c6
chidu dai nhé hon hodc bang 0,1mm. Céc vi du v& vi sinh vat ndy bao gdbm, nhung
khong chi giéi han 6, gidng Bacillus, gibng Aspergilus, gidng Leuconostoc, gibng
Lactobacillus, gibng Weisella, va gidng Streptococcus. Theo mdt phuong an clia
sang ché, vi khuén c6 thé 1a gibng Bacillus.

Theo mdt phuong an cia sang ché, gidng Bacillus dugc dung dé 1én men &
trang thai ran c6 th& 1a gidng vi khuin Bacillus khong gy bénh. Theo mdt phuong 4n,
gidng Bacillus khong gy bénh nay c6 thé bao gdm it nhat mét chiing Bacillus dugc
chon tt Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus toyoi, Bacillus coagulans,
Bacillus polyfermenticus, va Bacillus amyloliquefaciens K2G. Trong truong hop nay,
qué trinh 1én men c6 thé dugc thuc hién & nhiét do nam trong khoang tir 30°C dén
45°C, theo mot phuong an, & nhiét do nim trong khoang tir 30°C dén 40°C, hoic
theo mot phuong an, ¢ nhiét do 37°C.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, vi khuin dugc dung dé 1én men & trang
thai rén c6 thé 13 vi khuén axit lactic.

Thudt ngtr "vi khuén axit lactic" duge st dung & day dé chi vi khuén 1én men

sacarit dé thu dugc nang lugng va tao ra axit lactic voi lugng 16n. Cac vi du vé vi
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khun axit lactic bao gdm, nhung khéong chi giéi han &, gidng Lactobacillus, gibng
Lactococcus, gidng Leuconostoc, gibng Pediococcus, va gidng Bifidobacterium.
Thuat nglt "vi khuén axit lactic" khong duoc x4c dinh theo cach phén loai cua vi
khuén. Theo d6, ngay ca khi vi sinh vat thudc vé céc loai khéc, vi sinh vat ndy c6 thé
lavi khuéﬁ axit lactic. Theo mdt phuong an cla sang ché, vi khuén axit lactic c6 thé
1a gibng Lactobacillus.

Theo mot phuong &n cua sang ché, gibng Lactobacillus c6 thé 13 it nhat mot
gidng Lactobacillus dwgc chon tir nhom bao gdbm Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, va
Lactobacillus brevis. Trong trudng hop nay, qua trinh 1€n men ¢6 thé dugc thuc hién
& nhiét do nam trong khodng tir 30°C dén 45°C, theo mdt phuong an, & nhiét dd nam
trong khoang tir 30°C dén 40°C, hoic theo mot phuong an, & nhiét 4o 37°C.

Theo mot phuong an, phuong phép theo sang ché ¢6 thé con bao gdbm budc
cho thém dung dich bazo vao bot ngii cbe trude khi xir Iy bang enzym dé thu duge do
pH sao cho vi khuén phat trién t6i wru trong bot ngil cbe. Vi dy, khi vi khuén 12 gidng
Bacillus, d pH cua vi khudn ma khi d6 vi khun nay phat trién t6i wu, c6 thé ndm
trong khoang tir 6 dén 7; khi vi khudn 1a gidng Lactobacillus nghia 13 vi khuén axit
lactic, @0 pH cua vi khun ma khi d6 vi khuén nay phat trién t6i wu, c6 thé nim trong
khoang tir 5 dén 7.

Dung dich bazo co thé 1a dung dich nudc c¢6 do pH 16n hon 7. Theo mot
phuong an, dung dich bazo ¢6 thé 13 dung dich NaOH, dung dich KOH, dung dich
NH,OH, hodc dung dich twong ty. Theo mot phuong én, dung dich bazo co thé 1a
dung dich NaOH. Nong d¢ dung dich NaOH ¢6 thé nam trong khoang tir 1% dén 2%.
Dung dich NaOH c6 thé dugc sir dung véi lugng sao cho sau khi cho thém dung dich
NaOH, ham lugng nudc cua bot ngii cbe, vi du, gluten ngo, nam trong khoang tlr
40% dén 50%, theo mot phuong éan, nam trong khoang tir 41% dén 45%, hoic theo
mdt phuong an, bang 43%.

Theo khia canh khdc, sang ché dé xuét phuong phap cd protein trong bdt ngil

cbe, phrrong phap nay bao gdm céc budc: xtt Iy bt ngil cbc bang enzym dé phan hity
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hydrat cacbon cAu trac; va cdy ndm men vao bot ngil cbc dé 16n men bot ngii cdc nay.

Thuat ngit "ndm men" dugc sit dung & day d8 chi vi sinh vét duoc ding dé 1én
men, va cdc vi du v& nidm men bao gdm, nhung khong chi giéi han &, gidng
Saccharomyces, giéng Pichia, gidng Candida, va gidng Schizosaccharomyces. Theo
mot phuong an cua sang ché, ndm men c6 thé 13 gibng Saccharomyces.

Theo mdt phuong &n cua sang ché, gidng Saccharomyces dugc dung dé lén
men & trang thai rin c6 thé 1a Saccharomyces Carlsbergensis, va trong truong hop
ndy, qua trinh 1én men c6 thé dugc thuc hién & nhiét d6 ndm trong khoang tir 20°C
dén 40°C, theo mdt phuong 4n, nhiét do nay ndm trong khoang tir 25°C dén 35°C,
hoidc theo mot phuong an, nhiét do nay béng 30°C. Do ndm men phat trién chdm hon
vi khuén, thoi gian 1én men c6 thé nim trong khoang tir 24 dén 72 gid, theo mot
phuong é4n, thoi gian 1én men nim trong khoang tir 36 dén 60 gid, hodc theo mot
phuong an, thoi gian nay bang 48 gio.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, ndm men phat trién dud trong diéu kién axit.
Do d6, khong can kiém soat do pH cua bot ngii cbe, viée xir Iy bang enzym va qua
trinh 16n men c¢6 thé duoc thuc hién.

Theo mot phuwong 4n cia sang ché, qua trinh xtr Iy bot ngil cbc bang enzym dé
phéan hiy hydrat cacbon cu tric va cdy vi khuén, nim men, hogc vi khuén axit lactic
vao bot ngii coe 8 tién hanh 1én men c6 thé dugc thuc hién 13n lugt theo thit tw nay
hozc thuc hién déng thoi. Tuy nhién, thi ty thyc hién nay khong anh hudng dén két
qua ctia cac phuong 4n theo sing ché.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét bot ngil cdc chira protein dugc cd bang
cach str dung phuong phap co protein trong bot ngii che.

