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(57) Sang ché de cap dén chitin, san pham thuy phan va phuong phap tao ra it nhat mot san

pham mong mudn tir co6n trung. Cu thé hon, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra it nht

mot san phdm mong mudn tir con tring, bao gdm 16p bude ép cuticun con trung, tiép theo

1a budc thiy phan bang enzym cac 16p cuticun cua con tring bang cach sir dung enzym

phén giai protein.
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Linh vwe k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché @& cap dén phuong phép tao ra it nhat mot san phim mong mubn tir cén
trung. Cu thé hon nita, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra chitin va/hodc chitosan
bang cach thiy phin bing enzym céc 16p cuticun cia con tring. Sang ché ciing dé cap

dén chitin va san phim thily phan dic trung.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Theo sang ché, "chitin" c6 nghia 14 loai din xuit chitin bét ky, tirc 13, loai din
xuit polysacarit bit ky bao gdm céc don vi N-axetylglucosamin va cac don vi D-
glucosamin, dédc biét 1a cac copolyme chitin-polypeptit (d6i khi con dugce goi 1a "phirc

hop chitin/polypeptit").

Chitin dugc cho 14 polyme duogc tong hop phd bién dumg thi hai trong thé giéi
sinh vit sdng sau xenluloza. Trén thuc tin, chitin duoc tong hop boi nhiéu loai trong
thé gi6i sinh v4t séng: n6 cAu thanh mot phin ciia bd xuwong ngoai cua cac loai giap xac
va con triing va vach bén bao xung quanh va bao vé nim. Cu thé hon nita, & con tring,

chitin nhu vay ciu thanh 3 dén 60% bd xuong ngoai ciia chiing.

Theo sang ché, "chitosan" c6 nghia 12 c4c san pham ctia qua trinh khir axetyl ctia
chitin. Ranh giéi thong thudng gitta chitosan va chitin duoc xac dinh bing mirc d6 axetyl
héa: hop chét c6 mic d6 axetyl héa dudi 50% duge goi 1a chitosan, va hop chat 6 muc

do axetyl hoa 16n hon 50% duogc goi 1a chitin.

Chitin va/hozc chitosan duoc sir dung trong nhidu ing dung: m¥§ phim (ché phim
m¥ phim), y va duoc (duoc phdm, diéu tri bong, vat liéu sinh hoc, bang giac mac, vat
lidu khau), ché bién dinh dudng va thuc phim, k¥ thuét (cac chét loc, két cu, keo tu
hodc chit hép phu, dic biét 1a trong loc va tinh ché nuéc), v.v.. Trén thuc tién, chitin
va/hoic chitosan 12 nguyén liéu c6 kha ning tuong thich sinh hoc, c6 thé phan huy sinh
hoc va khong ddc tinh.

Theo truyén théng, chitin dugc chiét theo phuong thirc héa hoc tir cc loai giap

xéc, tir 16p chan dau, nhung c4 biét hon, con duoc chiét tir nAm. Con dudng hda hoc sur
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dung s6 lwong 16n céc chit phan mg (nhu axit clohydric, natri hydroxit va chat tiy
trang), cac chit nay c6 tic dung lam bién tinh cAu tric cua chitin nhu khi né tdn tai &
trang thi tu nhién, vi du nhu khi c6 mit trong vo6 ciia cac loai gidp xac. Hon nita, hiu
hét céc chat phan g héa hoc gy hai cho con ngudi va mdi trudong va sinh ra lugng
16n chét thai can phai dugc x Iy. Sau ciing, chitin va/hodc chitosan xuét phét tir cac loai
gi4p x4c c6 thé sinh ra cac phan tmg di ing & nhitng ngudi nhay cam.

Con duong chiét chitin khac 13 con dudng enzym. Con dudng nay duoc xem l1a
6n hoa hon, do d6 c¢6 thé bao quan tét hon chitin va/hoic chitosan. Tuy nhién, chitin thu
duoc bang con dudng niy c6 mau nau nhat, doi hoi phai ¢ cac bude tinh ché dé thu
duoc bdt c6 thé tung ra thi truong dugc, tire 14 ¢6 mau tring. Do d6, cic phwong phép
hién c6 thudong bao gdm mét hodc nhidu bude dé loai bo tap chit ra khoi chitin, nhu
budc khir khoang bang axit, dugce thuc hién truée budce thily phan bing enzym, va/hodc
budc ty trang chitin bing chit oxy héa, dwoc thuc hién sau bude thity phan bang enzym.
Khong may, hai budc dé tinh ché chitin nay tic dong lam thay dbi cu tric hoa hoc cua
chitin.

Cong trinh dugc tién hanh boi cac tac gia sing ché da chimg minh ring, c6 thé
thu dugc chitin vira tinh khiét hon va vira c¢6 ciu triic sat gin hon véi cdu tric nguyén
Wy cua chitin bang cach thwe hién budce xir 1y co hoc truée khi thiy phén, cu thé 13 bude
€p cac 16p cuticun cia con trung.

Ban chat ky thuit ciia sing ché

Do d6, sang ché dé c4p dén phuong phép tao ra it nhat mot sin phdm mong mudn
tir con tring, bao gdm cac bude sau:

1) ép céc 16p cuticun cua con trung, va sau do

ii) thity phan bang enzym cac 16p cuticun cta cn tring bang cach st dung enzym

phan giai protein.

"San phim mong mubn" cu thé hon c6 nghia 14 chitin va/hodc chitosan va/hodc
san pham thity phan.

"San phdm thity phan" dé chi mdt san phdm ma né bao gdm céc protein, protein

thity phan, peptit, axit amin va/hodc céc hop chit khac c6 ngudn gbe tir protein, c6 thé
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thu dwoc bang cach thity phin bing enzym céc protein.

San phdm hozc c4c san phdm mong mudn thu dugce tir con tring. "Con trung" cé
nghia 13 cdn tring & giai doan phat trién bét ky, nhu giai doan trudng thanh, giai doan
4u tring hoic giai doan nhong. Cén tring sir dung trong phwong phap theo sang ché t6t

hon ¢6 thé in duoc.

Cu thé hon, c4c con tring c¢6 thé duge lua chon tir nhém bao gém bd Céanh cling
(Coleoptera), bd Hai canh (Diptera), bd Canh vay (Lepidoptera), bd Canh déu (Isoptera),
bo Céanh thang (Orthoptera), bd Canh mang (Hymenoptera), bd Gian (Blattoptera), b
Cénh ntra (Hemiptera), phan by Canh nira (Heteroptera), bd Phu du (Ephemeroptera) va
bo Canh dai (Mecoptera), tot hon tir bd Canh ciing, bd Hai canh, bd Céanh thing va bd
Cénh vay.

