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Linh vire k§ thuat dwoce dé cip

Giéi phép hitu ich thudc linh vuc cong nghé sinh hoc, cu thé 13 d& cap dén quy
trinh san xuét chit xo hoa tan xylooligosacarit bang cach st dung céng nghé enzym dé

1am thuc phdm chirc ning
Tinh trang ky thuét cda gidi phap hiru ich

Xylooligosacarit (XOS) 1a cac olygome cia dudong xyloza (2-7 gbc duong).
XOS 12 ngudn co chit thich hop cho ca cac vi khuan Bifidobacteria va Lactobacillus,
12 nhitng chiing vi khuin phd bién trong dudng rudt ciia ngudi. S6 liéu nghién ctru thu
dugc da khing dinh XOS ¢6 vai trd sinh hoc thong qua kha ning: 1) (rc ché hoat dong
cia cac vi khudn gdy bénh dudng rudt do sinh ra cic axit béo mach ngin nhu axit
butyric; ii) 1am ting kha ning hip thu khodng cla co thé. Ung dung cta XOS kha
phong phu. XOS co thé sir dung lam chét phu gia trong ché bién thyc pham chic ning,
m§ phdm, néng nghiép hay duoc pham. XOS c6 tinh chét hoa 1y kha dic biét so véi
cac oligosacarit (OS) khac nhu d§ ngot thép, bén viing trong diéu kién pH va nhiét do
rong, s& hitu cac dic tinh cam quan thich hop d8 két hop vao thuc phadm. Vi thé, XOS
c6 nhiéu vu viét hon cac OS khac & ca khia canh loi ich sirc khoé va cac dic tinh lién
quan dén cong nghé.

XOS c6 thé duge tach chiét & quy md cong nghiép bang hoa chét hoic bing
cach thiy phan bing enzym. Phwong phap tach chiét XOS bang kiém nhe duogc sir
dung kh4 phd bién. Tuy nhién, viéc san xuit XOS bing cong nghé hoéa hoc ¢6 nhuge
diém 1a san phém thu dugc con 1an nhidu tap chét hoa hoc, anh huéng dén hoat tinh
ctia san phdm, khong dam bao chét luong @8 c6 thé st dung trong linh vuc thuc phdm
va dugc phim. Ngoai ra, viéce tién xtt Iy nguyén liéu bing kiém 1am 4n mon thiét bi san
xuét, tao ra nhidu dudng don nhu xyloza va gy 6 nhiém moi trudng.

Viée stt dung enzym dé san xudt XOS dang dwoc quan tdm nhiéu hién nay.
Phuong phép tach chiét XOS bang cach st dung xylanaza (1-4 endo-xylanaza) la phd
bién nhit vi kha ning cét nglu nhién lién két B-1,4-xylan trong cac c4u trac XOS mach

dai, giai phong ra nhitng phan tir XOS tan dugc trong nudc. Phuong phdp tach chiét
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bﬁng enzym cé uu diém cho hiéu qua tach chiét cao, thu hoi dugc dang khong chiét
dugce trong nudce, san phém thu hoi an toan, khong tao ra dung phu vi thé c6 thé duoc

stt dung 1am thure phdm chire ning cho ngudi.

Nghién clru cia Zhao, Z., Egashira, Y. and Sanada, H. J. (Agric. Food Chem.
2003, 51, 5534 — 5539); Saulnier, L. Vigouroux, J. and Thibault, J.F. (Carbohydr. Res.
1995, 272, 241 — 253) va Ohta, T., Semboku, N. Kuchii, A. Egashira, Y. and Sanada,
H. J. (Agric. Food Chem. 1997, 45, 1644 — 1648) da sir dung axit nhu oxalic hay
trifloaxetic dé thay phan cam ngii cbc nhim san xuét xylooligosacarit. Han ché cua céc
phuong phép nay 13 san phdm san xuit dugc khong dic hiéu kho kiém soat, dAn dén

chit lwong san phdm khong nhu mong mubn.

Mueller-Harvey, 1. va Hartley, R. D. (Carbohydr. Res. 1986, 148, 71 — 85) va
Lequart, C, Nuzillard, J.-M, Kurek, B. and Debeire, P. (Carbohydr. Res. 1999, 319,
102 — 111) da st dung cAc enzym tinh sach mot phan nhu xenluloza hay endoxylanaza
dé san xuét XOS tir cam ngii cdc va rom. Tuy nhién, viéc st dung enzym tinh sach

mdt phan s& 4nh huéng dén hiéu qua kinh té.