Thuét ngtt "bot ngli cbe chira protein d& dugc c6” ¢o thé dugc hiéu 1 bot ngii
cbe 6 ty 16 ham lugng protein cao hon ham lrgng truée khi 1én men do phén tng 1én
men va qué trinh 1én men bang cach sir dung vi khuan hoic ndm men.

Theo khia canh khéc, sdng ché dé cap dén chét phu gia ding cho thirc an c6
b6t ngii cbe chira protein c6 dic.

Thuat ngir "chat phu gia dung cho thic an" dé chi chit duoc cho thém vao
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thire dn dé cai thién niang suét va tinh trang sirc khée ciia sinh vt sdng dich. Chit phu
gia diing cho thirc dn c6 thé dugc taora & nhidu dang khac nhau da biét trong linh vuc
nay, va c6 thé duge sir dung mot minh ho#c cing véi cac chét phu gia ding cho thirc
%n da biét thong thudong. Chét phu gia ding cho thirc &n c6 thé dugc cho thém véi ty
1€ tron thich hop vao thirc dn. Ty 1€ trén nay c6 thé dugc x4c dinh dua trén cach thong
thuong va kinh nghiém trong linh vyc nay. Chét phu gia ding cho thirc #n theo
phuong 4n nay c6 thé duge cho thém vao thirc dn ding cho dong vat, nhu ga, lon, khi,
cho, meo, tho, trau-bo, clru, hoic dé, nhung cac phuong 4n cla sing ché khong chi

gidi han & do.

Vi du thwe hién sang ché

Cac phuong 4n cua sang ché s& dugc mé ta chi tiét duéi day, vi du vé cac
phuong é4n nay dugc thé hién trén cac hinh v& kém theo, trong d6 cac s6 chi dan giéng
nhau d& chi céc chi tiét gidng nhau trong toan by ban md ta. Theo dé, cac phuong dn
nay c6 thé c6 cac dang khéc nhau va khong dugc hiéu theo nghia 1am gi6i han phén
md ta duogc néu trén day. Do d6, cic phuong an duge md td md ta dudi day bang cach

vién dan dén cac hinh v& chi d€ giai thich cac khia canh.

Vi du 1. Phén tich ngudn gluten ngd

Céc tac gia sang ché da sir dung gluten ngd lam nguyén liéu dé 1én men &
trang thai ran. Theo d6, mirc ham lugng sacarit tan trong nuéc trong nguyén liéu,
thich hop cho viéc 1én men béng vi sinh vét, duogc xac dinh.

Gluten ng6 dugc hoa tan trong nude dé didu ché dung dich 10%, va duoc chiét
& nhiét do 60°C trong 3 gid. Chét chiét thu dugc duoc ly tAm (8000 vong/phut, 10
phut), va dich ndi bé mit dugce thu hi tir d6 va duge loc qua tAm loc (Whatman sb 2).
Phin nuéc loc duge xi 1y bing than hoat tinh, va sau d6 dugc cho phan img ¢ nhiét
do 60°C trong 30 phut, dugc loc b'?mg cach str dung tAm loc, va duge xir ly béng nhua

trao dbi ion (cation, anion) d¢ loai bd céc chat ion ra khéi d6. Ham luong sacarit tan
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trong nuGe trong mau cubi duge xac dinh bing phuong phéap sic ky 16ng hiéu ning
cao (HPLC). |

Ham lugng sacarit tan trong nudc trong gluten ngd thp t6i mirc khoang 0,4%.
Do d6, su gop phin cia qué trinh 1én men bang vi sinh vat vio viéc 1am ting ty 1&

ham luong protein c6 thé dugc cho 1a khong déng ké (xem Bang 1).

Bang 1

Thanh phan Glucoza | Fructoza | Sucroza | Téng

Ham luong (%) 0,12 0,26 0,02 0,4

Vi du 2. Banh gia hydrat cacbon cAu tric trong gluten ngd

Sau khi khéng dinh trong vi du 1 ring ham luwong sacarit tan trong nuéc trong
ngudn gluten ngd duge st dung béi vi sinh vat 1a rAt nhé, viéc xt ly bing enzym
duoc thuc hién dé 1am tang lugng thanh ph?ln c6 thé duge str dung béi vi sinh vat nay.
Trudce khi sang loc enzym, hydrat cacbon cAu tric cia gluten ngd dugce phin huy dé
x4c dinh monosacarit chinh cua hydrat cacbon tao thanh gluten ngd, va co chat dich
cia enzym dugc danh gid dya trén két qua nay.

Hydrat cacbon cu tric ciia gluten ngd duge phan tich nhu sau: theo phuong
phap phén tich thanh phin cta Phong thi nghiém nang lugng tai tao qudc gia
(National Renewable Energy Laboratory: NREL), nguyén li¢u tham chiéu 12 glucoza,
xyloza, galactoza, arabinoza, manoza, fructoza, nguf‘)n gluten ngd (déi v6i mdi vi du,
phép phan tich nay dugc thyc hién ba 14n) dugc chuin bi. Mdi nguyén liéu ndy dugc
nap v6i luong 0,3g vao 5ng nghiém bang thiy tinh, va sau do, 3ml axit sulfuric 72%
duge thém vao. Ong nghiém thu dugce dugce cho vao bé nudce & nhiét @6 30°C dé thuc
hién qua trinh thiy phin bang axit trong 2 gio, sau d6 khudy bang que thity tinh trong
khoang thoi gian tir 10 phut dén 20 phut. 4ml nude cAt dugc cho thém vao bng
nghiém hydrat héa bing axit, va dung dich tao thanh dugc nap vao dd chira khéc,lva

nudce cat duogc cho thém vao véi lugng sao cho tdng trong lwong cua né dat 80g. bé
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thity phan 14n thtt hai, sin phim hydrat hoa thit nhit dugc thily phén trong ndi hip &
nhiét d§ 121°C trong 1 gid. San phdm hydrat héa thit hai dugc 1am ngudi, va sau do,
canxi cacbonat duge cho thém vao d6 dé tién hanh 1am trung hoa. Mau gluten ngd
dugc thity phin bang axit 13p lai, va cic san phim hydrat héa bang axit thu dugc
duoc phan tich bang cach st dung phuong phéap nhu d3 mo ta trén day.