Con tring t5t hon duoc Iva chon tir nhém bao gdm Tenebrio molitor, Hermetia
illucens, Galleria mellonella, Alphitobius diaperinus, Zophobas morio, Blattera fusca,
Tribolium castaneum, Rhynchophorus ferrugineus, Musca domestica, Chrysomya
megacephala, Locusta migratoria, Schistocerca gregaria, Acheta domesticus va Samia
ricini.

Con tring t6t hon nita dugc lya chon tir nhém bao gdm Tenebrio molitor,
Hermetia illucens, Galleria mellonella, Alphitobius diaperinus, Zophobas morio,
Blattera fusca, Musca domestica, Chrysomya megacephala, Locusta migratoria,
Schistocerca gregaria, Acheta domesticus va Samia ricini, va thAm chi tt hon nita 13 7.

molitor.

Mot hoic nhiéu loai ¢on tring c6 thé dugce sir dung trong phwong phép theo sang
ché, t6t hon 13 duy nhit mot loai con trung. Néu nhu nhiéu loai duge st dung, t6t hon

hai loai quan hé gan giii s€ duoc lwa chon, vi du Hermetia illucens va Musca domestica.

Con tring t6t hon duoc nudi, hon 1a thu dwogc trong tu nhién. Vi dy, con trung
dugc nudi trong mot trang trai con triung. Viéc nudi con trung trong mot trang trai ri€éng
biét khién cho khong nhiing c6 thé kiém soat va loai bé duoc cac nguy co két hop véi
cac bénh ngudn gdc tir con tring, ma con han ché dwoc cac nguy co két hop véi doc tinh

cua c4c san pham thirc dn xuat phat tir con tring, vi du do su c6 mét cua cac thude diét
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con tring. Hon nita, viéc nudi trong trang trai gitip cho c6 thé kiém soat duoc chit lwong
cung cAp cbn tring va han ché chi phi cung cép.

"Cac 16p cuticun cua con trung" khong chi ¢ nghia 1a cac 16p cuticun khi ma cac
16p nay da dugc tich ra khoi con triing, ma con ca cac 16p cuticun bao gdbm ca mot sb
hodc tit ca cac thanh phin cdu tao khac cia con tring, bao gdm ca toan bd con tring.
Trén thuc tién, c6 thé 4p dung phuong phap theo sang ché dbi véi toan bd con tring,
nhu con tring nghién, hodc chi 4p dung di véi mot bd phan ciia con tring bao gbm cac
16p cuticun, vi du xac 16t va/hodc cac 4o 16t cla con tring, dugc tach ra theo cach tu

nhién va duoc tap hop bang phuong phéap thich hop.

Lép cuticun 1 16p bén ngoai (hodc bd xuwong ngoai) dwoc tiét boi bidu bi cia con

trung. Néi chung n6 dugc tao ra tir ba 16p:

- 16p trén cuticun , ddy 1a 16p mong nhét, ngoi cling nhét cua 16p cuticun (dudi
4 um); 16p nay khong thdm nudce va bao gdm 16p sap diy nude, ciing nhu luong
nho céc protein va chitin;

- 16p ngoai cuticun, day 1a 16p trung gian ctia cuticun; 16p nay chii yéu bao gbém
c4c protein da duogc héa cling bang cach ngdm tim va chiu trich nhiém vé do
cung cua 16p cuticun; chitin, va tuy y 1a melanin; va

- 16p cuticun trong, diy 1a 16p mong, linh hoat, ciu thanh boi hdn hop cia cac
protein va chitin.

Muc tiéu chinh ctia viéc ép cac 16p cuticun ciia con tring 13 dé loai bd dich ép
giau chit béo va/hodc dé 1am giau banh ép dé thu duoc nén dé thuy phan.

Trong phuong phép theo sang ché, viéc ép cac 16p cuticun clia con tring gitip cho
c6 thé thu dwoc banh ép bao gdm lugng dau (hozc lipit) thip hon hoic bang 20%, tbt
hon thap hon hodc bing 15%, t6t hon nita thAp hon hodc bing 12%, tham chi t6t hon
nita thip hon hoic bing 10%.

Mo ta vin tit cdc hinh vé
Fig. 1 12 Iuu d0 ciia phuong 4n wu tién vé& phuong phép theo sang ché.
Fig. 2 13 6 thi so sanh mirc d¢ tinh khiét ciia chitin thu dugc bing phwong phap

enzym bao gdm mdt hodc nhi€u bude nghién va ép so bd.
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Fig. 3 14 d6 thi so sanh ham lwong lipit dugc do & cac phan khac nhau cta hop
chit trung gian ma chitin duoc chiét tir do.

Fig. 4 thé hién su phan bd céc lipit trong dich ép va banh ép thu dwoc bing
phuong phap enzym bao gdm cac budc nghién va ép so bd hoic bude ép so bo.

Fig. 5 1 d6 thi thé hién su phan b ciia cac protein/peptit theo khbi lugng mol
ctia chiing (tinh theo %) trong san phim thity phan theo sang ché va trong dich ép.

Fig. 6 1a dd thi thé hién su phan bd tuong dbi cta axit amin cdu thanh san phim
thity phan theo sang ché.

Fig. 7 12 d6 thi thé hién d6 phong phi twong ddi ctia cac axit amin trong chitin.

Fig.8 thé hién tic dung ciia viéc ép 1én ham luong tro trong san phim thity phan
- céc con trung khac nhau.

Fig.9 thé hién tic dung cua viéc ép 1én ham lugng tro trong san phim thiy phan
- cac enzym khac nhau.

Fig.10 thé hién ham lwong tro trong san phim thuy phan bing phwong phap
nghién + ép - cc con tring khac nhau.

Fig.11 thé hién do phong phu tuong d6i ctia cic protein 16n 1am chiic ning ctia
cac phuong phap khac nhau va cac con tring khac nhau trong thiy phén dugc thuc hién
béng Prolyve.

Fig.12 thé hién do phong phii twong dbi ctia cac protein 16n 1am chiic ning ciia
cac phuong phéap khac nhau va cac enzym khac nhau duogc 4p dung cho 7. Molitor.

Fig.13 thé hién tic dung ctia viéc ép 1én ham luong protein ctia san phim thiy
phén - cac enzym khéc nhau.

Fig.14 thé hién tac dung cia viéc ép 1én ham lwong protein ctia sin phdm thity
phén - cac con trung khac nhau.

Fig.15 thé hién tac dung ciia viéc ép 1én ham luong lipit ctia san phim thiy phan
- cac enzym khéc nhau.

