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(57) Séang ché dé cap phuong phap san xuét san pham sinh hoc dang rin trong d6 it nhit
80% ham luong oligosacarit kho tiéu héa ban dau (raffinoza, stachyoza va verbascoza)
dugc phan huy thanh mono- va disacarit tiéu hoa duoc, bao gdm céac budc sau day: (1) tao
ra hon hop sinh khdi duoc nghién hodc dugc tan hodc dugc phan huy theo cach khac, bao
gbém oligosacarit va tuy y la polysacarit va con bao gdm cac phan thyuc vat ¢ protein, nudc
va mot hodc nhiéu hon ché pham enzym chua a- -galactosidaza; (2) hdn hgp phan tng thu
dugc tir bude (1) trong diéu kién tron lién tuc va trong diéu kién ma ham luong nudc trong
hdn hop ban dau khong vuot qua 65% theo trong lugng, trong khoang 0,15-36 gid' & nhiét
d6 nam trong khoang 20-65°C; (3) t hdn hop phan tng tir bude (2) & nhiét do va trong
khoang thot gian ma lam bat hoai o-galactosidaza, cling nhu cac san pham sinh hoc dang
ran c6 thé thu dugc bang phuong phap nay. Sang che con dé cap dén san pham thue pham,
thire an, my pham hoic dugc pham hoic cung cip dinh dudng chira san phdm sinh hoc
dang ran.
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Linh vwe k¥ thuat dwge dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phap san xuét san phdm sinh hoc véi tip hop
dudng bi bién d6i dugc 1am giau trong ham luwong monosacarit va sucroza va lam
giam ham luong oligosacarit kho tiéu hoa. Sang ché con dé cap dén phuong phap,
trong d6 dudng 1én men ban diu c6 mit hosic dugce tao ra boi galactosidaza, c6 thé
con dugce chuyén héa bing nim hosc vi khuén.

Hon nita, séng ché d& cap dén cac san phim c6 thé thu duoc bang cic
phuong phép ciing nhu st dung céc san pham dat duoc.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

C6 nhu ciu ddi véi cac san phim sinh hoc chi yéu c6 thé duoc st dung lam
c4c thanh phin trong thuc phdm hoic thirc &n. Cac thanh phan co ban trong cac san
phim nhu protein, chit béo va cacbohydrat.

Sinh khéi thich hop cho céc san phén nhw ¢ va cac cdy chira diu, nhw cac
hat, ngii cdc va cac loai dau. Ngii cbc c6 ham luong protein 1én dén 15% vi du, laa
mi, va cac loai dau c6 ham lugng lén dén 45% vi du, dau nanh, dua trén chit kho.

Véan @& chung dic bi€t lién quan dén cac loai dau 13 ham luong oligosacarit
kho tiéu hoa gay déy hoi khi duoc 1én men trong rudt. Sy c6 mat cua oligosacarit
raffinoza, stachyoza va verbascoza ¢6 thé duoc 1am gidm bang cich ngdm nudc
hodic cac enzym bing thily phan v6i galactosidaza. VAn dé lién quan dén diéu nay
lam ting thém chi phi cta san phdm cudi cing do st dung nudc trong ngdm hodc
béng cach xtr ly enzym ma da dugc thyc hién tai ham luong nudc tuong dbi cao
nim trong khoang 80% hodc nhiéu hon.

US 6,238,725 B1 boc 16 phuong phép ding cho viéc pha ché cay ho dau
trong do viée ddy hoi do oligosacarit dugc loai bd bang cach ngdm nudc.

WO 02/15712 A2 boc 16 phwong phép san xut san phdm protein dau nanh

béang cach st dung a-galactosidaza trong d6, ham lugng nudc trong qué trinh nay 1a
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80 - 90%. San phdm dau nanh dat dugc c6 ham luong protein tbi thiéu 1a 60% va
ham lugng tdng cua raffinoza va stachyoza it hon 5%.

US 2003/019041 A1 boc 16 phuong phap san xudt khdi dic protein dau nanh
bang céach st dung glycosidaza enzym (galactosidaza) trong d6, ham lwong nudc
trong qua trinh theo céc vi du 1a xép xi 90%. Sau khi thily phan cacbohydrat va
mudi duoc loai bd béng cach loc qua may si€u loc. Khdi dic dau nanh dat duge c6
ham lugng protein t8i thiéu 13 65% va ham luong duoc két hop cia raffinoza va
stachyoza it hon 4%.

WO 2009/143591 boc 16 phuong phép ding cho ché bién dau nanh bing
cach str dung Enzym c6 kha niing chuyén héa cac polysacarit khong tan vao dudng
hoa tan dugc va thuy phan hoéa protein tai ham luwgng nudce t61 da 35%. Muc do
thoai bién khong dugc boc 19.

Muc dich cua Sang ché d& cap phuong phap dugc cai thién ding ého san
xudit cac san phim sinh hoc v&i tap hop duong bi bién dbi duoc lam giau trong ham
lugng monosacarit va sucroza va lam gidm ham luong oligosacarit khoé ti€u hoa, ¢
thé duoc thyc hién & chi phi thip do ham lwong nudc thip trong qua trinh nay.

Tuy nhién, muc dich khéc theo Sing ché d& cap phuong phép trong d6
dudng 1€én men ban diu c6 mit hodc duoc tao ra bang a-galactosidaza, cé thé con
duoc chuyén hoa béng nam vi dy, nAm men va/hodc vi khuén vi dy, vi khuén stta.

Céc muc dich nay dugc thyc hién bing quy trinh va cac san pham theo sing
ché.

Ban chit ky thuit clia sing ché

Theo d6, sang ché d& cip dén phuong phép san xut san phim sinh hoc dang
rén trong d6 it nhat 80% ham luong oligosacarit khé tidu hoéa (raffinoza, stachyoza
va verbascoza) c6 ngudn gde thuc vat duge phan hity thanh mono- va disacarit tiéu
hoa duoc bao gdm céc budc sau day:

1) tao ra hdn hop sinh khéi dugc nghién hodc dugc tan hodc dugc phéan hiy
theo cach khac,

bao gdm oligosacarit va tlly v 12 polysacarit, va con bao gdm céc phin thuc

vét ¢4 protein, nude va mot hodc nhiéu hon ché pham enzym chira o-galactosidaza;



29843

2) hdn hop phan tng thu dugc tir bude (1) trong diéu kién trdn lién tuc va
trong didu kién ma ham lugng nudc trong hdn hop ban diu khong vuot qua 65%
theo trong lugng, trong khoang 0,15-36 gid & nhiét 6 nim trong khoang 20-65°C;

3) u hén hop phan tmg tlr bude (2) & nhiét &6 va trong khoang thdi gian lam
bat hoat a-galactosidaza.

Ngac nhién 13 su thiy phén enzym, vi du, phan hiy xic tac bang phan tmg
v6i nude c6 thé duoce thuc hién & ham lugng nudc khong vuot qua 65% theo trong
luong. Thong thuong, ham lugng thip cta nudce c6 xu huéng 1am chdm phan tmg
do céc van d tiép xuc co hoc véi chét nén. D& dua ra 16 giai thich khoa hoc & giai
doan nay s& 14 suy ly luan. Sy két hop ctia viée st Iy trude chit nén, hoat tinh cua a-
galactosidaza va céach tién hanh tron trong qué trinh phan tng duge cho 13 yéu t6
quan trong.

Uu diém 13 & chd san phim thu dugc tir phwong phap nay chi chita lugng
nho cta nude do ham luong nude thip trong qué trinh nay, va theo do, viéc siy kho
san phém c6 thé duoc thuc hién & chi phi thép do lugng nhd cta nudce dugce loai bo.

Sang ché con @ cap dén san pham sinh hoc dang rin c6 thé thu dugc bang
quy trinh theo sang ché nay bao gdm protein & thuc vat theo lugng 1én dén khoang
60% va tiy ¥ 1 glyxerit 1én dn 25% theo trong luong clia chét kho.