Hydrat cacbon cAu tric cia gluten ngd dugc phan hiy hoan toan, va sau do,
dwoc phén tich bing phuong phap HPLC. Céc két qua cho thdy ring monosacarit
chinh 1a glucoza (xem Bang 2 va Fig.1). Diéu nay c6 nghia 13 hydrat cacbon cu tric

cia gluten ngd dugc cho la phan 16n tinh bot hodc xenluloza.

Béang 2

Monosacarit | S 13n l3p lai | Ham luong (%) | Gié tri trung binh (%)

1 , 19,376
Glucoza 2 19,222 19,318
3 19,355

Vi du 3. Su thay dbi thanh phin ngudn do viée xtt Iy bing enzym

Ham luong sacarit tan trong nugc trong ngudn gluten ngd duge st dung boi
vi sinh v4t 14 rit nhé. Tuy nhién, khi ngudn gluten ngd nay dugc xir Iy so bd bang
glucoamylaza 1a enzym phan hity céc thanh phan dugc cho 1a hydrat cacbon chinh
cua gluten ngd, thanh phén sacarit ctia gluten ngd dugc thay dbi. Phuong phép thir
nghiém dugc st dung trong vi du 1 dugc thuc hién.

Trong thlr nghiém nay, da khing dinh duoc ring khi glucoamylaza, enzym
phéan huy tinh bot trong sb cac enzym phan hiy hydrat cacbon khong tan trong gluten
ngd, duge st dung, ham lugng glucoza duge tang 1én 10 14n hodc nhiéu hon. Tuy
nhién, khi enzym phan huy tinh bot khong dugc sir dung, ham lugng cua mdi enzym

trong sd glucoza, fructoza, va sucroza la rat nhd (xem Bang 3 va Fig.2).
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Bang 3
Glucoza (%) | Fructoza (%) | Sucroza (%) Téng (%)
Ngudn gluten ngd 0,61 0,26 0,00 0,88
Xt Iy bang enzym 12,57 0,27 0,00 12,83

Vi du 4. Chuén bj céc diéu kién thich hop dé 1én men ¢ trang thai rin

Ngudn cacbon dé 1én men bing vi sinh vat thu duge bing cach xir Iy bing

enzym. Tuy nhién, do d6 pH cua gluten ng6 thudng nhé hon hodc bang 4, chiing

Bacillus khong phat trién trong d6. Vi thé, trong thir nghiém nay, dé 1én men gluten

ngb bing cach cAy ching Bacillus, @ pH cla gluten ngd duoc diéu chinh dé nam

trong khoang tir 6 dén 7, 1a khoang t6i wu cho su phat trién ctia Bacillus.

Truéec tién, trong khi ham lugng nude cia gluten ngd duoc didu chinh biang

khoang 43%, dung dich NaOH dugc cho thém vao véi néng d6 khac nhau. Dung dich

thu dugc dugce xir Iy bing nhiét & nhiét do 100°C trong 30 phut, va sau d6 do pH cla

n6 dugc xac dinh. D6 pH cia gluten ngd voi ndéng d6 dung dich NaOH khéc nhau

duoc thé hién trong Bang 4. Két quala da khing dinh dugc rang khi dung dich NaOH

2% duge st dung, d6 pH 14 t&i wu cho su phat trién cta Bacillus.

Béang 4

NaOH (%) do pH sau khi xir ly bing nhiét
0 3,85
0,1 3,85
0,2 3,97
0,4 4,3
0,5 4,23
1 4,87
2 6,17
4 8,12
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Vi du 5. So sanh hiéu qua 1am tdng ham lugng protein thu dugc bdi vi sinh vat theo
enzym

Nhu duoc khing dinh trong vi du 3, khi enzym phan huy tinh bdt dugce sir
dung, ham lugng sacarit tan trong nudce trong gluten ngd dugc tang 1én. Cac enzym
phan huy tinh bt c6 ban trén thi truong cé hoat tinh enzym va diéu kién phan tng
khac nhau. Do d6, ching c6 hiéu qua phén huy tinh bdt, mirc ham luong sacarit tan
trong nudc, va ty 1& ham lugng protein ting 1én do su 1én men & trang thai rian 13 khéc
nhau. Trong thir nghiém nay, bang cach sang loc enzym, enzym phan hity tinh bot
thich hop dé cb protein trong gluten ngd dugc sang loc.

Viéc sang loc enzym dugc thyc hién theo cach sao cho thoi diém cho thém
enzym va nhiét do phan ung dugc thay dbi theo céc dic tinh ctia enzym.

Trong truong hop nhém xur ly bing glucoamylaza va nhom xu ly bing
a-amylaza wa nhiét trung binh, dung dich NaOH 2% dugc cho thém vao gluten ngb
dé didu chinh ham luong nudc bang khoang 43%, va gluten ngd tao thanh duge xur Iy
bang nhiét & nhiét d6 100°C trong 30 phit, va sau do, dé ngudi trong khong khi, va
duge xir Iy bing cic enzym tuong ung, mdi enzym c¢6 ndng do 0,1%, va dugc cho
phan ing & nhiét do 60°C trong 1 gio.

Trong trudng hop nhém xit Iy bing a-amylaza ua nhiét, dung dich NaOH 2%
duoc cho thém vao gluten ngd dé diéu chinh ham lrong nudce clia nod bing khoang
43%, va enzym 0,1% dugc cho thém vao d6, va dung dich tao thanh dugc xtt ly béng
nhiét & nhiét do 100°C trong 30 phit. Sau khi xit Iy bing nhiét, khong dé thoi gian
cho phan trng 1én men.

Bacillus amyloliquefaciens K2G (Bacillus amyloliquefaciens, ma s6 luu gitt
la KCCM11471P, xem Bing doc quyén séng ché sb 10-1517326) 10% (thé
tich/trong lugng cua nguyén liéu) dugc ciy vao gluten ngd da dugc cho phan Gmg
hoan toan véi enzym, va sau do, gluten ngd dugc 1€n men trong bé c6 nhiét 46 khong
d6i va d6 Am khong dbi & nhiét do 37°C va dd Am 95% trong 24 gio. San pham Ién

men dugc 1am khd va nghién, va lugng protein trong d6 dugc xac dinh bang cach sir
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dung thiét bi phan hity Kjeldahl (xem Bang 5).