Fig.16 thé hién tac dung ciia viéc ép 1én ham luong lipit ctia san phim thity phan

- c4c cOn trung khac nhau.
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Fig.17 thé hién kha ning tiéu ha pepsin ctia san phdm thiy phan thu duge — tam
thoi.

Fig.18 thé hién TM + Prolyve: d6 phong phu tuong ddi ctia c4c axit amin trong
san phdm thuy phan.

Fig.19 thé hién TM + Sumizyme: d6 phong phti trong dbi ctia cac axit amin trong

san phdm thay phan.

Fig.20 thé hién TM + Novozyme: d6 phong pht twong dbi ctia céc axit amin
trong san phdm thuy phan.

Fig. 21 thé hién TM + Neutrase: d6 phong pht twong d6i ciia cc axit amin trong
san pham thiy phén.

Fig. 22 thé hién HI + Prolyve: d phong phti twong dbi cuia céc axit amin trong
san pham thiy phan.

Fig. 23 thé hién GM + Prolyve: d phong phii tvong ddi ctia cic axit amin trong
san phdm thiy phan.

Fig. 24 thé hién AD + Prolyve: d6 phong phu tuong ddi ciia cac axit amin trong
san phdm thuy phén.

Fig. 25 thé hién tic dung ctia viéc ép 1én ham luong tro trong chitin - cic enzym
khac nhau.

Fig. 26 thé hién ham lwong tro trong chitin tir cc con tring khac nhau.

Fig. 27 thé hién ham lugng lipit trong chitin.

Fig. 28 thé hiénam luong axit amin trong chitin.

Fig. 29 thé hién TM + Prolyve: d6 phong phti twong dbi ctia cic axit amin trong
chitin.

Fig. 30 thé hién TM + Sumizyme: d6 phong pht twong dbi ctia cac axit amin
trong chitin.

Fig. 31 thé hién TM + Novozyme: d phong phti tuong ddi clia céc axit amin

trong chitin.
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Fig. 32 thé hién TM + Neutrase: dd phong phii trong d6i ctia cac axit amin trong

chitin.

Fig. 33 thé hién HI + Prolyve: dd phong pht twong dbi clia cic axit amin trong
san pham thity phan.

Fig. 34 thé hién GM + Prolyve: d6 phong phii twong ddi ciia cac axit amin trong
san pham thity phan.

Fig. 35 thé hién AD + Prolyve: d6 phong phu twong dbi ctia cac axit amin trong
san pham thity phan.

Fig. 36 thé hién d6 tinh khiét trong luc ctia chitin 1am chiic ning cta céc phuong
phép khéc nhau va cac enzym khac nhau ap dung cho 7. Molitor.

Fig. 37 thé hién d tinh khiét trong luc ctia chitin 1am chiic ning ctia cic phuong

phap khac nhau va céc cbn tring khac nhau bing Prolyve.

Fig. 38 thé hién d6 tinh khiét do mau cta chitin 1dm chirc ning cia cac phuong

phéap khac nhau va cac enzym khac nhau véi 7. Molitor.

Fig. 39 thé hién d6 tinh khiét do mau cdia chitin 1am chirc ning ctia cic phuong

phap khéc nhau va cac con trung khac nhau véi Prolyve.
Fig. 40 thé hién d¢ tinh khiét theo sy chénh léch cta chitin.

Fig. 41 thé hién mirc d6 axetyl héa cua chitin thu dwoc bing phuong phap dbi
v6i T. Molitor.

Fig. 42 thé hién muc dd axetyl héa ca chitin thu dugc bing phwong phap di

v6i Prolyve,
Fig. 43 thé hién hinh anh ctia 16p cuticun trén hién vi huynh quang hai photon.
Fig. 44 thé hién mtc d6 két tinh cua céc chitin thu duoc.
Fig. 45 thé hién kich thudc ctia cac protein trong san phdm thity phan.

MO ta chi tiét sang ché

Trong don sang ché nay, cac khoang gia tri dugc hiéu 12 bao gdm tit ca. Tuy

nhién, khi thuit nglt "xap xi" hodc "vao khoang" dung trudc con so, di€u nay twong
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duong v&i hon hoac kém 10% cua gia tri cla con s6 nay.

Tuong tu, nhim dé lam giau banh ép vao trong nén dé thuy phan, viéc ép cac 16p
cuticun ctia cdn tring giip cho c6 thé thu dugc banh ép c6 ham luong chit kho ndm
trong khoang tlr 30% dén 60%, t6t hon nim trong khoang tir 40% dén 55%, va tét hon
nita ndm trong khoang tir 45% dén 50%.

Hé thng ép bat ky ¢ thé duoc sir dung dé thuc hién viée ép céc 16p cuticun ciia
con tring, vi du hé théng ép truc vit don hoic truc vit d6i (truc vit dbi kidu Angel), hé
loc ép (hé loc ép kiéu Choquenet), hé ép tAm, v.v.. Cac hé théng nay d3 biét dbi véi
ngudi c6 k§ ning trong linh vue, ho c6 kha ning xéc dinh céc diéu kién ép sao cho thu

dugc cac ham lugng dau va/hodc nudce néu trén.

Trong phuong phép theo sang ché, viéc ép cac 1p cuticun cia con tring duogc

tiép theo bang budc thily phan bing enzym.

Budc thity phan bing enzym t&t hon duge thuc hién bing it nhit mot enzym phan
giai protein, t6t hon 13 proteaza. Trong don sang ché nay, cac tén hoic hau té “peptidaza"
va "proteaza" duoc sir dung theo cich khong phan biét dé chi mot enzym gay ra su phan
giai li€én két peptit ctia cac protein. Mot cach thudn loi, bude nay duge thuc hién trong
thoi gian nim trong khoang tir 4 dén 8 gio, t6t hon trong thoi gian ndm trong khoang tir
4 dén 5 gid, & nhiét d6 nim trong khoang tir 40 dén 60°C, t&t hon tir 45 dén 55°C va &
d6 pH nim trong khoang tir 6 dén 8, t&t hon nim trong khoang tix 6,5 dén 7,5.

Phan tmg thily phan bing enzym c6 thé duoc thuc hién bing duy nhét proteaza
hodc theo cach khac, bing hdn hop cic enzym chira it nhit mot proteaza, t6t hon nita
bang hdn hop ctia cic enzym chira nhiéu proteaza, nhu hdn hop chita endoproteaza va

exoproteaza, hodc proteaza va polysacaraza.

Proteaza t6t hon dugc lwa chon tr nhém bao gé)m cac aminopeptidaza,
metallocarboxypeptidaza, serin endopeptidaza, xystein endopeptidaza, aspartic

endopeptidaza, metalloendopeptidaza.