Pon yéu ciu clp patent My sb US20110020498 ctia Willem Broekaert
(Dilbeek, BE) Christophe Courtin (Wilsele, BE) va Jan Delcour (Heverlee, BE) cong
b6 ngay 27/1/2011 mb ta quy trinh san xuit arabinoxylan (d4n xuét ctia XOS) tir cdm
laa my ciing dé cap dén viéc st dung céng nghé da enzym cong nghiép. Trong d6, a-
amylaza (Termamyl 120LS, Novozymes, Bagsvaerd, Denmark) dugc ding dé loai b6
tinh bdt. Sau do, proteaza (Neutrase 0.8L, Novozymes, Bagsvaerd, Denmark) dugc st
dung dé loai bo protein. Cudi cing, b3 cam duoc thu lai va duoc thay phan véi
endoxylanaza GHF 11 cta Bacillus subtilis (Grindamyl H640, Danisco, Denmark) theo
2 giai doan thuy phan. Giai doan 1 sit dung enzym & ndng d6 1,4 don vi/g cam trong
10 gio & 50°C. Giai doan 2 sir dung enzym GHF11 endoxylanaza & ndng do 1,1 don
vi/g trong thoi gian 10 gior & 50°C. Dich sau thily phan & ndng d6 20% chét khé dugc
thu lai bang mang loc chan khong va sdy phun dé thu duoc san phdm. C6 thé thiy day
1a quy trinh kha hiéu qué, an toan va kinh té. Tuy nhién, quy trinh thu XOS nay vin

con phuc tap, anh huéng dén gia thanh san pham.

Cong bd don yéu ciu cip patent qudc té sé W02015107413 Al cong bd 2015
ctia Arvind Mallinath Lali, Annamma Anil Odaneth, Mukesh Prabhakar Pednekar vé
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sin xult oligosacarit (OS) bao gdbm ca hdn hop arabinoxylooligosacarit,
xylooligosacarit va cello-oligosacarit, tir phu thai ndng nghiép. Trong sang ché nay,
kiém dugc str dung dé xir 1y cac phan doan rin khong tan. Sau d6, cello-oligosacarit
hoa tan dugce loai bé nho axit lodng. Co thé nhan théy san phérn thu duoc 1a chua dac
hiéu va viéc str dung kiém sé& anh hudng nhidu dén chit luong cia san phim cubi cing

ciing nhu c4c thiét bj sit dung trong quy trinh san xuét.

Tai Viét Nam, Trinh Thi Kim Van va cac cong su (2010) d3 nghién ctu Gng
dung cong nghé enzym két hop véi héa hoc dé san xuit va sit dung dudng chirc ning
XOS tir 16i ngd. Méc du nhom nghién ctru da thu duge XOS tu ngudn phé liéu nong
nghiép nay nhung do tinh khiét chi dat < 60%. Gia thanh san phim cao va phai xtt ly
mdi trudmg ba thai 16n. Mot didu quan trong 13 viéc ding héa chit xtt ly din dén ton
du chét c6 hai trong san phidm nén kha ning tng dung cho ngudi s& bi han ché. Trong
mdt nghién ctru khac v6i OS tir san phdm phu ndéng nghiép, H6 Kim Vinh Nghi va cic
cong su (2009) & Vién Cong nghiép Thuc phim d4 tién hanh tach chiét cac OS tir cim
gao va thu duge san pham OS & dang hdn hop v6i ham lugng chit xo hoa tan (gdm ca
chit xo khong phai OS) chiém khoang gin 20% lugng chét kho tong sb. C6 thé thiy
ring, mic dii cAm gao 1a ngudn nguyén liu rat gidu xylan, cc tic gia vin chua dinh

huéng dugc cong nghé dé thu duge san phdm OS dang tinh khiét c6 chit lwong cao.