Nho qua trinh 1én men, tAt ca cac enzym cho thdy quin thé vi khuén séng
duoc 1 twong tw nhau. Tuy nhién, chung c6 ty 1€ ting ham lugng protein khac nhéu
dang ké. Trong trudng hop enzym khong duoc sir dung, méc du dung dich 2% dugc
thém vao va viéc xit ly béng nhiét dugc thuc hién, cac didu kién v& co ban 13 thich
hop cho su phat trién cua vi sinh vat, nhung ham lwong sacarit tan trong nuéc trong
nguyén liéu vin nhé, dén dén ty 16 tang ham lugng protein khoang 2%. Ngodi ra, diéu
nay duoc cho 12 do hiéu qua phén huy tinh bot ciia chiing khéc nhau va nhiét 46 va
thoi gian phan ng khong di, cic enzym tuwong ung cho két qua 1én men khac nhau.
Nho d6, dé lam enzym 1am ting ty 1& ham lugng protein twong dbi cao thu dugc bang

cach phan huy tinh bt trong gluten ngd trong cac diéu kién nay, glucoamylaza dugc

chon.
Bang 5
Enzym Thoi gian | Ham Quér} thé vi | Protein tho | Ty 1€ ting ham
(gio) lugng khuan con (%) lugng protein
nudc song (%)
(%) (CFU/g)
0 46,01% 4,2 E+07 71,7 -
16 38,17% - 73,9 2,2
Khong c6 enzym
20 36,32% - 74,3 2,5
24 32,81% 9,2.E+09 73,9 2,2
0 46,34% 5,0.E+07 71,7 -
Glucoamylaza 16 39,47% - 79,5 7,8
0,1% 20 | 35,54% . 78,9 7,1
24 32,84% 7,4 E+09 78,7 7,0
a-amylaza wa 0 45,97% 3,0.E+07 71,7 -
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nhiét 0,1% 16 | 35,90% ; 75,4 3,7
20 31,38% - 75,6 3,8
24 28,42% 9,7.E+09 75,7 4,0

0 45,97% 5,0E+07 71,7 -
a-amylaza uva 16 34,39% - 75,1 3.4

nhiét trung binh

0,1% 20 30,77% - 75,3 3,6
24 27,01% 1,4.E+10 75,8 4,0

Vi du 6. So sanh phuong phép 1én men va chét luong thu duge khi enzym dugce st
dung hodc khong dugce sir dung

Nhu duoc thé hién trong cac két qua thu dugc theo vi du 5, sau 24 gio 1én
men, ham luong protein ting 1én do glucoamylaza va qua trinh 1én men & trang thai
rin. D& x4c nhan thém, ngoai hiéu qua 1am tdng ham lugng protein, hi¢u qua xi ly
bang glucoamylaza d6i v6i qua trinh 1én men va chat lugng 1én men, kiéu phat trién
cua vi sinh vat, su thay dbi ham lugng nudc, su ting ham lugng protein, va kha nidng
thoai bién protein, va do tan cta protein dugc xac dinh. Qua trinh 1én men duoc thuc
hién theo cach gidng nhu cach trong vi du 5, va cac nhdm thir nghiém duge phan loai
thanh nhom xt ly bang glucoamylaza 0,5% va nhom khong duoc xir Iy bang enzym,
va céc mau dugc thu hoach tir cic nhom mdi bbn giy (xem Bang 6).

Khi khong duge xir Iy bing enzym, gluten ngd c6 sy ting ty 1& ham luong
protein khoang 2,5% do qua trinh 1én men dugc thuc hién béi vi sinh vat. Tuy nhién,
trong trudng hop gluten ngd dugc 1én men sau khi xir Iy bing enzym, ty 1€ ham lugng
protein tang 1én cao t¢i mirc khoang 8%. Diéu nay 1a do viée xtt Iy bang enzym, tinh
bot trong nguyén ligu gluten ngd duge phén hity thanh glucoza, sau d6 chét nay dugc
st dung khi vi khuan Bacillus phat trién. K&t qua 13, protein dugc cd & muc twong dbi,
tao ra hiéu qua 1am tang ty 1¢ ham luong protein. Vé diém nay, khi d pH cia gluten

ngd dugc dicu chinh dén mirc ma khi d6 vi sinh vat phat trién doc 1ap véi viée xtr ly
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bing enzym, quan thé vi khuén con séng & muc tuong dwong. Tuy nhién, phuong
phép xir ly bang enzym c6 thé duge dung dé 1am ting ty 1& ham lugng protein trong
gluten ngo.

Protein thé (ham lugng chét rin kho (DS)) trong ngudn gluten ngd bang
71,7%, va nhu trong vi du 1, ham lugng sacarit tan trong nuée, dugce st dung dé phat
tridn vi sinh vat, bang 0,4%. Do &6, néu sacarit tan trong nuéc dugce st dung va
protein vin con nguyén, ty 1é ting ham lugng protein s& & mirc nhé khoang 0,3%.
Tuy nhién, trén thyc té, ty 1& ting ham luong protein 13 cao hon 2%, va theo vi du 8,
khi viéc xit Iy bang enzym khodng duge thuc hién, ham lugng tinh bt trong san pham
1én men bi giam di so v6i ham lugng nay trong ngudn gluten ngd. Ty 1& ham luong
protein véi ham lugng sacarit tan trong nudce trong gluten ngd cao ngay ca khi gluten
ngd khong dugc xt ly bang enzym c6 thé 1a do hoat tinh ctia amylaza dugc tao ra béi
chung vi sinh vt trong khi 1én men bing vi sinh vAt. Két qua nay cho thdy ring qua
trinh 1én men bang cach sir dung ching vi sinh vét c6 hoat tinh amylaza cao co tic

dong tich cuc dén su tang ty 16 ham lugng prdtein.