Tét hon cac enzym co thé duoc lwa chon tir bang sau:
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) , Nha cung i i
(Céac) enzym Loai SO EC . Thanh phd Quoc gia
cap
EC
Flavourzyme 34111 Novozyme | Bagsvaerd | Dan Mach
Fungal Amino- EC
BioCat Troy My
proteaza 500 peptidaza 34.11.1
N EC
Kojizyme Novozyme | Bagsvaerd | Pan Mach
3.4.11.1
Genencor
EC
Protex P Internationa Leiden Ha Lan
3.4.21
1B.V.
Chymotrypsi EC '
Novozyme | Bagsvaerd | DPan Mach
n 34.21.1
EC
Protamex 3401 Novozyme Bagsvaerd | Pan Mach
serin _
] EC
endopeptidaza
Elastaza 3.4.21.1 | Novozyme | Bagsvaerd | Pan Mach
4
EC
Trypsin 3.4.21.3 | Novozyme | Bagsvaerd | Pan Mach
6
EC
Alcalaza Novozyme | Bagsvaerd | DPan Mach
34214
Papai BC BioC T M
apain 10Cat 0 \
P 34.222 Y Y
Xystein
EC
Bromelain | endopeptidaza
34223 BioCat Troy My
(ananase)
2
Aspartic EC
Prolyve NP _ Lyven Colombelles Phap
endopeptidaza | 3.4.23

-10-
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Saint-
] EC Sigma
Pepsin ) Quentin- Phép
3.4.23.1 Aldrich
Fallavier
Endo- EC
Proteaza )
peptidaza 34242 BioCat Troy My
trung tinh
chira kim loai 8
Genencor
Endo- EC
Protex 50FP ) Internationa Leiden HaLan
peptidaza 3.4.21
IB.V.
Exo & endo
peptidaza
Pancrealyve | (hdnhopcia | n.a* Lyven Colombelles Phap
proteaza +
amylaza)
Aspartic EC
Izyme BA Novozyme | Bagsvaerd | Pan Mach
proteaza 34.23
Hén hop Takabio —
Sumizyme n.a.* o Aichi Nhat Ban
Enzym Shin Nihon
Endoproteaza
Zn bazo cua f EC
Neutraza Novozyme | Bagsvaerd | Pan Mach
amylo- 3.4.24
liquefacien
Novozyme
37071 Proteaza n.a.* Novozyme | Bagsvaerd | Pan Mach

*n.a.: khong thé 4p dung duoc

Tét hon, enzym str dung trong phan tmg thiy phan 12 aspartic endopeptidaza, nhu
Prolyve NP. Loai enzym nay gitp cho c6 thé thu dugc két qua rat tot vé do tinh khiét
ctia chitin thu duoc, nhét 13 khi loai enzym nay duge 4p dung trong thity phan banh ép
thu dwoc tir bd canh cing (Coleoptera) va cu thé hon 1a tir 7. molitor.

Enzyme hodc hdn hop cic enzym dugc dwa vao véi lugng nim trong khoang tir

-11-
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0,2 &n 10% trong lwong ciia chit kho lugng tinh, tot hon tir 0,4 dén 8% trong luong
va tét hon nita tir 0,5 dén 2%. "Trong lugng cua chét kho Iuong tinh" cu thé hon c6
nghia 1 trong lugng ciia chit kho tir con tring hoic (cac) bd phén ciia cbn tring, nhu
c6 thé dugc luong tinh khi dwa vao bude thiy phan bing enzym.

Vé hoat tinh enzym, chét luong ctia enzym hoic hén hop enzym dua vio twong
dwong véi hoat tinh nim trong khoang tir 2000 dén 5000 SAPU ("Spectrophotometric
Acid proteaza Unit", dwgc md ta trong vi du 5 dudi déy), tbt hon ndm trong khoang tir
3000 dén 4000 SAPU, trén 100g trong lwong 4m, véi ham lwong nude ndm trong khoang
tir 30 dén 70% ctia co chét cAn duoc chuyén dang, tirc 13, ciia con tring hodc (cac) bd

phéan dugc hydrat hoa cua con trung.

Tét hon, bude thuy phan béng enzym dugc thuc hi€n vdi sy c6 mat cia nudce,
nhu nude ngot. Luong nude st dung trong bude thity phan bang enzym duoc xac dinh
nhu sau: ty 18 cta thé tich nude tinh bing mL trén trong lwong con tring tinh biang g tbt
hon nim trong khoang tir 0,3 dén 10, t6t hon nita ndm trong khoang tir 0,5 dén 5, tham
chi t&t hon nita ndm trong trong khoang tir 0,7 dén 3, thim chi t&t hon nita bing 1. Cin
lwu v rang, ty 1& nay ciing twong Gmg véi ty 1€ cla trong lwong nudce trén trong luong
con tring, ty trong ciia nude 1a 1,0g/mL trong cic diéu kién nhiét d6 va 4p suét binh

thudng.

Phuong phép theo sang ché gitip cho c6 thé thu dwoc chitin ¢6 d6 tinh khiét (hoic
d6 tinh khiét trong luc) ndm trong khoang tir 40 dén 90%, t&t hon nim trong khoang tir
50 dén 90%, tbt hon nita nim trong khoang tir 60 dén 85%, va thdm chi t&t hon nita la
80% (xem trong vi du 2 va hinh v€ trén Fig. 2).

Tuy nhién, phuong phép theo sang ché gitip cho c6 thé thu dugc san phdm thiy
phan c6 mot sb dic tinh thudn loi, dic biét 1a vé kha ning tiéu hoa, ham luogng ctia cac
lipit va/hodc protein, kich thu6e ctia protein hodc thanh phén axit amin.

Tét hon, phuong phép theo sang ché bao gdm budc nghién trude budc ép.

Do d6, phwong 4n dic biét wu tién theo sang ché dé cap dén phuong phép tao ra

it nhat mQt sdn phdm mong muon tir cdn tring, bao gdm cac budc sau:

i) nghién cac 16p cuticun cua cdn tring,
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ii) ép céc 1ép cuticun cua con trung, va sau do

iii) thiy phan bing enzym céc 16p cuticun cia con tring bing cach st dung

enzym phan giai protein.

Budc nghién nay ¢6 muc dich khir cc 16p cuticun va/hodc ¢on tring thanh céc
phﬁn tr nhim dé tao thuan loi cho su tiép can ciia cic enzym Vi co chét trong qua trinh
thity phan bing enzym. Budc nay ciing gitip cho ¢6 thé, khi né duge tiép theo bing budc

ép, tao thuan loi cho viéc 14y dich ép va tach chét ran.