Séang ché ciing d& xuét dén san phdm sinh hoc dang rén c6 thé thu dugc bing
phuong phép nhu duge xac dinh trong yéu cdu bao ho 13 - 20.

Cudi cling, sang ché dé cip dén san phim thuc pham, thirc 4n, m§ phim hoic
dugc phim hodc cung cip dinh dudng chira khoang tir 1 dén 99% theo trong luong
ctia san phim sinh hoc dang rén theo sdng ché nay.

Céc dinh nghia

Theo ngit canh theo sang ché, cac thuat ngit dudi ddy c6 nghia 1a dé bao gbm
nhu sau, trir khi duge xac dinh & nhiing noi khéc trong ban mo ta.

Thuét ngit "khoang”, "xung quanh", "khoang chimg", hodc "~" c6 nghia la dé
chi vi du, phép do khong 6n dinh thuong duogc xac dinh trong k¥ thuét nay, c6 thé
theo thtr tu tAm quan trong ctia vi du, +/- 1, 2, 5, 10, 20, hogc thdm chi 50%.

Thuét ngit "bao gém" la duoc giai thich nhu chi ra sy ¢6 mét cua cac phén da
néu, cac budc, cac dic tinh, ché phém, héa chét, hoic thanh phﬁn, nhung khong loai

trir sy ¢ mit ctia mot hodc nhi€u hon céac phan, cac bude, cac dic tinh, ché pham,
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hoa chét hodc thanh phan b6 sung. Vi du, ché phim bao gém hop chit héa hoc do
d6 c6 thé bao gdm cac hop chét héa hoc bd sung, v.v.

Thuat ngit kho tiéu hoa 1a dé giai thich 1a khong tiéu héa dugc cia con ngudi
va da day don/dong vat khong nhai lai.

Thuét ngtt "it nhat 80% ham lwong oligosacarit khé tiéu hoa ban dau duoc
phén huy" dé giai thich nhu chi ra ham luong tdng cua oligosacarit kho tiéu hoa
dwoc phan hay boi it nhat 80% va cling bao gdm céc san phdm trong d6, mét loai
ctia oligosacarit c6 thé duoc phan hay dén mtrc do 16n hon so véi loai khac cua
oligosacarit, va ngay ca trong d6, mét loai ctia oligosacarit ¢6 thé dwoc phan huy chi
trong pham vi nho, mién 13 ham luong tdng ctia oligosacarit ban diu - bit diu - da
duoc lam giam nhu duoc dy dinh bai it nht 80%.

Sinh khéi:

Bao gdm vit liéu sinh hoc dwoc san xuét bing cach quang tdng hdp va co thé
duoc sir dung 1am nguyén liéu trong san xuét cong nghiép.

Trong bdi canh ndy, sinh khéi lién quan dén vat lidu thuc vat & dang cd, ngil
cde, céc hat, hanh nhén, hat d4us va d4u ha lan, v.v., va hdn hop cta chung.

Hon nita, sinh kh6i bao gdm céc loai ddu dugc wa thich do ham luong
protein va ché phim. Ching ciing chira cacbohydrat bao gdm alpha-galactosides.
Théng thudng, alpha-galactoside chil yéu 1a stachyoza trir dau ha lan trong d6
oligosacarit chi yéu 1a verbascoza.

Puoc tan nhé theo cach khac:

C6 nghia 14 duoc tan nhod bing cach ndu va/hoic ngdm va/hodc niu p cao
béng axit hodc kiém, hoic xi ly si€u am.
Cacbohydrat:

Bao gdm mono-, di-, oligo- va polysacarit.

Puong C5 (pentoza) 14 cacbohydrat, trong d6 thanh phin monome clia
dudng duge céu tao tir vong c6 nim nguyén tir cacbon, vi dy, arabinoza.

Pudng C6 (hexoza) 1a cacbohydrat, trong d6 thianh phin monome ctia dudng
duogc ciu tao tir vong cé sau nguyén tir cacbon, vi du, galactoza.

Oligosacarit va polysacarit:
Oligosacarit 1a polyme ctia sacarit chtta m¢t lugng nho (bao gbm lén dén, vi

du, 8-10) thanh phén monome cta dudng, cling dugc biét dén 14 duong don. Céc vi
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du cu thé 1a trisacarit rafinoza (D-galactoza-al,6-D-glucoza-al, 2-D-fructoza),
tetrasacarit  stachyoza (D-galactoza-al,6-D-galactoza-al,6-D-glucoza-al, 2-D-
fructoza) va pentasacarit verbascoza (D-galactoza-al,6-D-galactoza-al,6-D-
galactoza-al,6-D-glucoza-al, 2-D-fructoza).

Polysacarit 14 polyme ctia sacarit chira mét luong 16n thanh phan monome
ctia duong, ciing dugc goi 1 cacbohydrat phirc. Néu monome cia dudng 14 cing
loai, polysacarit dugc goi 14 homopolysacarit, nhung khi c6 nhiéu hon mét loai,
chiing duoc goi la heteropolysacarit.

Céc vi du bao gdm polysacarit luu trit nhu tinh b6t va polysacarit cdu tric
nhu xenluloza va arabinoxylan.

Céc vét liéu co6 protein:

Bao gdm céc hop chét hitu co dugc 1am tir cac axit amin duge sip xép trong
mach théng va dugc két hop v&i nhau béng mot lién két goi 1a lién két peptit. Khi
d6 dai mach 1én dén khoang 50 axit amin, hgp chit nay duoc goi 1a peptit; khi trong
luong phén tir cao hon, hop chat hitu co ndy duoc goi 1 polypeptit hoic protein.
Chét béo:

Bao gdm céc este gifta cac axit béo va glyxerol. Mot phén tit cia glyxerol
dugc este hoa thanh mét, hai va ba phin t axit béo theo thtt ty tao thanh
monoglyxerit, diglyxerit hodc triglyxerit. Thong thudng, chat béo chi yéu bao gdm
triglyxerit va luong rAt nho lexithin, sterol, v.v.. Néu chét béo 1a chét long & nhiét
do trong phong, né thudng dugc goi 1a diu. D6i véi diu, chit béo va cac san pham
lién quan trong pham vi nay, tham khao tai liéu "Lipid Glossary 2", F.D. Gunstone,
The Oily Press, 2004.

Glyxerit:

Bao gém mono-, di- va triglyxerit.

Céc hd tro xtr ly:
1. Enzym

(Céc) Enzym 1a loai chét c6 protein rt 16n hoat dong nhur 13 cac chét xtc tac.
N6i chung, ching duoc chia thanh sau loai, va cac loai chinh ndm trong pham vi
ctia sang ché c6 thé 14 cac transferaza ma truyén cic nhém chic va hydrolaza ma

thity phan céc lién két khac nhau.
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Trong pham vi clia séng ché, céc enzym hydrolaza cta glycosit déng vai trd
quan trong va déc biét 1a galactosidaza ma 13 enzym thily phén alpha-galactoza cudi
trong alpha-galactosit, bao gébm galactoza oligosacarit va galacto-mannan, giai
phéng cac gbe D-galactoza.

Hoat tinh cua o-galactosidaza trong ché phém duoc biéu hién theo don vi/g
clia san phdm enzym thyc té va duoc thir nghiém bang phan tng p-nitrophenyl-a-D-
galactopyranosit véi nudc va enzym trong 10 phat & nhiét d6 25°C dé tao ra D-
galactoza va p-nitrophenyl ma dwoc gidm sat bang phd quang ké ¢ 410nm.

Mot don vi a-galactosidaza 1a hoat tinh Enzym gidi phéng mdt micromol
(10~6 mol) p-nitrophenyl trong mdi phut.

Céc vi du khic v& enzym bao gdm: (c4c) proteaza, (cic) peptidaza, -
galactosidaza, (cac) amylaza, (cac) glucanaza, (cic) pectinaza, (cac) hemixenluloza,
(céc) phytaza, (cac) lipaza, (c4c) phospholi-paza va (cac) oxido-reductaza.