Béang 6
Cacnhém | Thoi Ham Quén thé vi Ty 16 ting ham
, Protein
thir gian lugng khuan con lugng protein
. (%, ds)
nghiém (gio) nuée (%) | song (CFU/g) (%)
0 45,33% 2,6. E+07 70,51 0,09
4 44,06% 5,4 E+07 71,25 0,83
Khi khong
duoe xit Iy 8 41,54% 4,2 E+09 71,65 1,23
bang 12 37,84% 5,6.E+09 72,1 1,68
enzym
16 33,41% 3,5.E+09 72,72 2,3
20 29,83% 6,2.E+09 72,92 2,5
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24 25,75% 7,9.E+09 72,77 2,35
0 46,54% 2,0.E+07 71,43 1,02

4 45,03% 2,4 E+07 72,77 2,35

Khi duoe 8 43,53% 1,7.E+09 75,86 5,45
xtt Iy bang 12 40,37% 4,3 E+09 77,88 7,47
enzym 16 36,85% 3,8.E+09 78,08 7,66
20 33,67% 5,1 E+09 77,89 7,47

24 30,07% 8,6 E+09 78,43 8,01

Vi du 7. So sanh cac két qua thir nghiém thu dugc theo phan tng 1én men

Sang ché dé cap dén phuong phép lam tdng ham luong protein trong gluten
ngb bang cach thyc hién viée xtt Iy so bd bang enzym va ddng thoi 1én men bang vi
sinh vét. Néu qu4 trinh Ién men dﬁqc thuc hién ngay sau khi xir 1y bang enzym ma
khong c6 phan tng 1én men riéng biét, qué trinh lam tdng ty 1¢ ham luong protein
trong gluten ngd va qua trinh tao ra gluten ngd co6 thé dugc don gian hoa va ngoai ra,
chi phi san xuit ¢6 thé dugc giam di. D& khing dinh gia thiét ndy, cin xac dinh phan
g 1én men riéng bi€t bang cach so sanh céac két qua ctia hai thi nghiém sau déy: qua
trinh 1én men duoc thuc hién theo cach giéng nhu céch trong vi du 5, va sau khi cho
thém enzym, phan tmg 1én men dugc thuc hién ¢ nhiét do 60°C trong 1 gio; va qua
trinh 1én men duoc thuc hién theo cach gidng nhu cach trong vi du 5, va khong c6
thoi gian cho phan tng 1én men, vi sinh vét dugc céy.

Két qua 12 khong c6 su khéc biét dang ké vé ty 1é ting ham lugng protein gitra
truomg hop c6 thoi gian cho phan tng 1én men (xem phén phan tmg 1én men trong
Bang 7) va truong hop khong c6 thoi gian cho phan tmg 1én men (xem phan khong c6
phéan tng 1é€n men trong Bang 7). Két qua nay cho thdy ring ngay ca khi khong c6

thoi gian cho phan tng 1én men, phan ing 1én men van dién ra du trong qua trinh 1én
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men (xem Bang 7).

Bang 7

C6 hodc khong | Thoi | Ham lugng QuAn thé vi khuin | Protein Ty 1€ ting
c6 phan tng gian | nudc (%) | con séng (CFU/g) | (%, ds) ham luong

1én men (gid) protein (%)
0 45,86% 1,45.E+07 72,75 -
Khong c6 phan | 16 37,69% 6,85.E+09 78,88 7,93
tng 1én men
20 33,97% 1,39.E+10 79,36 8,41
0 46,47% 2,95.E+07 73,71 -
C6 phan tng 16 34,14% 7,25 E+09 79,67 8,58
1én men
20 30,84% 6,15.E+09 79,24 8,15

Vi du 8. So sanh ham luong tinh bdt va ty 1¢ ham luong protein theo ndng dd enzym

M&i tuong quan gitta su gidm ham lugng tinh bot va su ting ty 1¢ ham luong
protein trong gluten ngo theo ndng d6 enzym dugc xac dinh. Tinh bt trong nguyén
liéu dugc giam dén murc nhét dinh theo lugng ctia n6 do su 1én men bang vi sinh vat,
ngay ca khi khong xtr ly bing enzym. Ngoai ra, ndng d enzym cang cao, ham luong
tinh bot trong nguyén li€u cang thip. Do d6, ty 1& ham lugng protein dugc ting lén
dang ké (xem Bang 8).

Trong khi d6 gluten ng6 1a san phém phu dugc tao ra khi tinh bot ngd dugc
tao ra, va ham lugng protein trong gluten ngd c6 thé thay ddi tuy theo hiéu sut cia
tinh bot ngd. Pidu nay c6 nghia 12 ham luong protein trong gluten ngd cang thip,
ham lugng tinh bt cang cao hon déng ké. Do d6, glucoza dugc phan hiy nhiéu hon

bang enzym phén hity tinh bot, va vi thé, hiéu qua lam ting ty 1€ ham luong protein
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do sy 1én men bing vi sinh vat c6 thé ting 1én. Bang 9 thé hién két qua 1én men thu

dugc bing cach sir dung ngudn gluten ngd khi ham lugng protein trong gluten ngd

bang 66% va 70%. Khic véi ham lugng protein trong nguyén li€u, cac didu kién

gidng hét bao gém ham lugng glucoamylaza 0,1%, ciy Bacillus 10%, v.v. dugc st

dung dé thyc hién viéc 1én men. Két qua 1a khi ham lugng protein trong gluten ngd

bing 66%, ham lugng protein nay dugc ting thém. Trong thir nghi¢m nay, gié tri tinh

bt cua cac nguén tuong tng khdng dugce XAc dinh, va do d6, kh6 chiing minh dugc

rang ham luong tinh bdt cao hon hoan toan ham lwong protein. Tuy nhién, 6 thé gia

thiét ring néu gia tri tinh bot cao hon do ham lugng protein thap, glucoza dugc phin

hty nhiéu hon béi enzym, didu nay dn dén ty 1é ting ham lugng protein cao hon.