Budc nghién nay ciing gitp cho ¢6 thé cai thién sy phan bé cac lipit ngudn gbc
tir cOn tring giita banh ép va dich ép xuét phat tir sw ép. Thuec tién, nhur duoc thé hién &
hinh v& trén Fig. 4, banh ép xuit phat tir phuong phép bao gdm ca hai budc nghién va
ép c6 ham luong lipit giam so véi banh ép tir phuong phap bao gdm duy nhét budc ép.

Cu thé hon, trong phuong phép theo sang ché, viéc nghién va ép cac 16p cuticun
clia con tring gitip cho c6 thé thu duoc banh ép chira ham Iugng lipit (hodc diu) thdp
hon hoic bing 15%, tot hon thép hon hoac béng 12%, tham chi t5t hon nita thip hon
hoic bang 10%.

Budc nghién t6t hon ¢ thé dwoc thuc hién béng may nghién trdn, nhu may

nghién dao cit.

Tét hon, tai thoi didm két thuc nghién, kich thuée cua cac hat con tring 13 nhé
hon lem (kich thuée hat 16n nhit ¢ thé quan sat duge sit dung kinh hién vi), tdt hon
nho hon 0,5c¢m, thim chi t8t hon nita kich thudc nam trong khoang tir 300pm dén 0,5cm,
t5t hon tir 500pum dén 0,5cm va tham chi t&t hon nita tir 500pm dén 1mm.

Luong nuée ¢ thé duge bd sung dé tao thudn loi cho bude nghién. Luong nude
nay duge xac dinh nhu sau: ty 18 cua thé tich nudce tinh bing mL trén trong luong con
triing tinh bang g tt hon nim trong khoang tir 0,3 dén 10, t6t hon nita nim trong khoang
tr 0,5 dén 5, thdm chi tdt hon nita ndm trong trong khoang tir 0,7 dén 3, tham chi t6t
hon nita bing 1.

Mot cach thuan loi, phuong phap theo sing ché ciing bao gdm budc giét con

tring trude bude ép va/hodc bude nghién.

Budc giét nay c6 thé duoc thuc hién bang cic phuong phap théng thudng trong
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trang trai nudi dong vat mau lanh vi/hosc dong vat kich thude nhé (cua, ca, dc, v.v..),
nhu phwong phép lanh (két dong), néng (dun néng), 1y hét oxy, v.v.. Tét hon, budc giét
con tring dugc thuc hién biang cach dun néng. Pun néng khong chi giét cac con tring,
ma con lam giam tai luong vi khudn (lam giam nguy co tdn hai va nguy co cho sic
khoe) va bat hoat cic ndi enzym ciia cac con tring ma chiing c6 thé khéi phat su tu phan
giai va do do, nhanh chdng lam chin vang ching. Viéc dun néng dugc thuc hién theo
cach dé 1am chét nhanh nhét c6 thé, dé ton trong quyén loi ciia dong vat va theo cac

khuyén c4o khoa hoc.

Theo céch khéc, viéc giét cd thé duge thuc hién bang cach chan nude s6i. Chan

nudc soi cd cac loi the twong tu nhw dun ndng néu trén.

Tot hon, con trung dugce giet, vi du bang cach dun nong hodc chan nude sbi va

sau do, dugc nghién trude khi ép.

Tét hon, bude dun néng dugce thuc hién trong nude, nhu nude ngot, & nhiét do
nam trong khoang tir 95 dén 105°C, t5t hon 13 100°C va trong thoi gian tir 2 dén 20 phut,
t5t hon tir 5 d&én 15 phut.

Luogng nude dua vao trong budc dun ndng nay dugc xac dinh nhu sau: ty 1€ cia
thé tich nu6c tinh bang mL trén trong luong con tring tinh bang g t6t hon ndm trong
khoang tir 0,3 dén 10, t6t hon nita ndm trong khoang tir 0,5 dén 5, tham chi t5t hon nita
nim trong trong khoang tir 0,7 dén 3, tham chi t6t hon nita bang 1.

Theo cach khéc, budc chan nuée sbi duge thue hién bing hoi va/hodc bang nude
& nhiét d6 nim trong khoang tir 80°C va 130°C, t&t hon nim trong khoang tir 90°C dén
120°C.

Phuong phép theo sang ché c6 thé con bao gdm bude xir Iy cac 16p cuticun clia
con tring bing chat oxy héa trude bude thiy phan bing enzym.

T6t hon, trong phuong phép theo sang ché, chit oxy héa sir dung trong xir Iy cac
16p cuticun dugce lya chon tir nhém bao gém hydro peroxit, kali permanganat, ozon va
natri hypoclorit, thdm chi t5t hon nita hydro peroxit.

T6t hon, khi chit oxy hoéa 1 hydro peroxit, lwong chét nay dugc dwa vao dé xt

Iy c4c 16p cuticun cua con tring 14 lwong sao cho, ham lwong hydro peroxit ndm trong
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khoang tir 1 dén 33% trong luong tinh theo tdng trong luong cla con tring, tdt hon nim
trong khoang tir 2 dén 12% trong lugng tinh theo téng trong luong cda con trung, tbt

hon 12 6% trong luong .

T6t hon, viée xit Iy cac 16p cuticun ciia con tring bing chit oxy héa dugc thuc
hién véi sy c6 mat cua nude, nhu nude ngot. Tt hon, luong nudce st dung trong xur 1y
céc 16p cuticun duge xac dinh nhu sau: ty 18 cta thé tich nudce tinh bing mL trén trong
luong con tring tinh biang g t6t hon nim trong khoang tir 0,3 dén 10, tt hon nita ndm
trong khoang tir 0,5 dén 5, thim chi t&t hon nita nim trong trong khoang tir 0,7 dén 3,

tham chi t&t hon nita bing 1.

Viéc xi Iy céc 16p cuticun ctia con triing bang chét oxy héa c6 thé duoc thuc hién

trong mot hodc nhiéu budc sau:

- d6ng thoi véi bude dun néng va/hodc sau bude dun néng, tot hon nita ddng thoi
v6i bude dun néng. Theo cach khéc, ddng thoi véi bude chin nude sbi va/hodc sau bude
chan nudc sbi, tt hon nita ddng thoi véi bude chan nude sdi. Cu thé hon, khi viée xir
1y cac 16p cuticun cta con tring duge thuc hién trong qua trinh dun néng hodc chin
nudce s6i, chit oxy hoa tét hon c6 thé duge bd sung vao nuée st dung dé dun ndng con
trung.

- trude, ddng thodi va/hodc sau khi nghién. Cu thé hon, khi viée xtt 1y céc 16p
cuticun ciia con tring dugc thuce hién trong khi nghién, cht oxy héa tét hon c6 thé dugc

bo sung vao nudce st dung dé nghién.
- trude va/hoac dong thoi vai budce ép.
- trong budc xtr ly dédc trung cac 16p cuticun cua con trung.