2. Céc thanh phan thyc vét va chit ché bién hitu co

Mot sb tinh chat chirc ning dong vai trd quan trong trong pham vi ciia sang
ché 1a: chit chéng oxy hoa, hoat tinh khang khuln, c4c tinh chit 1am w6t va su kich
rng cua enzym.

Danh séach cac thanh phé‘ln dua trén thyc vat 1a 16n, nhung quan trong nhét 1a
cac thanh phén sau: huong thao, xa huong, kinh gidi dai, cac flavonoit, axit
phenolic, saponin va cac axit dang a va B tir cac cdy hoa bia, vi dy, tr humulon va
lupolon, d& diéu bién cacbohydrat hoa tan dugc.

Hon nfita, cic axit hitu co, vi dy, axit sorbic, propionic, lactic, Xitric va
ascorbic va mubi ctia chiing dé diéu chinh chi s do pH, bio quan va céc tinh chét
chelat hoa 1a mot phan ctia nhém cac chét hd trg ché bién nay.

3. Chét ché bién v co

Bao gdm ché phim v6 co ma c¢6 thé bao quan hdn hop 1én men chdng lai sy
tAn cdng cla vi khuin trong khi ché bién, vi du, natri bisulfit, v.v..

Chét cai thién chéng déng banh va chét cai thién dong chay trong thanh
phém, vi du, kali nh6m silicat, v.v.

Céc san phdm thye phdm dugc ché bién:
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Bao gdm céc san phidm bo sita, c4c san phim thit dugc ché bién, keo, mén
trang miéng, mén trang miéng cé kem, céc san phdm déng hop; bot siy dong lanh ,
gia vi, sup, thuc phém an lién, banh my, banh, v.v..

Céc san phdm cung tng duoc ché bién:

Bao gdm cac thanh phan cung mg ding ngay hoic thanh phin cung umg
dung cho dong vat nhu lon, be, gia cAm, ddng vat c6 16ng, clru, meo, chd, ca va loai
giap x4ac, v.v.

Dugc phim:

Bao gém céc san phém, cuthéla & dang vién nén hodc & dang hat, chira mdt
hodc nhiéu céc hoat chét sinh hoc nhim d8 chita va/hodc lam giam céc triéu chung
ctia bénh hoic tinh trang bénh. Duoc phdm nay con bao gdm céc ta duoge dugc dung
va/hodc céc chit mang dugc dung. Céc san phim sinh hoc dang rén duoc boc 10
trong ban mo ta nay rat thich hop dé st dung lam thanh phan dugc dung trong vién
nén hoac hat.

M§ phidm:

Bao gdm c4c san phdm nhim vé sinh c4 nhén ciling nhu cai thién vé bén
ngoai nhur diu x4 va sita thm.
MBo ta chi tiét sang ché

Oligosacarit kho tiéu hoéa c6 ngudn gbc thuc vat, ham lugng ctia né dugc
phan hiy bdi qua trinh theo sang ché chu yéu 1 raffinoza, stachyoza, va
verbascoza.

Ham lugng nude trong hdn hop phan img ban diu khéng vuot qua 65% theo
trong luong, didu ndy c6 nghia ring ham lugng chit kho trong hdn hop it nhat 1a
35%.

Thoi gian phan tmg 13 0,15-36 gid & nhiét do ndm trong khoang 20-65°C.
Nhiét d6 c6 thé vi dy, thay ddi tir 25-60°C, 30-55°C, tir 35 dén 50°C, tir 40 dén
45°C; thoi gian phéan tmg c6 thé vi du, thay ddi tir 10 phut dén 36 gio, tir 20 phut
dén 30 gidy, tir 1 dén 24 gid, tir 2 dén 20 gio, tir 4 dén 18 gid, tir 8 &én 16 gid hodc tir
12 dén 14 gio.

Theo mot phwong 4n ctia phuong phép theo sang ché con bao gdm nédm, nhur
nim men sbng, va/hodc vi khudn dugc bd sung vdi sinh khéi bao gdm oligosacarit

va/hodc polysacarit va cac phan thuc vat c6 protein theo ty 1& chét kho gitta nAm/vi
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khudn va sinh kh6i ndm trong khoang tir 1:2 dn 1:400, va viéc U trong budc (3)
dugc thue hién & nhiét 4§ va trong khoang thoi gian lam bét hoat a-galactosidaza va
nidm va/hodc vi khuén. Do do, ty 1& chét kho nhu: 1:2; 1:3; 1:4; 1:5; 1:6; 1:7; 1:8;
1:9; 1:10; 1:20; 1:30; 1:40; 1:50; 1:60; 1:70; 1:80; 1:90; 1:100, 1:200 va 1:300 1a
dugc bao gdm. U hén hop phan tng c6 thé duoc thyc hién & khoang 70-150°C, vi
du, 85-150°C, bao gdm 70, 75, 80, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97,
98, 99, 100, 105, 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145, 150°C for 0,5-240 phut, vi
du, 6-240 phit, bao gbm 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 90, 120, 150, 180, 210, va 240 phut.

Khi chon diéu kién dé 0 boi nhitng ngudi ¢6 kinh nghiém di biét ring khi sir
dung & nhiét d¢ rit cao, thoi gian 1 twong ddi ngén 1 can thiét.

Theo phuong 4n nay budc phan tmg (2) ¢6 thé duoc thuc hién dudi didu kién
ky khi va/hodc wa khi.

Theo phuong 4n thir hai Iwvong ché phim a-galactosidaza nim trong khoéng
tir 0,001 dén 1,0% theo trong lugng cta sinh khdi trong hdn hop ban dau, trong do,
ché phim a-galactosidaza ¢ hoat tinh khoang 5,000 don vi a-galactosidaza/g san
phim enzyni, va/hodc phan tmg trong budc (2) dugce thyc hién dudi didu kién, trong
d6, ham Iugng nude trong hdn hop ban ddu ndm trong khoang tir 30 dén 65% theo
trong luong, diéu ndy c6 nghia rang ham lugng chit kho trong hdn hop nim trong
khoéng tir 35 dén 70 theo % trong luong.

Do d6, ham luong nude c6 thé thay dbi, vi du, tir 35 dén 60%, tir 40 dén 55%
hoic tir 45 dén 50%. Do d6, ham luong chit khé trong hdn hop phan tmg duoc tao
ra trong budc (1) ¢6 thay dbi twong ung, vi du, tir 40 dén 65%, tir 45 dén 60% hoic
tir 50 dén 55%, vi du, 45%, 50%, 55%, 57,5%, 60%, 62,5%, 65% hoic 67,5%.

Luong theo mot hodc nhidu ché phdm o-galactosidaza c¢6 thé thay doi vi du,
tir 0,01 dén 1,0%, tir 0,025 dén 0,75%, tir 0,05 dén 0,5%, tir 0,075 dén 0,25% hodc
tir 0,1 dén 0,125% cua ché phém a-galactosidaza c6 hoat tinh khodng 5,000 don vi
a-galactosidaza/g san phdm enzym. Hoat tinh cta ché phadm a-galactosidaza c6 thé
cling thip hon hoic cao hon 5,000 don vi a-galactosidaza/g sin phdm enzym, vi dy,
tir 5 dén 200,000, hozc tir 100,000 dén 150,000, 50 dén 50,000 hogc tir 500 dén
10,000 don vi/g san phidm enzym, mién 14 luong enzym duoc ap dung thich hgp voi

d6 bén cla san phim enzym. Cao hon lwgng va hoat tinh clia ché phim a-
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galactosidaza thoi gian phan tng thip hon thuong 1a can thiét va nguoc lai. Nhimng
ngudi ¢ kinh nghiém trong k¥ thuat enzym s& nhén biét vé diéu nay.