Nhu vy, cac nghién ciru va quy trinh cdng ngh¢ dd cong bd van con nhiing
han ché, cin phai tiép tuc duoc tdi wu hoa dé c6 quy trinh thu XOS déc hi¢u, don gian,
an toan, thin thién v4i moi truong va phu hgp véi diéu kién san xuét tai Viét Nam.
Ban chét k§ thuit cia giai phap hitu ich

Muc dich ctia giai phap hitu ich 1a chi dong cong ngh¢ san xuét XOS & trong
nudce, khic phuc duoc cac thiéu sét cia cac quy trinh cong nghé da biét va phii hop véi
didu kién san xuét ctia Viét Nam. Dé dat dugc muc dich d6, giai phap hitu ich dé xuét
quy trinh san xuit chit xo hoa tan XOS tir cdm gao sit dung cong nghé da enzym cong
nghiép dé lam thuc phim chirc ning cho ngudi. Quy trinh san xuét XOS nay c6 tinh
wu viét & chd: i) khong st dung hoa chit dé xir Iy nguyén liéu nén dam bdo an toan
thuc phém; ii) khong c6 san phdm phu thai ra mdi truong nén khong phai xir Iy moi
truong; iii) sit dung endo-xylanaza thuong mai (hdng Novozymes) thay vi sit dung moi

trudng nudi ndm Asperigus oryzae hodc Lentinus edodes sau 10-14 ngdy chira
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endoxylanaza dé thiy phan cam gao mot giai doan, gitp tiét kiém thoi gian va tranh
nhiém trong nudi ciy; iv) cac enzym dung dé san xuit XOS déu 1a phd bién trong ché
bién thuc phém va c6 gid thanh thép; va v) budc thu va lam sach dich thuy phan don
gian, hi€u qua.
Quy trinh theo giai phap hitu ich bao gdm céc budc:
a) thity phan dé loai bé tinh bot & cam gao bang cach st dung enzym amylaza;
b) thity phan d loai bo protein c6 trong cdm gao bang cach sit dung enzym proteaza;
¢) thity phan giéi han mot 14n ba cam gao di duoc loai bo tinh bdt va protein
bang cach st dung enzym endoxylanaza;
d) Iam sach va c6 dac dich thiy phan chira XOS bé'lng cach st dung cdt loc; va
e) sy phun san phdm thu dugc & bude (d) thanh bdt va déng géi san phim.
M0 ta vin tit ciac hinh vé

Hinh 1 14 sic ky d6 TLC san phim XOS thu dugc.

Hinh 2 thé hién d6 sach XOS bing HPLC, A: XOS chudn 0,1%.; B: ché phim
XOS tir cam gao.

Hinh 3 thé hién kha ning sinh truéng cia Bacillus trong moi trudng chira XOS.
Hinh 4 14 sdc ky 6 TLC méi trudng nudi cdy B. subtilis c6 chira XOS. 1. XOS;
2. Mdi truong LB tai thoi didm 0 gio; 3. Moi trudng LB tai thoi diém 24 gio.

Hinh 5 thé hién ham luong butyrat trong moi truong nudi cdy B. subtilis ¢b
chira XOS.
MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich d& xuét quy trinh san xuét ché phdm XOS bang cach st dung
cac enzym thén thién véi mdi trudong, an toan thuc phém, phu hgp véi didu kién Viét
Nam 1a nhitng diém hoan toan méi so vé6i céc cong nghé da st dung dé tinh sach XOS
& Viét Nam. Quy trinh nay bao gdm céc bude sau:
Buéc 1: Thity phan dé loai b tinh bot bang amylaza

Cam khong 13n tap chat va hat cam c6 kich thuéc nhd hon 0,2 mm (Iot qua sang

¢6 kich thudce 16 0,2 mm). Cam dugc kiém nghiém dau vao vé céc chi tiéu an toan vé
sinh thure phdm, trong d6 ¢6 thanh phin do im, protein, lipit, tro tdng s6, chit xo tdng

s, aflatoxin, manh vat sic nhon, va déc biét ¢6 ham lugng xylan > 12,8% thong qua

-5
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viéc do ham lwong D-xyloza bing D-xyloza kit (Megazyme). C4m sau khi sdy duoc
tron véi dung dich dém phosphat c6 d6 pH=6,5, ndéng d6 20 mM. Hén hop cam va
dung dich dém duoc khudy véi tbc do 100 vong/phut & 50°C trong 30 phut dé tao
thanh hé huyén phu. St dung ndi inox gia nhiét hai vé 300 lit ¢6 cdnh khudy. Tinh bt
trong cam dugc thiy phén bing enzym amylaza (Termamyl® SC, Novozymes) ndng
dd 0,2% trong 20 phiut & 90°C. Cam dugc khua‘iy tron lién tuc & tbe do 100 vong/phut

d8 nang cao hiéu sut thiry phan.
Budc 2: Thity phén dé loai bé protein bang proteaza

Protein trong dung dich cdm sau khi dd dugc thiy phén dé loai tinh bot thu
duoc & bude 1 sé tiép tuc dugce thiiy phan d8 loai bo protein bing proteaza (Alcalase®,
Novozymes) v&i néng dd 0,4% trong 60 phut & 50°C, d¢ pH=6,5. Dich dugc khuéy
tron lién tuc & téc do 100 vong/phut dé nang cao hiéu suét thuy phan. Dich sau thity
phan dugc gia nhiét 1én 100°C trong 20 phut. Dich nay dugc khudy tron lién tuc & 100

vong/phut dé nang cao hi¢u suét thuy phan.