Tt hon, budc thity phan bing enzym cé thé duge tiép theo bang budce bat hoat
bing nhiét nhim muc dich bat hoat enzym hoic hdn hop enzym sir dung trong thity phan
bing enzym.

Tai thoi diém két thic phuong phap theo sang ché, chitin c6 thé duge thu hdi
bing cach ép hoic ly tim hdn hop phan tmg thily phan bing enzym. Tai giai doan nay,

san phim phu cia chitin ciing dwoc thu hdi, cu thé 13 san pham thity phan.

Mot phwong 4n wu tién vé phuong phap theo sang ché dwoc md ta chi tiét hon
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dudi day.
Cu thé, phuong 4n wu tién ndy md ta cac budc tién loi khac nhau cta phuwong
phép theo sang ché, nhu cac budc tinh ché trong diéu kién ém diu ctia chitin: budc ép

thi hai, cac thao tac rira, loc va séy kho tuy y.

Sau cung, vi chitin thudng dugc dua ra thi truong & dang bdt, nén budce nghién
thir hai ciing c6 thé dugc thuc hién. Budc ndi sau ciing c6 thé dugc thuc hién dé thic
d4y phan Gmg khir axetyl, dé bao ché chitosan tir chitin. Cac diéu kién ctia phan tmg khir
axetyl duoc mé ta diy da hon trong bude 10 ciia phwong 4n wu tién duoc mé ta chi tiét
dudi day.

Phuong phép dac biét thuan lgi dé tao ra chitin tir cac 16p cuticun cta con tring

bao gdm céc bude sau:

a) giét con tring,

b) nghién cén tring,

c) ép cOn trung,

d) thity phan bing enzym cac 16p cuticun ciia con tring biang cach sir dung enzym
phén giai protein,

¢) thu hdi chitin,

trong d6, cac 16p cuticun ctia cdn tring c6 thé dwoc xir 1y tiiy y bang chit oxy

hoa trudc budc d).

Céc phwong 4n wu tién gdm cic budc khac nhau tir a) dén e) ciing nhu budc xi
Iy bang chét oxy hoa dwoc thong béo nhu & trén hoic trong budc twong tmg & phuong
an uvu ti€n dudi day.

Sang ché ciing d& cap dén chitin, nhu chitin c6 thé thu dugc bang phuong phap
theo sang ché. Nho cic diéu kién ém diu sir dung trong phwong phép theo séng ché,
chitin nay c6 cAu tric g?m v6i cAu triic cua chitin nhu né xuét hién & trang thai tw nhién
trong 16p cuticun cdn tring trong khi ¢6 mirc d6 tinh khiét cao, nhur miic @ tinh Kkhiét
nim trong khoang tir 40 dén 90%, t&t hon nim trong khoang tir 50 dén 90%, t6t hon nita
nim trong khoang tir 60 dén 85%, va thim chi t5t hon nita 1 80%.
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Chitin theo sang ché ¢6 it nhit mot dic tinh thudn loi bt ky trong sb cac dic tinh

thuan loi sau:

ham luong tro thip hon 4%, t&t hon thip hon 3,5%, t6t hon nita thip hon hoic
bang 2,5% (nhét 12 khi chitin duoc bao ché tir cac con tring in chay), t6t hon nita
thip hon 2%, va tham chi t6t hon nita thip hon hoidc bing 1,5% ( nhét 13 khi
chitin dugc bao ché tix T, molitor), va tham chi tdt hon nita thép hon 1% trong
luong tinh theo tdng trong lwong cua chét khé,

d6 tinh khiét (hodc do tinh khiét trong luc) nim trong khoang tir 40 dén 90%, t6t
hon ndm trong khoang tir 50 dén 90%, t6t hon nita ndm trong khoang tir 60 dén
85%, va tham chi 6t hon nita 12 80%,

d6 phong phti bé mit chiic ning c¢6 ty 1& (C-0)/(C-H) nim trong khoang tir 0,30
dén 0,56, tot hon nim trong khoang tir 0,31 dén 0,53,

ham luong lipit <14% theo téng trong lwong tinh theo tdng trong luong cia chat
kho,

ham luong lipit <5% khi chitin dwoc bio ché tir cac con tring khong biét bay,
tdng lwong axit amin <45%,

tbng lwong axit amin <16% khi chitin dwgc bio ché tir cac con tring biét bay,
d6 phong pht twong dbi ciia it nhit 3 axit amin bit ky tir Ala, Gly, Leu, Pro, Ser,
Tyr, Val <10%,

d6 phong pht twong d6i ctia Leu, Pro, Val <10% khi chitin dugc bao ché tir 7.
molitor,

d6 phong pht tuong dbi ciia Ala <12% khi chitin dugc bao ché tix T. molitor,

dd tinh khiét do mau >40%,

d6 tinh khiét do mau >50% khi chitin dugc bio ché bang enzym Prolyve NP trong
qua trinh thiy phan bing enzym,

dd tinh khiét theo su chénh 1éch >45%, t6t hon 1a >49%,

dd tinh khiét theo su chénh 1éch >52% khi chitin duoc bao ché tir T molitor,

d6 tinh khiét theo su chénh 1éch >70% khi chitin duoc bao ché tir cac con trung
biét bay,

mirc d6 axetyl hoa >70% va mirc d6 két tinh <0,61,

mirc d6 axetyl héa >70% va mirc d6 két tinh >0,42.
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Chitin chtra ham luong axit amin thip hon hodic bang 45%, ham lwong tro thip
hon hodc bing 3,5%, t6t hon thdp hon hodc bing 2,5%, va db tinh khiét theo su chénh

1éch cao hon hoic bang 45%, té_t hon 1a cao hon hoac bﬁng 49%.
Tt hon, chitin cé toan bd cac dic tinh & trén.

T4t ca cac don vi va phuong phép do cac dic diém théng béo & trén dwgc mo ta

trong phﬁn vi du va cu thé hon 13 trong vi du 5.

Mot phuong phép dic biét thusn loi dé tao ra san phdm thity phan tir con tring,

bao gbm cac budc sau:
a) giét con tring,
b) nghién con tring,
¢) ép cOn trung,

d) thiy phan bing enzym céc 16p cuticun ciia con tring bing enzym phan giai

protein,
e) thu hdi san phdm thiy phan,

trong d6, c4c 16p cuticun cua con tring ¢6 thé duge xir Iy tity ¥ bang chat oxy

héa trude budce d).