Theo phuong an thr ba phan Ung trong budc (2) dugce thuc hién trong mdt
hodc nhidu hon gudng xoén dang canh quat dwoc ndi voi nhau hodc bang tai gudng
xodn lién tuc khong thing dung véi thiét b diu vao cho hdn hop phan tng va chit
phu gia va thiét bi diu ra cho san phim ciing nhu thiét bi kiém soét cho tc do quay,
nhiét d6 va 6 pH. Phuong 4n thtr ba c6 thé thay dbi trong d6, bing tai gudng xoin
lién tuc c6 thé thy v thay ddi kidu cta ludi dao don hodc nhidu gudng xoin dang
ludi dao hodc bing tai gudng xoén dugc giao nhau duoc thiét ké d& chuyén hdn hop
phan tmg va ddng thoi nang vét liéu dé n6 duoc chuyén va duoc khudy ma khong
két khdi n6. Bude phan tmg (2) ciing ¢ thé dwoc thyc hién trong may trén kiéu
gudng xodn thing ding, vi du, may tron Nauta.

Theo phuong 4n thir tu ctia phwong phép theo sang ché mot hodc nhiéu hon
cac hd tro ché bién, nhu cac san phim cdy hoa bia chira cic axit dang o va B tir cac
cay hoa bia, dugc bd sung bit ky trong budc (1), (2) va/hoic (3). Mot hoic nhiéu
hon céc hd trg ché bién c6 thé ciing 14 enzym, thanh phan thuc vat va/hodc chat xir
ly hitu co va/hodc chit xir 1y v6 co nhu dwoc xac dinh néu trén trong phéan dinh
nghia ctia don sang ché.

Theo phuong 4n th@ nim nim va/hodc vi khudn c6 thé dwgc bd sung vao
sinh khéi 1a ndm men séng dugc chon giita cac ching saccharomyces cerevisiae,
bao gdm nim men bia va ndm men chung cit va men di st dung tir san xuit ruou
va ndm men banh my, cling nhu céc ching Bacillus cereus va ndm men dugc sir
dung 1én men dudng C5. NAm men séng ¢6 thé vi du, dugc bd sung theo lugng nam
trong khoang tir 0,25 dén 10%, nhu 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 2,5%, 3%, 3,5%, 4%,
4,5%, 5%, 6%, 7%, 8% hodc 9%.

Céc phén thuc vt c6 protein bao gém trong sinh khdi c6 thé theo phuong 4n
thr 6 cac loai ddu, nhu d4u nanh, dau ha lan, hat dau, déu lupin, va/hodc ngii cdc,
nhu laa mi, va/hodic ¢ va con duge xac dinh trong phan dinh nghia ctia don sang
ché. Sinh khéi c6 thé trong phuong 4n thir 7 con bao gdm diu va chét béo, vi dy, tir
céc hat ctia cdy mang du, vi du, hat cai diu va dau nanh, va con duoc xac dinh néu

trén trong phin dinh nghia ctia don sang ché.
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Theo phuong 4n thir 8 hdn hop phan tng thu dwoc tir bude (3) duge siy kho
dé ham lugng nuée khong 16n hon 10% theo trong lugng.

Theo phuwong 4n khic lwong cia mét hoic nhidu hon ché phim a-
galactosidaza ndm trong khoang tir 0,25 dén 1,0% theo trong luong ciia chit kho
ctia sinh khéi trong hdn hop ban dau, trong d6, ché phdm a-galactosidaza c6 hoat
tinh khoang 5,000 don vi a-galactosidaza pr. g ciia san phim enzym, va phan tng
trong budc (2) duoc thuc hién trong khoang tir 4-36 gid & nhiét d6 nim trong
khoang ttr 30-60°C; hodc lugng cuia mét hodc nhiéu hon ché phim a-galactosidaza
nim trong khoang tir 0,25 dén 1,0% theo trong luong ctia chit khé cta sinh khdi
trong hdn hop ban diu, trong d6, ché phdm o-galactosidaza cé hoat tinh khoang
5,000 don vi o-galactosidaza pr. g ctia san phdm enzym, va phan @ng trong budc (2)
duoc thyc hién trong khoang tir 4-36 gio & nhiét do ndm trong khoang tlr 50-60°C;
hoic lwong ciia mot hodc nhiéu hon ché phim a-galactosidaza nim trong khoang tir
0,01 dn 1,0% theo trong lugng cua chit khé cia sinh khdi trong hdn hop ban dau,
trong d6, ché phdm a-galactosidaza c6 hoat tinh khoang 5,000 don vi a-
galactosidaza pr. g ciia san phim enzym, va phan tng trong budc (2) duoc thuc
hién trong khoang 8-36 gi¢ & nhiét d6 50-60°C; hodc lugng cia mot hodc nhiéu hon
ché phdm a-galactosidaza ndm trong khoang tir 0,05 dén 1,0% theo trong luong cta
chét kho cta sinh khdi trong hdn hop ban déu, trong d6, ché phim a-galactosidaza
¢6 hoat tinh khoang 5,000 don vi a-galactosidaza pr. g ctia san phdm enzym, phan
{ng trong budce (2) duogc thyc hién duéi didu kién, trong d6, ham lugng nuée trong
hdn hop ban diu ndm trong khoang tir 40-65% va & nhiét d6 ndm trong khoang tir
50-60°C; hoic ndm va/hodc vi khudn 1a ndm men séng duoc bd sung theo luong
ndm trong khoang tir 0,25% dén 10%.

Theo phuong 4n cudi cing phwong phép dugc thuc hién & quy trinh theo
mé, quy trinh duge din theo mé hodc quy trinh lién tuc.

San phdm sinh hoc dang rén c6 thé thu dugc bdi qua trinh duge x4c dinh
theo diém 1 dén 16 bao gdm protein theo luwgng 1én dén khoang 60% theo trong
luong; lwong c6 thé it hon 60%, vi du, 10-59%, 40-59%, 45-58%, 48-55% hodc 50-
53% theo trong luong ciia cht kho. Luong glyxerit vi du ¢6 thé, 0-20%, 2-20%, 5-
18% hodc 10-15% theo trong luong ctia chét khd.
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San phim sinh hoc dang rén duge xé4c dinh theo diém 22 c6 thé bao gdm lén
dén khoang 75% protein, vi du, tir 40-75%, tir 45-70%, tir 48 dén 65%, tir 50-60%
hodc tir 53-55% protein theo trong luong. Co th8 con bao gém glyxerit theo lugng
1&n dén 25% theo trong luong ciia chit khd, vi du, 0-20%, 2-20%, 5-18% hogc 10-
15% theo trong luwong ctia chét kho.

San phém sinh hoc dang rén c6 thé thu dugc boi qué trinh theo diém 11-16
¢6 thé bao gdm 1én dn 60% protein theo trong luong hodc c6 thé bao gém nhiéu
hon 60% protein theo trong lugng, vi dy, tir 40-75%, tix 45-70%, tir 48 dén 65%, tir
50-60% hodc tir 53-55% protein theo trong lugng. Ching c6 thé con bao gdm
glyxerit theo lugng 1&n dén 25% theo trong luong ciia chét kho, vi du, 0-20%, 2-
20%, 5-18% or 10-15% theo trong luong cua chét kho.

Luong protein c¢6 thé dic biét cao khi sinh khéi dugc 1én men bing ndm men
sdng theo quy trinh theo diém 2.

Oligosacarit raffinoza, stachyoza va verbascoza dugc phén huy bing phuong
phép theo sang ché d& mono- va disacarit, nhu galactose va sucroza. Sucroza la san
phdm thu dugc ding quan tdm ctia phuong phéap, do ham lugng cao cia sucroza
trong san phém sinh hoc thu dugc s€ gop phﬁn thoa man sau khi tiéu thu. Luong
sucroza c6 thé cao khoang 15-20% theo trong lugng cia chét kho.

Theo mét phuong 4n san phim sinh hoc dang rén theo sang ché bao gdm
luong téng cla raffinoza, stachyoza va verbascoza it hon 8% theo trong lugng; vi
du, it hon 6%, it hon 5%, it hon 4%, it hon 3%, it hon 2 hodc it hon 1% theo trong
luong.

Theo phuong an khéc san phim sinh hoc dang rn theo sang ché bao gbm
luong tdng cia raffinoza it hon 3,0%, vi du, it hon 2%, it hon 1,5%, it hon 1% hodc
it hon 0,75% hodc it hon 0,5% hodc it hon 0,25%.