Bué6c 3: Thuy phan giéi han mét 1an ba cam gao da loai bo tinh bot va protein bang

endoxylanaza

Dich thity phan sau budc 2 dugce thu lai dugce sir dung may ly tdm o & toe @0
quay 5000 vong/phut. Ba cdm sau d6 dugc rira bing nudc RO hai 1an rdi dua tré lai
ndi inox gia nhiét hai v6 300 lit c6 canh khuéy. B3 cam dugce tron véi dung dich dém
axetat natri 20mM, do pH=5,5 theo ty 1¢ 1:5 trong hxc_mg/thé tich tinh theo lugng cam
ban diu. Hon hop ba va dung dich dém dugc khudy & tbc do 100 vong/phut & 50°C
trong 30 phut dé tao thanh hé huyén phil. XOS trong cdam dugc thuy phén bang enzym
endoxylanaza (Ultraflo® Max, Novozymes) ndng dd 0,25% trong 18 gid. Dich cam
duogc khudy tron lién tuc & tbc d6 100 vong/phut dé nang cao hiéu suét thiry phan.
Budc 4: Lam sach va ¢d dic dich thiy phan chira XOS bang cach sir dung cot loc

Dich XOS thiy phin sau budc 3 duge thu lai bang céach sir dung may ly tm rd
v6i tbe @6 quay 5000 vong/phit. Cot siéu loc c6 duong kinh 90mm, chidu dai 1200
mm, kich thude 18 loc 14 10 kDa, dién tich loc 2,04 m?, cong suét loc 1224 L/h dugc st

dung @ thu cic phan tir XOS dang hoa tan ¢6 kich thuée < 10 kDa. Dich chiét XOS
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sau khi tinh sach & cdt loc phan tr 10 kDa dugce kiém nghi€ém ham lugng XOS béng

HPLC. M4u XOS chudn ciia hang Wako dugc st dung 1am chét chuin.
Budc 5: Siy phun thu thanh phim

Dich XOS sau tinh sach mét phén s& duoc bd sung maltoza dextrin nhim muc
dich ning cao ham lugng chét kho 1én 10°Bx cho qua trinh siy khé thanh phim va dé
san phim sau siy kho khong bi hiit 4&m nhanh bing cach st dung may siy phun LPG-
5, cong sudt may 5L/h. Nhiét d6 hoi néng dau vio khoang 145°C. Nhiét d6 hoi néng
dAu ra khoang 80-100°C. Dung dich XOS dugc siy bang may sdy phun, c6 c¢& hat
khoang 1 micromet dat d9 Am cudi 8-10% dé cét gitt. XOS sau khi duogc séy kho dugc
kiém tra d6 sach bang chay sic ky 16p méng TLC nhu dugc thé hién trén Hinh 1 va
HPLC nhu duge thé hién trén Hinh 2. Sau d6, XOS dugc bao gbi biang gidy thiéc kich
thuéce tuy loai: 50g, 100g, 500 g, 1 kg va hut chan khong bang may hut chan khong
ZF-300.

Vi du thyc hién gidi phap hitu ich

Vi du 1: Thu XOS tir cam gao & quy mo lkg cam/mé bang cach st dung quy trinh
thily phan da enzym da duoc t61 wu hoa

Budc 1: Thiy phan dé loai bo tinh bot bang amylaza

1 kg cam dugc tron v6i dung dich dém phosphat, d6 pH=6,5, néng do 20mM.
Hbn hop cam va dung dich dém dugc khudy & tc do 100 vong/phut & 50°C trong 30
phtit dé tao thanh hé huyén phi. St dung ndi inox gia nhiét hai vé 300 lit c¢6 cénh
khudy. Tinh bot trong cdm dugc thily phan bing enzym amylaza (Termamyl® SC,
Novozymes) & nf"mg dd 0,2% trong 20 phat & 90°C. Cam dugc khqu tron lién tuc &

tbc @6 100 vong/phut dé nang cao hidu sut thiy phan.
Budc 2: Thiy phan dé loai bo protein bing proteaza