Céc phuong 4n wu tién gdm cac budc khac nhau tir a) dén e) ciing nhu budce xir
1y bing chat oxy héa duoc thong béo nhu & trén hodc trong budc twong ting & phuong
an uu tién dudi day.

Sang ché ciing d& cap dén san phim thuy phan, nhu sin phim thity phan c6 thé
thu dwoc bang phuong phap theo sang ché.

San phim thiy phan theo sang ché c6 it nhit mot dic tinh thuén loi bat ky trong

sO cac dac tinh thuan loi sau:

- ham luong tro thip hon 4%, t6t hon thip hon 3% trong lwong (nhét 13 khi san
phém thity phan dwoc bao ché tir céc con tring 4n chay) tinh theo tong trong
lugng cua chét kho,

- kha ning tiéu hoa tuyét voi, dac biét 1a kha nang ti€u hoéa pepsin, cao hon 95%,

t5t hon 14 cao hon hodc bing 96% va tét hon nita cao hon hoic bang 98%, va tot
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hon nita cao hon hoic bing 99%, kha ning tiéu héa pepsin duge do theo phuong

phap tuan theo quy dinh s§ Decision 72/188/EEC;

- ham luong protein/cic peptit cao hon hoic bing 70%, tét hon 14 cao hon hoic
bang 71%, va tét hon nita cao hon hodc bang 75%, va tét hon nita cao hon hoic
bang 80% (dic biét khi san pham thity phan duoc bao ché tir céc con tring khong
biét bay);

- ham luong protein hoa tan trong nuéc 16n hon 12400g/mol, thip hon 20%, t&t
hon thip hon 18% trong lwong tinh theo tdng trong lwong cua céc protein hoa
tan trong nudc;

- ham luong lipit thip hon 14%, t5t hon thdp hon 10%, t6t hon nita thap hon hoic
bing 5% (nhét 13 khi san phdm thiy phan dugc bao ché tir céc con tring khong
biét bay), tot hon nita thdp hon hoic bang 2%, va tham chi t5t hon nita thip hon
hozc bang 1%;

- thanh phén trong d6, c4c axit amin phong phti nhat 13 prolin, alanin, leuxin, axit
aspartic, glutamin va/hodc valin. "Phong pht nhit" c6 nghia 1a lugng twong d6i
clia axit amin trong thanh phin cao hon 5%, t6t hon 13 cao hon 7% trong lugng
tinh theo tong trong lwong ca céc axit amin. Ham lwong prolin cao 13 dic biét
dugc quan tam;

- d6 phong pht twong ddi cua it nhét 5 axit amin bit ky duoc chon tir Asp, Glu,
Ala, Gly, Leu, Pro, Tyr, Val, Lys >6%;

- 6 phong phti twong dbi ctia it nhat 3 axit amin bit ky dugc chon tir Asp, Glu,
Ala, Leu, Pro, Tyr, Val >8%.

Cu thé hon, thuat ngit "c4c protein hoa tan trong nudce" c6 nghia 13, trong sb cac
protein (hoic céc protein thd), cic protein c6 thé hoa tan trong dung dich nuéc ma do
pH ctia n6 nim trong khoang tir 6 dén 8, t6t hon nim trong khoang tir 7,2 va 7,6.

Tét hon, dung dich nuéce 1a dung dich dém ma d6 pH clia né nam trong khoang
tir 6 dén 8, t6t hon nim trong khoang tir 7,2 dén 7,6.

Tét hon, dung dich dém 14 dung dich NaCl dém phosphat, d6 pH ctia dung dich
nay tuong duong 7,4 £ 0,2.
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San phdm thity phan bao gdm it nhit 40% céc protein, tdi da 10% t6t hon tdi da
8% tro va ham luong protein hoa tan trong nuée 16n hon 12400g/mol thip hon 50%,

t6t hon thdp hon 43%.

~oNn

Thuat ngit "con trung an chay" c6 nghia la con tring ma nd khong cé cac protein
dong vat trong khiu phan in thong thudng ctia nd. Theo cach vi du vé con tring in chay,

bd canh cting, bd canh vay hodc bd canh thing c6 thé dugc ké dén.

Thuét ngft "con tring biét bay" c¢6 nghia 13 con tring c6 kha ning bay khi trudng
thanh, nguoc lai v&i con tring duoc goi 1 "khong biét bay". Theo cach vi du v& con
tring biét bay, bd canh vay hodc bd hai canh c6 thé dugc ké dén. Theo cach vi du vé
c6n tring khong biét bay, bo canh cimg hodc bd canh thing c6 thé duoc ké dén.

T4t ca cac don vi va phuong phép do cac dic didm thong béo & trén dugc mo ta
trong phan vi du va cu thé hon 1 trong vi du 5.

T6t hon, san phdm thiy phan c6 toan bd cac dic tinh & trén.

Pic biét luu ¥ ring, san phdm thity phén theo sang ché ¢6 thé duoc phén biét véi
loai san phdm thity phan khac bit ky nho boi ham lugng glucosamin ciia né va/hoic
chat din xuét ciia n6 (t6t hon 13 N-axetylglucosamin), cu thé hon 14 ham lwong cao hon
hoic bang 0,01%, t&t hon 14 cao hon hoic bing 0,08% trong lwong tinh theo tdng trong

luong chét kho ctia san phim thiy phan.

Trong don sang ché nay, tham khao bat ky vé quy dinh hodc hudéng din lién quan

dén quy dinh hoic huéng din c6 hiéu luc vao ngay ndp don ciia don sang ché nay.

San pham thuy phan t6t hon c¢6 thé dugc bd sung bang cic chit phu gia dé can
bang céc thanh phin dinh dudng cta né sao cho thich hop dbi véi nhiéu loai dong vit
khac nhau.

San phim thay phan t6t hon c6 thé duoc ¢b va tiép theo, duge sdy kho dé thu
dugc san phdm thity phan khd. Theo cach khéc, san pham thiy phéan c6 thé & dang long.
Céc san phim thiy phan niy c6 thé dugc st dung 1am thuc phim hozc thanh phén ciia
thuc phim dic biét 12 cho dong vat hoic theo cach khéc, chiing ¢ thé dugc xi 1y, vi du

de tach riéng céc axit amin.

Mot phuong phéap dédc bi€t thudn loi d@ tao ra chitosan tir cac 16p cuticun cua con
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tring bao gém cac budc sau:

a) giét con tring,

b) nghién con tring,

¢) ép con trung,

d) thiy phan bing enzym céc 16p cuticun ctia c6n tring bing cach st dung men
proteaza,

e) thu hdi chitin,

f) khir axetyl cta chitin da thu hoi,

g) thu hdi chitosan,

trong d6, cac 16p cuticun ctia codn tring c6 thé duge xit 1y tiy ¥ bang chét oxy

hoéa trudce budc d).