Theo phuong an khac hon nita, san phim sinh hoc dang rédn theo sang ché
bao g@)m luong téng clia stachyoza it hon 1,0%, vi du, it hon 0,75% hodc it hon
0,5% hodc it hon 0,25%.

Sang ché ciing dé cap dén viéc sir dung san phém sinh hoc dang rén theo
séng ché nay trong san pham thirc &n da duoc ché bién dung cho nguoi va/hoic

hodc dung cho dong vét; lam thanh phﬁn duogc st dung trong san phém thuc phém
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hodc thitc n; hodc 13 thanh phan cla san phdm my phdm hodc dugc pham hodc
cung cip dinh dudng.

Cubi cing, sang ché d cap dén san phim thuc pham, thtc 4n, m§ phim hodc
dwgc phdm hodc cung cép dinh dudng chira khoang tir 1 dén 99% theo trong lugng
clia san phim sinh hoc dang rén theo sang ché nay.

Vi du thwe hién sing ché
Vidul

Thuy phan enzym trong quy trinh quy md phong thi nghiém ctia sinh khéi
bao gdm oligosacarit tir d4u nanh
1.1 Vat liéu va phuong phép:

Thay phan enzym cua oligosacarit stachyoza va raffinoza dugc thuc hién
trong 10g sinh khéi ctia ddu nanh da khir chit béo va nudc chia o-galactosidaza
enzym duoc bd sung theo luong dé dat dugc ham luong chat kho (DM) cla hdn
hop, va ndng dd enzym nhét dinh.

Tron duoc thue hién @& dam bao tinh ddng nhét cua hdn hop.

Enzym dugc st dung trong ndng d6 khac nhau dua trén chét kho cuia hat dau
nanh 13 san phim c6 sin trén thi truomg tr Advanced Enzym Technologies,
Maharasthra, India, thi trudng véi tén thuong hi¢u SEBSoy 5,0L.

Hoat tinh ciia SEBSoy 5,0 L dugc chuén héa dén 5,000U/g.

Thily phin enzym dugc thuc hién trong binh chira thiy tinh nho ¢ 34°C va
55°C trong 4 dén 16 gidr sau d6 x Iy nhiét & 100°C d& bt hoat enzym.

Sau khi Thuy phén enzym da két thic ham lugng cua cacbohydrat hoa tan
dugc chiét bang cach khudy cin huyén phu ¢6 nudc khoang 10% DM trong 30 phut
sau d6 duoc ly tam trong 10 phut & 3,000 y g.

Mono- va oligosacarit trong dich chiét c6 nuéc cta sinh khbi duge phan tich
bing phuong phép sic ky 10p méng trén 60 thm silica gel TLC (Merck). Cac thanh
phan khac nhau d& dugc dinh lugng béng cach so sanh véi cac tieu chuin ctia néng
d6 da biét. (Cacbohydrat analysis - practical approach; I RL Press, Oxford. Ed. M.F.
Chaplan & J.F. Kennedy, 1986).

1.2 Két qua:
1.2-a. P4p tng liéu & nhiét d6 khac nhau
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Két qua duoc liét ké trong bang dudi ddy da thu duoc sau mot thoi gian phan

g trong khoang 4 gio, & 45% DM:

© Liky SEBSoy |  Nhigtds 34°C " Nhiétdd 55°C
‘Stachyoza  |Raffinoza | Stachyoza | Raffinoza
“Them chidu 60% | 0% | 60% | 2.0%
0.05% - | - 2,0% 3.0%
0.10% 35% | 3sw | 15% 3.5%
T025% | 1.5% T 3.0% T <0.25% | 0.75%
e e e

Tir két qua c6 thé thdy ring stachyoza dugc 1am giam & ndéng d6 enzym thp
nhu stachyoza san xuit mot phan ti D-galactose va mdt phan t raffinoza trong
budc thir nhét trong thity phan.

Giam téng ham lugng dugc két hop viia stachyoza va raffinoza gan nhu ham
tuyén tinh cua ndng do enzym.

Hon nita c6 thé thiy ring su gia ting nhiét do tir 34°C dén 55°C tuong tmg
v&i cac hiéu qua tuong tu ¢ lidu ting theo hé s6 khoang tir 2 dén 3.

1.2-b. Hiéu qua d3c trung cua thoi gian phan timg

Két qua duge liét ké trong bang dusi ddy thu duoc véi liu khoang 0,05%
SEBSoy, va & nhiét do phan ung khoang 55°C, & 45% DM:

Thoi gian phan Umg Stachyoza Raffinoza Stacchyoza

Theo gid + Raffinoza

4 3,50% 4,00% 7,50%

8 0,75% 2,00% 2,75%

16 <0,25% 0,75% <1,00%

Tu két qua c6 thé thiy ring khi ting thoi gian phan tmg bdi hé s6 2 1am giam
ham luong duge két hop cua stachyoza va raffinoza boi hé s6 gan 3.

1.2-c. Hiéu qué dac trung ctia ham luong chét kho trong hdn hgp phan tng

Két qua duge liét ké trong bang dudi day thu duoc voi liéu khoang 0,25%

SEBSoy, va ¢ thoi gian phén tng khoang 4 gi¢ & nhi¢t d khoang 55°C:
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| Chit kho theo | Stachyoza |Raffinoza | Stacchyoza |

% trong lmomg +Raffinoza
50 075% | 1.00% | 125%
55 0.50% 1.25% 1.75%

fj 60 | 075% | 1.50% | 2.25%

Tir két qua c6 thé thy ring su gia ting ham lugng tdng cua stachyoza va
raffinoza nhu chic ning cta cht khd va trong khoang 50 dén 60% ting khoang
céch déu nhau.

Vidu?2

Thuy phan enzym trong quy trinh quy md phong thi nghi€ém cta sinh khéi
bao gdm oligosacarit tir dau ha lan
2.1 Vat liéu va phuong phap:

Thuy phén enzym ctia oligosacarit stachyoza, raffinoza va verbascoza dugc
thuc hién trong 10g sinh khdi ctia dau ha lan duoc tan va nude chira a-galactosidaza
enzym dugc bd sung theo luong dé dat dugc ham luong chét kho (DM) ctia hdn hop
khoang 50%, va ndng do enzym nhét dinh. '

Ché phim enzym va phuong phap nhu dugc mo ta trong vi du 1 dudi doan
1.1
2.2 Két qua:

2.2 Pap ung liéu & nhiét d6 khac nhau
Két qua duoc liét ké trong bang dudi déys da thu dugc sau mot thoi gian

phan g khoang 4 gio, at 50% DM:
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'LifSEBSoy |  Nhigtap34°C :

Stachvoza | Raffinoza | Verbasscoza Téng olizo
: ) saeearit

Thamchteu Cusw T so T e
0.05% 3s% | 2.0% 2.5% 8.0%
0.10% 0% | 30% | 2.0% 8.0%
0,25% 0% | 0% 1.5% 5.5%
0,50% 05% | 15% 0.5% 2.5%

Tur két qua c6 thé thiy rang sir dung thoi gian phan Ung trong 4 gid & 34°C
cin liéu khoang 0,25% d& 1am giam ham luong tdng ctia oligosacarit.

Liéu SEBSoy nhiét d6 55 "C

Stachyoza Raffinoza Verbascoza tdng oligosacarit

Tham chiéu 4,5% 0,5% 3,0% 8,0%

0,05% 2,0% 1,5% 1,5% 5,0%

0,10% 0,5% 1,5% 0,5% 2,5%

0,25% <0,25% 0,25% <0,25% <0,75%

0,50% <0,25% <0,25% <0,25% <0,75%

Tix két qua c6 thé thdy rang bang cach st dung thoi gian phan Umg trong 4
gio ¢ 55°C lidu duy nhit 0,05% la cAn thiét d& c6 gidm ham luong tdng cta
oligosacarit. Piéu ndy tuong Umg voi su gia tang hoat tinh enzym bang yéu t6
khoang nam khi nhiét 4§ phan tng dugc nang [én tir 34°C dén 55°.