Protein trong dung dich cdm sau khi d@ dugc thiy phén dé loai bé tinh bot &
bude 1 s& tiép tuc dugc thiy phan dé loai bé protein bing proteaza (Alcalase®,
Novozymes) & ndng dd 0,4% trong 60 phit & 50°C, & pH=6,5. Dich nay dugc khudy
tron lién tuc & 100 vong/phut dé ning cao hidu sudt thy phan. Dich sau thily phan
dugc gia nhiét 1én 100°C trong 20 phut. Dich nay dugc khudy tron lién tuc & tbc dd
100 vong/phit d& nang cao hiéu sut gia nhiét.
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Budce 3: Thiy phan gi6i han mot 14n ba cAm gao da loai tinh bdt va protein bing

endoxylanaza

Dich thity phan sau budc 2 dugc thu lai bing cach st dung may ly tAm rd & tbc
do quay 5000 vong/phiit. Ba cam sau d6 duoc rira bing nude RO hai 1an rdi dua tré lai
ndi inox gia nhié€t hai vo 300 lit ¢c6 canh khuéy. Ba cam duogc trdn vdi dung dich dém
axetat natri 20mM, d6 pH=5,5 theo ty 1& 1:5 trong lugng/thé tich tinh theo luong cam
ban ddu. Hon hop bi va dung dich dém duoc khudy & téc d6 100 vong/phut & 50°C
trong 30 phut dé tao thanh hé huyén phi. XOS trong cam dugc thay phan bing enzym
endoxylanaza (Ultraflo® Max, Novozymes) ndng d6 0,25% trong 18 gid. Dich cam

nay dugc khudy tron lién tuc & téc do 100 vong/phit d& nang cao hiéu suét thiy phan.

Buéce 4: Lam sach va cd ddc dich thuy phan chira XOS béng cach st dung cdt loc phan

tr

Djch XOS thiy phan sau bu6c 3 duoc thu lai bing cach sit dung may ly tim rd
& tbe dd quay 5000 vong/phit. Cot siéu loc c6 dudong kinh 90mm, chiéu dai 1200 mm,
kich thuée 15 loc 1a 10 kDa, dién tich loc 2,04 m?, cong suit loc 1224 L/h duoc st
dung @& thu cac phan tir XOS dang hoa tan c6 kich thude < 10 kDa. Dich chiét XOS
sau khi dugc lam sach & ¢t loc phan tir 10 kDa dugce kiém nghiém ham luong XOS
bang sic ky 1éng cao ap (HPLC). Mau XOS chuén cta hang Wako duoc st dung lam

chét chuén..
Budc 5: Sy phun thanh bdt va dong g6i san phim

Dich XOS sau khi duoc lam sach mot phén s& dugce bd sung maltoza dextrin
v6i myc dich ning cao ham luong chét khd 1én 10°Bx cho qua trinh siy kho thanh
phim va dé san phdm sau sdy kho khong bi hit &m nhanh bing cach st dung may sy
phun LPG-5, cong suét may 5L/h. Nhiét do hoi néng dau vao khoang 145°C. »Nhiét do
hoi néng diu ra khoang 80-100°C. Quy trinh nay cho hiéu suét thu hdi san phim XOS
dat >15,0% va c6 d0 sach dat >60%.

Vi dy 2: Thu XOS tir cam gao & quy md 20 kg cAm/mé bang cach sir dung quy trinh
thay phan da enzym da duoc t6i wu héa

Budc 1: Thity phan dé loai bé tinh bot bang amylaza
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20 kg cam dugc tron véi dung dich dém phosphat, d6 pH=6,5, néng do 20mM.
Hbn hop cam va dung dich dém duoc khudy & tbc do 100 vong/phut & 50°C trong 30
phut dé tao thanh hé huyén phi. St dung ndi inox gia nhiét hai vé 300 lit c6 canh
khudy. Tinh bot trong cam dugc thiiy phin bing enzym amylaza (Termamyl® SC,
Novozymes) & néng dd 0,2% trong 20 phit & 90°C. Cam dugc khuéy tron lién tuc &

tbc d6 100 vong/phut dé nang cao hiéu suét thiy phan.
Budc 2: Thay phén dé loai bo protein bang proteaza

Protein trong dung dich cam sau khi dd duoc thuy phén dé loai bo tinh bdt &
budc 1 s& tiép tuc dwoc thily phan d loai bé protein bing proteaza (Alcalase®,
Novozymes) & ndng d6 0,4% trong 60 phit & 50°C, dd pH=6,5. Dich nay dugc khudy
tron lién tuc & 100 vong/phut dé nang cao higu suit thiy phan. Dich sau thiy phan
duge gia nhiét 1én 100°C trong 20 phut. Dich nay dwoc khudy tron lién tyc & toc do
100 vong/phut d& nang cao hidu suit gia nhiét.