Bang 8

Cac | Nong | Thoi| Ham | Quanthé |Protein | Ty1é¢ |Glucoza | Tinh
nhom do | gian | lugng | vi khudn | (%, ds) | tingham | (%) bot
tht | enzym | (gio) | nuéc | con sbng luong (%)
nghiém | (%) (%) (CFU/g) protein

(%)
Nguyén - - - - 70,28 - 0,14 |15,86
liéu
0 |45,76% | 2,00.E+07 - - - -

Khong | 0% | 16 |37,11% | 8,20.E+09 | 72,61 | 2,33 - -
xu ly

. 20 |33,64% | 1,07.E+10 | 72,63 2,36 - -
bang

enzym 24 |31,05% | 8,75.E+09 | 72,67 2,39 0,25 | 10,75
Co xtr 0 |45,76% | 5,10.E+07 - - - -

-19-




29436

Iy bang | 0,00% | 16 |35,49% | 6,10.E+09 | 71,86 | 1,58 - -
enzym 20 |32.35% | 7,70F+09 | 72,03 | 1,76 ; i
24 129.99% | 7,60.E+09 | 72,53 | 2,26 0,25 |11,64
0 |46,00% |225E+07 | - - - -
0,01% | 16 |36,91% | 1,06.E+10 | 75,1 4,83 - -
20 |31,90% | 1,16.E+10 | 753 5,03 - -
24 129.74% | 1,10.E+10 | 75,14 | 4,86 0,28 | 7,61
0 |46,43% |2,90.E+07 | - - - -
0,05% | 16 |38,45% |9,70.E+09 | 76,89 | 6,61 - -
20 |34,50% | 1,18.E+10| 77,73 | 7,46 - -
24 130,49% | 1,02.E+10 | 77,18 | 6,91 037 | 4,43
0 |46,24% |2,80.E+07 | - - - -
0,10% | 16 |37,41% | 8,95.E+09 | 77,88 | 7,61 - -
20 |33,92% | 1,15.E+10 | 78,41 8,14 - -
24 130,62% | 1,10.E+10 | 78,38 | 8,11 0,58 | 2,94
Bang 9
Cac nhom thir | Thoi Quanthévi | Protein (%, | Ty 1¢ ting ham
nghiém gian khuén con ds) lugng protein (%)
(gid) | sbng (CFU/g)
0 5,05.E+07 - ]
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Protein nguén | ¢ 1,28 E+10 77.893 7.949
70% |
20 1,04 B+10 78,601 8,657
24 1,21 E+10 78,345 8.401
0 3,65 F+07 ) ;
16 1,08 B+10 74,713 8,855
Protein nguén
20 1,17.E+10 75,089 9,231
66%
24 1,43 B+10 74,989 9,131

Vi du 9. Khing dinh gluten ngd duoc 1én men bang nAm men

Nhu dugc mo ta trong cac vi du trén day, da khéng dinh duoc rang gluten ngd
duoc 1én men bing Bacillus va c6 hidu qua lam ting ty 1 ham luong protein do viée
cho thém enzym. Céc tac gid sang ché d4 tién hanh thém nhidu thir nghiém dé khang
dinh gluten ngd dugc 1én men bing nim men cht khong phai Bacillus dé so sanh céc
dic tinh 1én men cua gluten ngd theo vi sinh vét.

Trong thtr nghiém ndy, Saccharomyces Carlsbergensis dugc sit dung lam
ndm men dé thuc hién qua trinh Iéﬁ men. Giéng nhur qua trinh 1én men bang Bacillus,
nude duoc cho thém vao gluten ngd d& diéu chinh ham luong nuwdc bang khoang
43%, va dung dich tao thanh dugc xtr ly bang nhiét & nhiét d6 100°C trong 30 phut.
Gluten ng6 da xi ly nhiét duogc dé nguoi trong khong khi, va trong truong hgp nhém
duge xtt Iy bing enzym, glucoamylaza dugc st dung v6i lwong 0,5% so v6i nguyén
liéu, va trong truedng hgp nhém khong duoce xir ly bang enzym, enzym khong dugc sir
dung, va v6i cd hai nhom, gidng nubdi cly S.carlsbergensis dugc cho thém vdi lugng
10% so véi nguyén liéu. San phim thu duge duge dé 1én men trong bé & nhiét do

khong dbi va do Am khong ddi (nhiét do 30°C va do Am 95%) trong 48 gi. Do nhiét
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d6 phat trién tdi wu cla ndm men bing 30°C, qua trinh 1én men duge thuc hién &

nhiét do khac véi nhiét dd phat trién cua Bacillus. Thoi gian 1én men 13 48 gid, do

nam men phat trién chdm hon Bacillus.

Gia thiét ring nAm men phat trién du trong diéu kién axit, @6 pH khong dugc

didu chinh. Chi san phidm 1én men thu dugc khi c6 xir 1y hodc khong xir ly bing

enzym dugc so sanh. Céc két qua so sanh cho thay rang nam men phat trién ma

khong c6 su diéu chinh bat ky vé do6 pH cta gluten ngo, va ty 1€ ting ham lwong

protein thay dbi theo qua trinh xir Iy bang enzym. Khi khong c6 xu ly bang enzym,

sacarit tan trong nuégc, dugce st dung d& phat trién vi sinh vat, v6i lugng nhé trong

gluten ngd, va do do, hiéu qué cd protein tir viéc 1én men 1a tuong d6i nho va ty 1&

ting ham lugng protein 1& nhé hon 1%. Tuy nhién, khi dugce xir ly bang enzym,

gluten ngd c6 ty 1€ ting ham lugng protein bang 9% hoic cao hon (xem Bang 10).

Bang 10
Nhomthir | Thoi | Ham | D6 | Quinthévi | Protein | Ty Ié ting ham
nghiém gian lugng pH khuén con (%, ds) lugng
(gid) nudc sdng CFU/g) protein (%)
(%)
0 46,0% | 3,92 6,0.E+06 71,76 -
Khong xur
Iy bing 24 | 41,4% | 4,52 | 1,6.E+08 72,56 0,80
enzym :
48 38,5% | 4,63 3,0.E+08 71,92 0,16
0 45,4% | 3,97 8,0.E+06 71,76 -
Co xir Iy
bang 24 39,7% | 3,91 8,1.E+08 81,12 9,36
enzym
48 31,2% | 3,86 8,6 E+08 81,13 9,37
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Vi du 10. Khéng dinh gluten ngd dugc 1én men bang vi khudn axit lactic

Nhu dugc mé ta trong cc vi du trén day, da khing dinh dugc ring gluten ngd
dugc 1én men béng Bacillus hodc nAm men va c6 hiéu qua lam ting ty 16 ham luong
protein do viéc cho thém enzym glucoamylaza. Céc tac gia sang ché tién hanh thém
nhiéu thir nghiém dé khing dinh gluten ngd dugc 1én men bang vi khuén axit lactic
chir khoéng phai Bacillus va ndm men dé so sanh céc dic tinh 1én men cta gluten ngd
theo vi sinh vat.