Vidu3

Thuy phan enzym theo quy trinh theo mé cta sinh khéi bao gdm oligosacarit
va protein tir ddu nanh
3.1 Vat liéu va phuong phap:

200 kg d4u nanh tén dugc tich dung moi nhanh dan tién dén bang tai gudng
xodn ludi dao don dugc dong co thé van chuyén, nang 1&n va trong vat liéu. O cung
thoi gian 170 lit nude va 200ml SEBSoy 5,0 L enzym (0,1% lieu ché pham c6 hoat
tinh 5,000 don vi a-galactosidaza pr. g clia san phim enzym) dugc bd sung dé dat

duoc ham luong chit khd nim trong khoang 50% theo trong lugng trong hdn hop.
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HBn hop dugc thiy phan trong 16 gi & 34°C va duge siy kho dén ham
lugng nude khoang 5,6%. Dich chiét ¢6 nudc cua sinh khdi duoce phan tich cho ham
luong cacbohydrat bang phuong phép axit sulphuric phenol va oligosacarit dugc
dinh luong sau khi tach bang TLC (Cacbohydrat analysis - A practical approach;
IRL Press, Oxford. Ed. M.F. Chaplan & J.F. Kennedy, 1986).

3.2 Két qua:
Két qua dugc trinh bay trong bang sau day:
! Pfotein t?ong DM | suew
E Cacbohydrat hoa tan 10,3%
Stachyoza <D,25%
Raffinoza {0725%

Tir két qua c6 thé thiy rang san phim theo séng ché c6 ham lugng protein
khoang 60% theo trong lugng cla chit khé va ham luong thap ctia oligosacarit.
Vidu4

Thuy phén enzym va 1én men bang ndm men khéc nhau theo quy trinh theo
mé ctia sinh khdi bao gém oligosacarit va protein tir ddu nanh
4.1 Vat liéu va phuong phép:

200 kg dau nanh duge tach dung moi nhanh din tién dén bing tai guong
xo#n ludi dao don dugce doéng co thé chuyén, nang 1én va trong vat li¢u. O cung thoi
gian 170 lit nudc va cin cua ndm men bia d3 st dung hodc nidm men banh my va
200ml ctia enzym SEBSoy 5,0 L (0,1% liéu ché phadm c6 hoat tinh khoang 5,000
don vi a-galactosidaza pr. g clia san phim enzym) ma dugc bd sung dé dat duoc
ham luong chit kho khodng 50% theo trong luong trong hdn hop.

Hai hdn hop duge thiy phan trong 16 gid & 34°C va dugc siy kho dén ham
luong chét kho khoang 95 +0.3%.

San phim dugc phén tich nhw trong vi du trude.

4.2 Két qua:
Két qua dugc trinh bay trong bang sau day:
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Déi tugng | Gia tri phan tich Gid tri phan tich
Quitrinhvéi3,5%  Qué trinh véi 1,0%
ndmmenbiaddst  ndm men bia duoc
dung dwgcbdsung | bd sung

| ProwintongDM | S GBIR
Cacbohydrat hoa tan ! 8,2% 7,2%
stachyoza <0,25 ‘ <0,25%
Raffinoza <0,25 <0,25%

Tir két qua co thé thiy rang san phim theo sing ché c6 ham lugng protein
cao hon 60% theo trong luong cua chit kho khi quy trinh duoc thuc hién dudi sy
1én men ctia ndm men. San pham thu dugc c6 ham luong thap cuia oligosacarit.
Vidu5

So sanh qué trinhg thiy phan enzym trong quy trinh quy md phong thi
nghiém ctia sinh khdi bao gdm oligosacarit tir d4u nanh

Trong vi du ndy céc hiéu qua lam gidm cla oligosacarit béng a-galactosidaza
dudi thong sb ché bién (nhiét do va chit khd) theo sing ché so véi WO
2009/143591 dugc minh hoa.

Trong WO 2009/143591 ham lugng nude dugc yéu cAu t8i da khoang 35%
hoic t6t hon 12 30% hodc hodc tham chi tét hon 13 25%. Nhiét d6 t6i wu cho qua
trinh thily phén enzym dugc d& cap dén 1a giita 60 va 80°C.

5.1 Vit liéu va phuong phap:

Thiy phan enzym cla oligosacarit stachyoza va raffinoza dugc thuc hién
trong 10g sinh khéi cia dau nanh da khir chét béo va toan chét béo bot hat ddu nanh
va nudc chira a-galactosidaza enzym dugc bd sung theo luong dé dat dugc ham
luong chit kho (DM) ctia hdn hop, va nong do enzym nhét dinh.

Tron dugce thuc hién dé dam bao tinh dong nhét ctia hdn hop.

Enzyms dugc st dung trong ndng d khac nhau dya trén chét khé ctia dau
nanh da khir chit béo hoic cia bot hat du nanh 14 san phém thuong mai cé san trén
thi truomg tir Advanced Enzym Technologies, Maharasthra, India, thi truong véi tén
thuong hiéu SEBSoy, va o-galactosidaza tir Enzym Development Corporation
(EDC) New York, USA.

Hoat tinh ctia ché phdm enzym duoc chudn héa d¢én 5,000U/g.
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Thily phan enzym dugc thuc hién trong binh chua thiy tinh nhé & 55°C hodc
70°C trong 4 va 16 gid sau d6 xtt Iy nhiét & 100°C dé bat hoat enzym.

Sau khi Thuy phan enzym da két thiic ham lugng cua cacbohydrat hoa tan
duoc chiét bang cach khudy cin huyén phil ¢6 nuée khoang 10% DM trong 30 phut
sau d6 dugc ly tdm trong 10 phut ¢ 3,000 y g.

Mono- va oligosacarit ham lugng trong dich chiét c6 nudc cia sinh khdi
duoc phan tich bing phwong phép sic ky 16p mong trong 60 tAm silica gel TLC
(Merck). Céc thanh phén khéc nhau d3 duoc dinh luong bf?lng cach so sanh véi céac
tiéu chuln cta ndng d da biét (Cacbohydrat analysis - A practical approach; IRL
Press, Oxford. Ed. M.F. Chaplan & J.F. Kennedy, 1986).

5.2 Két qua:

A. Théng sb theo sang ché: DM 45%, nhiét 46 55°C va thoi gian phan tng
16 gio

Sinh khdi Enzym Stachyoza Raffinoza | Stachyoza +

Raffinoza

oligosacchati
giam theo %

Pau nanh -
duoc khur
chat béo

6,0% 3,0% 9,0% 0

0,05%
SEBSoy

P4u nanh 0,25%
duoc khir

chét béo

0,75% <1,0% >89

P4u nanh 0,05% EDC <0,25%
duoc khir

chit béo

0,5% <0,75% >92

P4u nanh - 0,5% 2,0%
con toan bd

chit béo

7,0% 0

P4iu nanh
coOn toan bo
chat béo

0,05%
SEBSoy

<0,25%

0,5%

<0,75%

>89

P4u nanh
con toan bo
chat béo

0,05% EDC

<0,25%

<0,25%

<0,5%

>92

Tir két qua nay c6 thé thiy rdng, ¢ cac tham sO che bien theo sang che, viée

khtr oligosacarit trong sinh khdi cao hon 89% sau thoi gian phan Ung 1a 16 gio voi

lidu enzym 12 0,05%.
B. Céc tham sb theo sang ché: DM 45%, nhiét d6 55°C va thoi gian phan

ung 4 gio
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Sinh khdi

Enzym

Stachyoza

Raffinoza

Stachyoza +
Raffinoza

oligosacchati
giam theo %

Pau nanh
duoc khir
chat béo

6,0%

3,0%

9,0%

0

P4u nanh
duoc khir
chat béo

0,25%
SEBSoy

<0,25%

<0,25%

<0,5%

>94

Pau nanh
duq‘c kha
chat béo

0,25% EDC

<0,25%

<0,25%

<0, 5%

>04

P4au nanh
coOn toan bd
chat béo

0,5%

2,0%

7,0%

Pau nanh
con toan bd
chat béo

0,25%
SEBSoy

<0,25%

<0,25%

<0, 5%

>93

Pau nanh
coOn toan bd
chat béo

0,25% EDC

<0,25%

<0,25%

<0,5%

>93

Tu két qua nay c6 the thay rang, & cac tham s6 ché bién theo sang che, viéc

khtr oligosacarit trong sinh khdi cao hon 93% sau thdi gian phan tmg 1a 4 gio voi