Budc 3: Thiy phan gidi han mot 14n ba cam gao di loai tinh bdt va protein bing

endoxylanaza

Dich thuy phén sau buéc 2 dugc thu lai bang céach sit dung may ly tim rd & toc
dd quay 5000 vong/phut. Ba cam sau d6 duoc rira bing nuéc RO hai lan roi dua tré lai
ndi inox gia nhiét hai vé 300 lit c6 canh khuéy. B3 cam duoc trén véi dung dich dém
axetat natri 20mM, d6 pH=5,5 theo ty 1€ 1:5 trong lwgng/thé tich tinh theo lugng cam
ban diu. Hon hop ba va dung dich dém dugc khudy & tbc d6 100 vong/phut & 50°C
trong 30 phut dé tao thanh hé huyén phil. XOS trong cdm dugc thiy phan bang enzym
endoxylanaza (Ultraflo® Max, Novozymes) ndéng do 0,25% trong 18 gid. Dich cam

nay dugc khudy tron lién tuc & tbc d6 100 vong/phiit dé nang cao hiéu sut thuy phan.

Budc 4: Lam sach va c¢6 dic dich thuy phén chira XOS bang cach st dung cot loc phan

t

Dich XOS thuy phan sau budc 3 dugce thu lai bang céch sir dung may ly tim rd
& tde d6 quay 5000 vong/phit. Cot siéu loc c6 duong kinh 90mm, chiéu dai 1200 mm,
kich thudc 16 loc 12 10 kDa, dién tich loc 2,04 m?, cong suét loc 1224 L/h duoc six
dung d& thu cac phan tir XOS dang hoa tan ¢6 kich thude < 10 kDa. Dich chiét XOS
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sau khi duoc 1am sach & cdt loc phan tir 10 kDa dugc kiém nghiém ham lugng XOS

bing HPLC. M4u XOS chuin cia hang Wako dugc sit dung [am chit chudn..
Budc 5: Siy phun thanh bot va déng géi san phim

Dich XOS sau khi duoc lam sach mot phén s& dugc bd sung maltoza dextrin
v6i muc dich nang cao ham lugng chat kho 1én 10°Bx cho qué trinh sdy kho thanh
phim va @& san phim sau siy kho khong bi hut 4m nhanh bang cach st dung may sy
phun LPG-5, céng sut may 5L/h. Nhiét do hoi néng dau vao khoang 145°C. Nhiét do
hoi néng déu ra khoang 80-100°C. Quy trinh nay cho hiéu suét thu hdi san phdm XOS
dat >16,0% va c6 do sach dat >60%.

Vi du 3: Thu XOS tir cdm gao ¢ quy mo 30 kg cadm/mé bang cach str dung quy trinh
thiy phan da enzym da dugc t6i wru hoa

Budce 1: Thuy phan dé loai bo tinh bot bing amylaza

30 kg cam dugc tron v6i dung dich dém phosphat, do pH=6,5, nE‘)ng d6 20mM.
Hdn hop cém va dung dich dém duogc khudy & téc dd 100 vong/phut & 50°C trong 30
phut dé tao thanh hé huyén phi. St dung ndi inox gia nhiét hai v6 300 lit c6 canh
khudy. Tinh bot trong cdm dugc thiy phan bang enzym amylaza (Termamyl SC®,
Novozyme) & ndng dd 0,2% trong 20 phuit & 90°C. Cam dugc khudy tron lién tuc & tbe

d6 100 vong/phit d& nang cao hiéu suét thity phan.
Bude 2: Thiy phan dé loai bé protein bang proteaza

Protein trong dung dich cdm sau khi da dugc thuy phéan dé loai b tinh bot &
bude 1 s& tiép tuc dugc thiy phan dé loai bé protein bing proteaza (Alcalase®,
Novozyme) & néng dd 0,4% trong 60 phut & 50°C, dd pH=6,5. Dich nay dugc khudy
tron lién tuc & 100 vong/phit dé nang cao higu suit thity phan. Dich sau thiy phan
dugc gia nhiét 1én 100°C trong 20 phut. Dich nay dugc khudy tron lién tuc & tbc do

100 vong/phtt dé nang cao higu suét gia nhiét.