Déi v6i qua trinh 1én men bang vi khuén axit lactic, Lactobacillus plantarum
dugc st dung. Giéng nhu 1én men bﬁng Bacillus, nuéc hoic NaOH 2% dugc cho
thém vao gluten ngd dé didu chinh ham lwong nudc bang khoang 43%. Néi chung, vi
khudn axit lactic phat trién trong diéu kién axit hodc trung tinh. Tuy nhién,
L.plantarum khong phét trién trong gluten ngd, 1a nguyén liéu c6 tinh axit. Do do, ca
gluten ngd ma nudce da duge thém vao trong khi khong didu chinh d6 pH va gluten
ngod co do pH da didu chinh dugc ding dé 1én men. Gidng nhu chinh phuong phap
duoc st dung lién quan dén viéc 1én men bang Bacillus va 1én men bang ndm men,
gluten ngd duogc xir Iy bing nhiét & nhiét do 100°C trong 30 phit, va sau khi dé ngudi
trong khong khi, trong trudng hop nhom duge xtt ly bing enzym, glucoamylaza dugc
cho thém véi lugng 0,5% so véi nguyén liu, va trong trudng hop nhém khong duoc
xir Iy bing enzym, enzym khong dugc thém vao. Gidng nudi cdy L.plantarum duge
cdy véi lugng 10% so v6i nguyén lidu, va & nhiét do 37°C, qué trinh 1én men ky khi
duoc thuc hién. Qua trinh 1én men dugc thyc hién trong 48 gio do vi khuén axit lactic
ciing phat trién chdm hon Bacillus.

Tir két qua cla qua trinh 1én men béng vi khudn axit lactic, da khing dinh
duoc rang, khi cho thém hodc khong cho thém enzym, vi khuén axit lactic khong
phat trién trong gluten ngd c6 4 pH khong durgc diéu chinh. Tuy nhién, trong truong
hop gluten ng6 c6 d6 pH duoc didu chinh, quin thé vi khuln con sdng dugc ting 1én.
Két qua nay cho thiy ring su phat trién cta L.plantarum trong gluten ngd nhét thiét

cAn ¢6 sy diéu chinh dd pH. Ngoai ra, sy giam d6 pH cho thdy rang axit hitu co dugc
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tao ra bdi qua trinh 1én men bang vi khuln axit lactic. Tuy nhién, bt ké viéc xit ly

bing enzym va didu chinh d6 pH, tit ca cic nhém thir nghiém déu cho thay khong c6

hiéu qua 1am tang ty 1¢ ham lugng protein, va diéu nay duogc cho 1a do sy 1én men ky,

khi khong tao ra hidu qua cd protein. Sy khéc biét gitta nhém duge xir ly bang enzym

va nhom khong duge xtr ly bang enzym 13 & chd sy giam d6 pH 13 16n hon khi do pH

duoc kiém soét so vé6i khi do pH khong duge kidm soat. Ciing gia thiét ring & nhém

duge xir Iy bing enzym, do ¢ nhiéu thanh phin monosacarit cho sy phat trién vi

khuan axit lactic, su chuyén hoa xuat hién nhanh chéng va axit hiru co duoc tao ra

nhidu hon. Trong khi @6, do d6 pH cta gluten ngd bi gidm di do axit hitu co, axit nay

duoc tao ra trong 24 gi¢ 1én men, dén murc trong d6 vi khuén axit lactic khong thé

phat trién, quan thé vi khuan con séng trong nhom dugc xir ly bang enzym va nhom

duoc kidm soat o pH sau 48 gidr 1én men bi gidm di (xem Bang 11).

Bang 11
Nhém thr | Diédu Thoi | Him | Do | Quinthé | Protein | Ty Ié tang
nghiém | chinhd) | gian |luong | pH | vi khuén (%, ds) | ham luong
pH (gi¢) | nudc con sdng protein (%)
(%) (CFU/g)
44,9
0 3,9 | 1,LLE+08 | 71,76 -
Khong %o
diéu 45,4 10° hodc
24 3,93 71,32 -0,44
chinh do % nhd hon
Khong xur
. pH 45,1 » 10° hozc
ly bang 48 3,92 71,48 -0,28
% nhé hon
enzym
. 44,6
Co diéu 0 o 6,96 | 1,3.E+08 | 71,76 -
(V]
chinh do
44,8
pH 24 5,61 | 1,6.E+09 | 70,87 -0,89
%
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46,2
48 5,7 2,0.E+09 | 71,30 -0,46
%
- 45,0
0 3,9 9,8. E+07 | 71,76 -
Khong %o
diéu 45,5 10° hozic
24 3,92 72,03 0,27
chinh d¢ % nho hon
pH 45,6
Xt ly 48 o 3,9 8,4 E+04 | 72,55 0,79
. /0
bang
44,9
enzym 0 6,69 | 1,3.E+08 | 71,76 -
. %
Cé diéu
46,8
chinh d0 24 y 4,37 | 2,8.E+09 | 72,53 0,77
00
pH
45,1
48 428 | 3,6.E+08 | 72,61 0,85
%

Gia tri k§ thuét chinh cia sang ché nim & chd su chuyén hoa tinh bot trong

gluten ngd thanh sacarit tan trong nuéc do phan ing 1€n men, va dé cho vi sinh vt st

dung sacarit tan trong nu¢c phat trién. Trong truong hop Bacillus va ndm men, do

céc dic tinh phat trién wa khi cla vi sinh vat, sacarit dugc sir dung va chuyén hoa

thanh CO,, 1am cho protein dugc ¢d dic. Tuy nhién, trong trudong hop vi khudn axit

lactic, ngay ca khi sacarit dugc sir dung va vi sinh vat phat trién, do céac dic tinh phat

trién ky khi ctia vi sinh vat, khong thé thu dugc hidu qua co protein do axit hitu co

dugc tao ra. Tuy nhién, do cac dic tinh cta axit hiru co dugc tao ra, vi khuan axit

lactic dugc danh gia cao nhu men vi sinh. Cho dén nay, khi gluten ngd dugc sit dung

1am nguyén liéu, do khong c6 sacarit tan trong nurée c6 the duge dung dé 1én men, sy

tao ra axit hitu co do su chuyén hoa cua vi khuan axit lactic bi han che. Tuy nhién, su

phén hiy tinh bdt, 1a d4u hiéu k¥ thuat quan trong cla sang ché, gop phan vio su

chuyén hoa ctia vi khuan axit lactic.
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Vi du 11. So sanh kha ning thoai bién protein do su 1én men theo vi sinh vat

Dé x4c dinh sy khac biét bt ky vé cac chi s6 khic véi hiéu qua 1am ting ham
luong protein, kha ndng thoai bién protein cia gluten ngd dugc phan tich bing
phuong phap SDS-PAGE. Cac miu dugc ding dé phan tich SDS-PAGE dugc chuan
bi bang céch sir dung phuong phap sau.