liéu enzym 14 0,25%.
C. Céc tham s6 theo WO 2009/143591: DM 70%, nhiét do 70°C va thoi gian

phan tng 4 gio

Sinh khéi

Enzym

Stachyoza

Raffinoza

Stachyoza +
Raffinoza

oligosacchati
giam theo %

P4u nanh
duqc khtr
chat béo

6,0%

3,0%

9,0%

0

Piu nanh
duoc khir
chét béo

0,25%
SEBSoy

4,0%

3,0%

7,0%

22

P4u nanh
duoc khtr
chat béo

0,25% EDC

2,5%

3,0%

5,5%

39

Pau nanh
coOn toan bd
chat béo

5,0%

2,0%

7,0%

Pau nanh
con toan bd
chat béo

0,25%
SEBSoy

3,0%

2,5%

5,5%

21

DPAiu nanh

0,25% EDC

3,0%

2,0%

5,0%

28
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cOn toan bd
chét béo

T két qua nay c6 thé thdy ring, & cic tham s6 ché bién theo WO
2009/143591, viéc giam oligosacarit trong sinh khdi nidm trong khoang tir 21 dén
39% sau thoi gian phan tng 12 4 gid véi lidu enzym 13 0,25%.

D. Céc tham sb theo WO 2009/143591: DM 70%, nhiét 4 70°C va thoi gian
phan Umg 16 gio

Sinh khéi Enzym Stachyoza Raffinoza Stachyoza + | oligosacchati
Raffinoza giam theo %

Pau nanh - 6,0% 3,0% 9,0% 0
duqc khu
chat béo

Dau nanh 0,05% 6,0% 3,0% 9,0% 0
duge khir SEBSoy
chat béo

Dau nanh 0,05% EDC 3,5% 3,0% 6,5% 28
du'qc khir
chat béo

Dau nanh - 5,0 2,0% 7,0% 0
con ‘goz‘an bd
chat béo

Dau nanh 0,05% 5,0% 2,0% 7,0% 0
con toan bd SEBSoy
chat béo

Pau nanh 0,05% EDC 4,0% 2,0% 6,0% 14
con ‘goa‘m bo .
chat béo

Tir két qua nay c6 thd thdy ring, & cac tham s6 ché bién theo WO
2009/143591, viéc giam oligosacarit trong sinh khdi nim trong khoang tir 0 dén
28% sau thoi gian phan ung 1a 16 gio v6i 1iéu enzym 1 0,05%.

5.3 Két luan:

Tir cac két qua cho thdy ring, cac tham s6 ché bién duoc sir dung trong WO
2009/143591 (nhiét d6 va ham luong chét kho) khong thé din dén sy bién nap cua
80% oligosacarit hogc nhiéu hon c6 mit trong sinh khéi bét ngudn tlir ddu nanh; do
dé khong thé dat dugc cling mirc bién chét cao vao mono- va disacarit tiéu hoa dugc

nhu c6 thé dat duge bang phuong phép theo sang ché.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap san xuét san phdm sinh hoc dang rén trong do, it nhat 80% ham
luong oligosacarit kho tiéu héa ban ddu dwoc phan hity thanh mono- va disacarit

tiéu héa dugc, bao gdbm cac budce sau day:

(1) tao ra hdn hop sinh khéi duge nghién hodc duge tan hodic dugce phan hity
theo cach khac, bao gdm oligosacarit va tlly y 1a polysacarit, va con bao gdm céc
phin thuc vt c6 protein, nwéc va mot hodc nhidu ché phdm enzym chua o-

galactosidaza;

(2) phan tmg hén hop thu duge tir bude (1) trong diéu kién tron lién tuc va
trong diéu kién ma ham luong nudc trong hdn hop ban dau khong vuot qua 65%

theo trong luong, trong khoang 0,15-36 gio ¢ nhiét do ndm trong khoang 20-65°C;

(3) & hdn hop d4 phan tmg tir bude (2) & nhiét d va trong khoang thoi gian

1am bét hoat a-galactosidaza.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phép nay con bao gdm viéc bd sung
ndm va/hodc vi khudn vao sinh khdi néu trén véi lugng sao cho ty 18 chit kho cua
nAm/vi khuin so véi sinh khéi nim trong khoang tir 1:2 dén 1:400, trong d6, viéc u
trong budc (3) dugc thyc hién & nhiét do va trong khoang thoi gian lam bét hoat o-

galactosidaza va nam va/hodc vi khuan.

3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 phan tng trong budc (2) dugc thuc hién dudi
diéu kién ky khi va/hoic wa khi.

4. Phuong phép theo diém bt ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 luong ché
phim o-galactosidaza néu trén ndm trong khoang tir 0,001 dén 1,0% theo trong
lugng cta cht kho cua sinh khéi trong hdn hop ban dau, trong d6, ché pham -
galactosidaza néu trén c6 hoat tinh khoang 5,000 don vi a-galactosidaza pr. g cua
san phim enzym, va/hoic phan tng trong budc (2) dugc thuc hign dudi diéu kién,
trong d6 ham lugng nudc trong hdn hop ban dAu ndm trong khoang tir 30 dén 65%

theo trong luong.

5. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 d&én 4, phuong phap nay
con bao gdm phan g trong budce (2) dugc thuc hién trong mét hodc nhidu gudng

xodn dang cdnh quat dugc ndi v6i nhau hodc bang tai guong xodn lién tyc khong
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thing dtmg voi thiét bi dAu vao cho hdn hop phan tmg va chét phy gia va thiét bi
d4u ra cho san phim ciing nhu thiét bi kiém soat tdc do quay, nhiét do va do pH

hodc trong may tron kiéu gudng xoén thing ding.

6. Phuong phap theo diém bét ky trong sb céc diém tr 1 dén 4, phuong phép nay
cdn bao gdm phan tmg trong budce (2) dugce thuc hién trong moét hodc nhidu gudng
x04n dang canh quat duoc néi v6i nhau hoic bang tai gudng x04n lién tuc khong
théng dtmg voi thiét bi diu vao cho hdn hop phan tmg va chit phu gia va thiét bi
dAu ra cho san phdm ciing nhur thiét bi kiém soét tbc do quay, nhiét do va do pH

hoic trong may tron Nauta.

7. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac didm tir 5 dén 6, trong d6 bang tai
gudng xodn lién tuc néu trén la kidu duoc thay ddi tiy y cua ludi dao don hodc
nhiéu gudng xodn dang ludi dao hodc bing tai gudng xoin dugc giao nhau dugc
thiét ké dé chuyén hdn hop phéan ting va dong thoi néng vét liéu d8 n6 dwoc chuyén

va dugc khudy ma khong ket khoi no.

8. Phuong phép theo diém bét k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 mot hodc
nhiéu chat hd trg ché bién nhu cac san pham cdy hoa bia chira cac axit dang o va
tir cac cdy hoa bia, dugc bd sung trong budc cac batky (1) va (2).

9. Phuong phap theo diém bét ky trong sd céc diém tr 2 dén 8, trong d6 nim
va/hoic vi khuin néu trén Ia ndm men sbéng dugc chon trong sb cac ching
Saccharomyces cerevisiae, bao gdm nim men bia va ndm men chung cét va men da
st dung tr san xut ruou va ndm men banh my, cling nhu men duoc st dung lén
men duong C5.

10. Phuong phéap theo diém bét ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 cac phén
thuc vat cé protein néu trén 1a cac loai dau, va/hodc ngii cdc, va/hoidc cac hat thue
vat, va/hodc ¢6 ma bd phédn cua cady co thé duoc khir chét béo.