Buée 3: Thuy phan gidi han mot l4n bd c4m gao dd loai tinh bdt va protein bing
endoxylanaza

Dich thiy phan sau buéc 2 dugc thu lai bang cach sir dung may ly tdm rd & toe
dod quay 5000 vong/phut. Ba cdm sau d6 dugc rua bang nudc RO hai 14n 1di dua tré lai

ndi inox gia nhiét hai v6 300 lit c¢6 canh khudy. Ba cam dugc tron v6i dung dich dém
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axetat natri 20mM, d¢ pH=5,5 theo ty 1€ 1:5 trong lu:qng/thé tich tinh theo lugng cam
ban d4u. Hdn hop ba va dung dich dém dugc khudy & tbe do 100 vong/phit & 50°C
trong 30 phut dé tao thanh hé huyén phi.. XOS trong cam duge thiy phan bing enzym
endoxylanaza (Ultraflo® Max, Novozymes) ndng dd 0,25% trong 18 gid. Dich cam

nay duoc khudy tron lién tuc & tbe do 100 vong/phit dé nang cao hidu suét thiy phan.

Budc 4: Lam sach va ¢o dic dich thity phan chira XOS bing céach sir dung cot loc phan
@ |

Dich XOS thay phén sau budc 3 dugc thu lai bang cach st dung méy ly tAm rd
& tbc dd quay 5000 vong/phut. Cot siéu loc c6 dudng kinh 90mm, chiéu dai 1200 mm,
kich thuéce 16 loc 13 10 kDa, dién tich loc 2,04 mz, cong suét loc 1224 L/h dugc st
dung d& thu cac phén tir XOS dang hoa tan c6 kich thuéc < 10 kDa. Dich chiét XOS
sau khi dugc lam sach & cdt loc phan tr 10 kDa dugc kiém nghiém ham lugng XOS

bing HPLC. MAu XOS chuin ctia hing Wako dugc st dung lam chét chuén..
Budc 5: SAy phun thanh bt va dong goi san phim

Dich XOS sau khi duogc lam sach mot ph?ln s& dugc bd sung maltoza dextrin
v6i muc dich ning cao ham luong chit kho 1én 10°Bx cho qua trinh sdy kho thanh
phim va dé san phdm sau sdy kho khong bi hiit 4m nhanh bing cach sir dung mdy sdy
phun LPG-5, cong sudt may 5L/h. Nhiét d6 hoi nong diu vao khoang 145°C. Nhiét do
hoi néng dau ra khoang 80-100°C. Quy trinh nay cho hiéu sut thu hdi san phdm XOS
dat >18,0% va c6 do sach dat >60%.

Vi du 4: Kha ning ddng héa XOS cua vi khuin c6 lgi (probiotic) Bacillus subtilis

Céc sb liéu duoc thé hién trén Hinh 3 cho thiy trong sé 5 chiing vi khuén probiotic da
dugc nghién ctru thi chi ¢6 ching B. subtilis ¢6 kha ning sinh trudng tt trong moi
truong LB ¢6 bd sung 0,25% XOS. Cu thé 13, mat do té bao sau 6 gio nuoi céy & Agoo
cta vi khudn nay trong méi trudng LB chi dat 0,43 trong khi mét d§ & moi truong LB
c¢6 chita XOS dat t6i 0,68. Sau 8 gidy nudi cdy, cac sb lidu 1an luot 13 0,65 va 0,93. Sy
khac biét nay thé hién rd rang hon véi miu nudi cdy vi khuln sau 24 gio (1an luot 13
1,13 va 1,57). Nhu vay, c6 thé so bd két luan réng su ¢ mit cua XOS trong mdi
trudng nudi cdy gitp B. subtilis sinh trudng t6t hon, ¢6 18 vi vi khudn nay da dong héa

dugc XOS.
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Pé khing dinh kha ning tiéu thu XOS cua B. subtilis, ham lwong dudng XOS
trong mdi truong nudi ciy da dwoc kiém tra sir dung phuong phap TLC va dinh luong
XOS con lai trong méi trudng st dung kit D-xyloza (Megazyme). Két qua thu dugc
cho thdy sau 24 gid nudi cdy, ham lwong XOS trong mdi truong niy da giam di 70%
50 v6i ban ddu, chimg to B. subtilis d4 stt dung XOS trong qua trinh phét trién. Két qua
kiém tra ham lugng XOS con lai trong mbi truong nay bing sic ky 16p méng (TLC)
dugce trinh bay trong Hinh 4 ciing cho thidy XOS da giam di ddng ké sau 24 gio nudi
cdy. Céc vach séc ki gin nhu bién mét sau 24 gid nudi cdy so véi miu ddi chimg.