DP&i v6i mbi san phdm 1én men dugc thu thip & céc thoi diém khac nhau,
khoang 100mg san phim 1én men dugc tao huyén phu trong dung mdi ure 8M, va
duoc siéu 4m, va ly tdm (8000 vong/phut, 10 phut). Chét chiét tao thanh dugc dinh
lugng BCA dé x4c dinh ty 1€ ham lugng protein, va d6i v6i phuong phéap SDS-PAGE,
lugng twong duong cua protein dugc tai dé x4c dinh mirc d6 thoai bién protein & cac
thoi diém khac nhau. Kich thudc cia gen dénh diu ding cho phuong phép
SDS-PAGE 1a 250, 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15, hodc 10kDa.

Céc két qua thir nghiém cho thiy rang mirc do thoai bién protein thay dbi theo
cac dic tinh cta vi sinh vat. Vi du, trong truong hop nhém Bacillus tao ra proteaza,
do su 1én men, peptit ciia nguyén liéu gluten ngd dugc thoai bién dén murc khoang
20kDa (xem Fig.3). Tuy nhién, trong truong hop nidm men va vi khudn axit lactic,
khong thé tao ra proteaza, bat ké xir Iy bang enzym hoic diéu chinh d6 pH hay khong,
trong qué trinh 1én men, peptit trong nguyén li¢u khong dugc thoai bién (xem Fig.4
va Fig.5).

Su thoai bién protein clia gluten ngd thanh peptit bing cach 1én men bang
Bacillus c6 thé tao diéu kién thuan loi cho su tiéu hoa thirc dn. Trong khi d6, méc du
trong trudng hgp ndm men va vi khuén axit lactic, kha ning thoai bién protein khong
xay ra, do cac thanh phén chirc ning, nhu betaglucan tdn tai trong thanh té bao cla
ndm men c6 chirc nang mién dich, va vi khudn axit lactic ¢6 thé dugc st dung lam
men vi sinh, do d6 tac dung cua nguyén liéu thitc dn duogc cho 1a co thé tang lén.

Khi phuong phap c6 protein trong bt ngil cbc theo mot phuong 4n cia sang
ché duoc sir dung, lwgng sacarit tan trong nude trong nguyén liéu dugc ting lén bang
cach xir Iy bot ngii cbe bang enzym, va lugng sacarit tan trong nude tang lén duoc

loai bé bang cach ciy vi khuan hodc nAm men vao bdt ngii coc va 1én men. Nho do,
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hiéu qua lam téng ty 1€ ham 1uqng protein dugc tang 1én, va tinh ndng cta bot ngl cde
lam ngudn protein c6 thé dugc cai thién.

Can hiéu ring cac phuong 4n duge mo ta & diy chi dugc hiéu theo nghia
minh hoa va khong duogc hiéu theo muc dich giéi han. PhAn mo ta cac ddu hiéu hoic
khia canh trong mdi phuong 4n thudng cin duoc cho 1a 6 thé ap dung cho cac diu
hiéu hodc khia canh twong tu khac trong cac phuong én khéc.

Trong khi mot hodc nhiéu phuong 4n di dugc md ta cung vdi cac hinh V&,
ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay s€ hidu ring c6 thé tién hanh céc thay
d4i khac nhau vé hinh dang va chi tiét ma van nam trong pham vi cia sang ché nhu

duoc xac dinh trong phin yéu ciu bao ho kém theo.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phép co protein trong bot ngii cbc, phuong phap nay bao gbm cac budc:
cho thém dung dich bazo vao bot ngii cbc dé didu chinh do pH;
xtr 1y bot ngii cde bing enzym a-amylaza hoic glucoamylaza dé phan hiy
hydrat cacbon chu tric; va

céy vi khuén vao bot ngil cbc dé thuc hién viéc 1én men & trang thai rén.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi khudn 12 gidéng Bacillus.

3. Phuong phap theo diém 2, trong d6 gidng Bacillus bao gbm it nhit mot ching
duoc chon tir nhém bao gém Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus
toyoi,  Bacillus  coagulans,  Bacillus  polyfermenticus, ~va  Bacillus

amyloliquefaciens K2G.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi khudn 13 vi khuén axit lactic.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 vi khuén axit lactic bao gdm it nhit mot ching
dwoc chon tr nhom bao gdbm gibng Lactobacillus, gidng Lactococcus, gidng
Leuconostoc, gidng Pediococcus, va gibng Bifidobacterium.

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 bot ngil cde 14 gluten ngo.

7. Phuwong phap theo diém 1, trong d6 hydrat cacbon cAu triic bao gbdm it nhat mot
thanh phén dugc chon tir nhém bao gém tinh bot, xenluloza, hemixenluloza, hodc
pectin.

8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 enzym dugc sir dung véi luong nim trong

khoang tir 0,1 dén 1 phan trong lugng so véi 100 phan trong lugng ciia bot ngil

coc.
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9. Phwong phép theo diém 1, trong d6 dung dich bazo duge cho thém vao bot ngil cbe
sao cho ham lugng nuée clia bot ngii cde nim trong khoang tir 40% (thé tich/trong
luong) dén 50% (thé tich/trong lugng).

10. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phap ny con bao gbm budc xir Iy bot
ngii cb¢ bang nhiét & nhiét do nim trong khoang tir 60°C dén 130°C trong khoing

thoi gian tir 5 phut dén 30 phut, sau khi cho thém dung dich bazo vao bot ngii che.

11. Phuong phap theo diém 10, trong d6 dung dich bazo dugc cho thém vao bot ngii

cbe sao cho dd pH cua bot ngil cde nay nim trong khoang tir 5 dén 7.
12. Bot ngii cde chira protein dugc co bang cach sir dung phuong phap theo diém 1.

13. Chét phu gia ding cho thirc 4n c6 bot ngii cbc chira protein dugce co theo diém 12.
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Fig.1
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Fig.4 Khongxir Iy X Iy bang
bang enzym enzym
Nguyén 24 48 24 48
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