11. Phuong phap theo diém 10, trong d6 céc loai dau dugc chon tir nhém bao gdm
d4au nanh, hat dau, d4u ha lan, va dau lupin.

12. Phuong phép theo diém 10, trong d6 ngii cde 1a lna mi.

13. Phuong phép theo diém 10, trong d6 céc hat thyc vét 1a céc hat cai dau.
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14. Phuong phap theo diém bit ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 sinh khdi

néu trén con bao gom dau va chat béo.

15. Phuong phép theo diém bat ky trong sb c4c diém néu trén, trong d6 sinh khoi

néu trén con bao gdom dau va chat béo tr cac hat clia cdy mang dau.

16. Phwong phap theo diém bét ky trong sb céc diém néu trén, trong d6 sinh khéi

néu trén cOn bao gdm dau va chét béo tlr hat cai dau va dau nanh.

17. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 san phim
sinh hoc thu duoc tir bude (3) duge séy kh6 d& ham lugng nudc khong 16n hon 10%

theo trong lugng.

18. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 phan tng
ctia hdn hop trong bude (2) xay ra & 20-55°C.

19. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, trong d6 luong ché
pham a-galactosidaza néu trén nim trong khoang tir 0,25 dén 1,0% theo trong luong
cia chdt kho cua sinh khéi trong hdn hop ban du, trong d6 ché phdm a-
galactosidaza néu trén c6 hoat tinh khoang 5,000 don vi a-galactosidaza pr. g cua
san phim enzym, va phan ung trong bude (2) dugc thuc hién trong khoang tir 4-36

gidr & nhiét d6 nim trong khoang tir 30-60°C.

20. Phuong phép theo diém bét ky trong sd céc diém tir 1 dén 18, trong d6 luong
ché phdm o-galactosidaza néu trén ndm trong khoang tir 0,25 dén 1,0% theo trong
luong cua chit kho cua sinh khdi trong hdn hop ban dAu, trong d6, ché phdm a-
galactosidaza néu trén c6 hoat tinh khbéng 5,000 don vi o-galactosidaza pr. g cua
san phdm enzym, va phan Ung trong budc (2) dugc thyc hién trong khoang tir 4-36

gid & nhiét d6 nim trong khoang tir 50-60°C.

21. Phuong phap theo diém bt ky trong sd céac diém tir 1 dén 18, trong d6 lugng
ché phdm a-galactosidaza néu trén nim trong khoang tir 0,01 dén 1,0% theo trong
lugng ctia chét khd cua sinh khéi trong hdn hop ban dAu, trong d6 ché phim a-
galactosidaza néu trén c6 hoat tinh khoang 5,000 don vi a-galactosidaza pr. g cua
san phdm enzym, va phan tng trong budc (2) dugc thuc hién trong khoang 8-36 gio
& nhiét d6 50-60°C.
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22. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 18, trong d6 lugng
ché phdm o-galactosidaza néu trén nim trong khoang tir 0,05 dén 1,0% theo trong
lugng clia chit kho cua sinh khdi trong hdn hop ban diu, trong d6 ché phim a-
galactosidaza néu trén c6 hoat tinh khoang 5,000 don vi o-galactosidaza pr. g cua
san phdm enzym, phan tng trong buéc (2) duge thue hién dudi diéu kién, trong d6
ham luong nudce trong hdn hop ban dau nim trong khoang tir 40-65% va & nhiét do

nam trong khoang tir 50-60°C.

23. Phuong phéap theo diém bét ky trong s& cac diém tir 2 dén 22, trong d6 nim
va/hogc vi khudn 12 nAm men séng dugc bd sung theo lugng nim trong khoang tir
0,25% dén 10%.

24. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém néu trén dugc thuc hién &

dang quy trinh theo mé, quy trinh duoc dén theo mé hodc quy trinh lién tuc.

25. San ph4m sinh hoc dang rén c6 thé thu duoc bang phuong phap theo diém bét
ky trong s6 cac diém tir 19 dén 24.

26. San phim sinh hoc dang rén c6 thé thu dugc bing phuong phap theo diém bt
ky trong s cac diém tur 1 dén 24 bao gdm protein & thuc vat theo lugng 1én dén
khoang 60% theo trong lugng va tuy y la glyxerit theo lugng lén dén 25% theo

trong lwong ctia chét khd.

27. San phim sinh hoc dang rin theo diém 26 bao gdm protein & thuc vat theo

lugng it hon khoang 60% theo trong lugng.

28. San phim sinh hoc dang rdn c6 thé thu duge bing phwong phép theo diém bét
ky trong sb cac diém tir 2 dén 24 bao gdm protein & thyc vat theo luong Ién dén
khoang 75% theo trong luong va tuy y 1a glyxerit theo lugng 1€n dén 25% theo
trong luong ctia chat kho.

29. San phim sinh hoc dang rin theo diém bAt ky trong sb cac diém tir 25 dén 28,
trong d6 lugng tdng cua raffinoza, stachyoza va verbascoza la it hon 8% theo trong
lugng.

30. San phdm sinh hoc dang rén theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 25 dén 28,
trong d6 lwong tong cua raffinoza, stachyoza va verbascoza 1a it hon 5% theo trong

lugng.
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31. San phim sinh hoc dang rin theo diém bét ky trong sb cac diém tir 25 dén 28,
trong d6 lwong tdng cla raffinoza, stachyoza va verbascoza la it hon 2% theo trong
lugng.

32. San phim sinh hoc dang rn theo diém bét ky trong sb céc diém tir 25 dén 31,
trong d6 luong cua raffinoza la it hon 3,0%.

33. San ph&m sinh hoc dang rin theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 25 dén 31,
trong d6 luong cua raffinoza la it hon 2%.

34. San phim sinh hoc dang rén theo diém bét ky trong sd cac diém tir 25 dén 31,
trong d6 luong cua raffinoza 1a it hon 1,5%.

35. San pham sinh hoc dang rin theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 25 dén 31,
trong d6 luong cua raffinoza la it hon 1%.

36. San phdm sinh hoc dang rén theo diém bét ky trong sb cac diém tir 25 dén 31,
trong d6 lugng cua raffinoza it hon 0,75%.

37. San phim sinh hoc dang rin theo diém bét ky trong sé cac diém tir 25 dén 31,
trong do6 luong cua raffinoza it hon 0,5%.

38. San phim sinh hoc dang rén theo diém bét ky trong sé cac didm tir 25 dén 31,
trong d6 luong cua raffinoza 1a it hon 0,25%.

39. San phim sinh hoc dang rin theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 25 dén 31,
trong d6 luong cua stachyoza 1a it hon 1,0%.

40. San phdm sinh hoc dang rén theo diém bét ky trong sb cac diém tir 25 dén 31,
trong do6 lugng cua stachyoza 1a it hon 0,75%.

41. San phdm sinh hoc dang rén theo diém bit ky trong sd cac diém tir 25 dén 31,
trong do6 luong cua stachyoza 1a it hon 0,5%.

42. San phdm sinh hoc dang rén theo diém bét ky trong sb cac diém tir 25 dén 31,
trong d6 luong cua stachyoza la it hon 0,25%.

43. San phidm thyuc phim chira tir 1 dén 99% theo trong lugng clia san phim sinh
hoc dang rén theo diém bét ky trong sb céc diém 25-42.

44. San pham thirc dn chira tir 1 dén 99% theo trong lugng ctia san pham sinh hoc

dang rén theo diém bat ky trong sb cac diém 25-42.
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45. San phdm m¥ phdm chira tir 1 dén 99% theo trong lugng clia san phém sinh hoc

dang rin theo diém bét ky trong s cac diém 25-42.

46. San phédm duoc phim chua tir 1 dén 99% theo trong lugng cla sén phdm sinh

hoc dang rén theo diém bat ky trong s cac diém 25-42.

47. Chét bd sung dinh dudng chira tir 1 dn 99% theo trong luong ciia san phdm
sinh hoc dang rén theo diém bét ky trong s6 cac diém 25-42.
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