Céc nghién ctru trudc day ciling chi ra ring butyrat 12 san pham 1én men cht yéu
ctia XOS béi vi khudn dudng rudt. D& chung minh B. subtilis &3 dong héa XOS va
sinh butyrat, ham lugng butyrat c6 trong méi trudng nudi cAy vi khuén tai hai thoi
diém 0 gidr va 24 gid da dugc kiém tra. Két qua nghién ctru nay dugc thé hién ¢ Hinh 5
cho thiy rang ham lwong axit béo mach ngin nay di ting lén tir 0,54% (tai thoi diém 0
gidy) dén 8,68% (tai thoi didm 24 gid nudi cly), ching té B. subtilis da st dung XOS
va sinh ra butyrat.

Ché phim sinh hoc tao ra duwa trén quy trinh sén xuét ché phim theo giai phip
hitu ich nay 12 mot ché phim an toan sinh hoc, ¢6 hidu qua @8 1am thyuc phdm b sung

tang cudng mién dich va hd trg didu tri tidu chay cép.
Quy trinh theo giai phép hitu ich nay c6 cac uvu diém chinh sau:

1. Pon gian, dé thyc hién va phu hop véi cac didu kién thyc té, an toan thuc phém, co

thé ing dung trong cic co s& sdn xuat tai Viét Nam.

2. Nguodn nguyén liéu cho san xuat 1a cam gao rat doi dao, c6 gia tri dinh dudng va

kinh té thap
3. San phim dam bao an toan thuc pham

4. Khéng c6 san phdm phu trong qué trinh san xuét nén quy trinh nay 1a than thién v6i

mdi trudng.

-12-



2696

YEU CAUBAO HQ

1. Quy trinh san xuét chit xo hoa tan xylooligosacarit (XOS) bao gbém céc budc:

a) thity phan dé loai bé tinh bt c6 trong cam gao bing cach s dung enzym
amylaza (Termamyl® SC, Novozymes) 0,2% trong dung dich dém phosphat, dd
pH=6,5, ndng d6 20 mM trong 20 phut & 90°C, dich thiiy phan dwgc khudy tron lién
tuc dé nang cao hiéu suét thiy phan;

b) thiy phan dé loai bo protein c¢6 trong cim gao bang cach sir dung enzym
proteaza (Alcalase®, Novozymes) 0,4% trong dung dich dém phosphat, @ pH=6,5,
ndéng d6 20 mM trong 60 phit & 50°C, dich thiy phan dwgc khudy tron lién tuc dé
ning cao hiéu suit thily phan;

¢) thuy phén giéi han mot 14n b cam gao di dugc loai bo tinh bdt va protein
béng enzym endoxylanaza (Ultraflo® Max, Novozymes) 0,25% trong dung dich dém
axetat natri 20 mM, do pH=5,5 trong 18 gio & 50°C, bd cam dugc tron véi dung dich
dém theo ty 1€ 1:5 trong hrqng/thé tich, dich cadm dugc khuéy tron lién tuc dé nang cao
hiéu sut thity phén;

d) 1am sach va c¢d dic dich thuy phan chira XOS bang cach st dung cdt loc co
duong kinh 90 mm, chiéu dai 1200 mm, kich thudc 18 loc 12 10 kDa, dién tich loc
2,04m2, cong suét loc 1224 1/h, thu dugc céac phéan tir XOS dang hoa tan c6 kich thudc
<10kDa; va

e) sy phun san phdm thu duoc tir bude d) dé tao thanh bot va dong géi san
phém: dich XOS sau khi lam sach mdt phén s& duoc bd sung bd sung maltoza dextrin
d& nang cao ham luwong chit kho 1én 10°Bx cho qué trinh sdy kho thanh phdm va dé
san phim sau sdy kho khong bi hut 4m nhanh béng cach st dung may sdy phun LPG-
5, cong suat may 5L/h, nhiét d§ hoi néng d4u vao khoang 145°C, nhiét do hoi néng

dAu ra khoang 80-100°C, bot thu dugc c6 ¢d hat khoang 1 micromet, do 4m 8-10%.
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