Céc phuong 4n wu tién v& cac bude khac nhau tir a) dén g) ciing nhw bude xtt 1y
bang chat oxy héa duoc théng bao nhu & trén hoic trong budc twong ting trong phuong
an uwu tién dudi day.

Séang ché ciing @ cap dén chitosan c¢6 thé thu dugc bang phuong phap theo sdng
ché.

Chitin va/hodc chitosan ¢6 thé thu dugc bing phuong phap theo sang ché t6t hon
c6 thé duoc sir dung trong céc ing dung khac nhau:

- trong m¥ phim, duoc phim, thuc phidm chiic ning hodc ché phdm dinh dudng,
- lam vat li¢u sinh hoc trong diéu tri bdng, lam lan da thir hai, dé tao ra mang giac
mac hodc vat liéu khau,
- lam vit lidu loc, ché bién, keo tu va/hodic hip phu dic biét 1a trong loc va tinh
khiét nuéec.

Theo phwong 4n wu tién ctia sang ché, phuong phap bao gdm céc budce sau, duge

md ta bang so dd & hinh v& Fig. 1. Can luu v ring, mot sb bude x4c dinh duoc chi rd 1a

t61 wu trong phuong an uu tién nay.

e Budc 1: giét con tring
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Budc giét 1 nay khién cho c¢6 thé giét con tring trong khi [am giam tai luong vi
khuén (giam nguy co tdn hai va nguy co dbi véi sttc khoe) va bang cach bat hoat cac
ndi enzym ctia con tring ma ching c6 thé khoi phat sw tw phan giai, va do d6, nhanh

chong lam chin vang chung.
Thao tac giét c¢6 thé duogc thuc hién bing cach dun soi.

Cén tring, t6t hon 13 du tring, duoc dun sdi theo cach nhu viy v6i nude trong
thoi gian tir 2 dén 20 phut, t6t hon tir 5 dén 15 phut. T6t hon, nuwée 13 & nhiét d6 ndm
trong khoang tir 95 dén 105°C, t6t hon 1 100°C.

Lugng nude dua vao trong bude dun soi 1 nay duge xac dinh nhu sau: ty 1€ cta
thé tich nudc tinh bing mL trén trong lwong con tring tinh bing g tot hon ndm trong
khoang tir 0,3 dén 10, t&t hon nita ndm trong khoang tir 0,5 dén 5, tham chi tdt hon nita

nim trong trong khoang tir 0,7 dén 3, thdm chi t5t hon nita bing 1.

Theo cach khac, viéc giét ¢6 thé duoc thuc hién béng cach chan nudc s6i. THt
hon, céc con tring dugce chan bang hoi (cic voi hodc gian hoi) & nhiét d6 nim trong
khoang tir 80 dén 130°C, t&t hon nim trong khoang tir 90 dén 120°C, tét hon nita tir 95
dén 105°C, tham chi t6t hon nita 98°C hoic béng nude & nhiét d6 nim trong khoang tur
95 dén 105°C, tét hon 14 100°C (bang cic voi phun) hodc theo phuong thirc két hop
(nudc + hoi) & nhiét d6 nim trong khoang tir 80 dén 130°C, t6t hon nam trong khoang
tir 90 dén 120°C, tt hon nita tir 95 dén 105°C. Thoi gian duy tri ¢ ngin chan nudc s6i
nim trong khoang tir 1 dén 15 phit, t5t hon ndm trong khoang tir 3 dén 7 phut.

Trong budc nady, cling ¢ thé xi Iy cac 16p cuticun cua con tring st dung nude
dun sbi hodc nudce sbi chan bao gdm chét oxy héa theo cac chi tiét duoc chi rd trong
budc trung gian dudi day.

e Budc trung gian (tiy ¥): xir Iy cac 16p cuticun bang chat oxy hoéa

Budc xtt 1y riéng céc 16p cuticun bing chit oxy hoa c¢é thé dwoc két hop trong
phuong phép. Tét hon, budce trung gian xir Iy cac 16p cuticun nay duge thuce hién & giita
budc giét 1 va bude nghién 2.

Budc trung gian nay t5t hon duoc thuc hién biang chit oxy hoéa dugc chon tir

nhém bao gdm hydro peroxit (H20.), kali permanganat (KMnOs), ozon (Os3) va natri
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hypoclorit (NaClO), tét hon nita hydro peroxit.

Theo phuong an thi nhét, ¢ cudi bude 1, khi phuong thirc néu sau dugc thuc hién
bing cach dun soi, chit oxy hoéa dugc dua truc tiép vao trong bé dun sbi, sau khi lam
ngudi tity ¥ nude dun sbi xudng nhiét d6 ndm trong khoang tir 40 dén 60°C, t&t hon 1a
50°C.

Hydro peroxit khi dugc dua ra thi truong thuong & dang dung dich nude, vi du

dung dich & ndng d6 30% trong luong tinh theo tdng trong lwong clia nudc.

Luong hydro peroxit duoc dua vao dé xir Iy 12 lwong sao cho, ham lwong hydro
peroxit nim trong khoang tir 1 dén 33% trong luong tinh theo téng trong lwong ctia con
tring, tbt hon tir 2 dén 12% trong luong tinh theo tdng trong luong ctia ¢on trung, t6t

hon 13 6% trong lugng .

Theo phuong 4n tht hai, cén tring duge 1dy ra khoi bé dun so6i, duge riy va lai

duoc dua vao bé.

Sau d6, hydro peroxit duoc dua vio trong bé & dang dung dich nuéce pha loing,
ham lwong hydro peroxit khi d6 nim trong khoang tir 1 dén 33% trong lwong dua trén
trong lugng cua nude, t&t hon tix 2 dén 12% trong lugng dua trén trong luong clia nude

va t6t hon 13 6% trong luong .
e Budc 2: nghién

Con tring duoc 14y ra khoi bé dun s6i hoic bé xtr Iy hodc tir ngan chan nudc soi,
sau d6 ching dugc rdy va dugc dua vao trong thiet bi nghién, nhw may nghién dao cat,

gitip cho c6 thé bién dbi con tring thanh cac hat.

Pé tao thuén loi cho bude nghién, lwong nudce cod thé duoc bd sung. Lugng nudc
ndy tuong tu nhu lwong dua vio trong bude dun néng 1: ty 1& ctia thé tich nudc tinh
bing mL trén trong lugng con tring tinh bing g t&t hon nim trong khoang tir 0,3 dén
10, t6t hon nita nim trong khoang tir 0,5 dén 5, tham chi t6t hon nita nim trong trong
khoang tir 0,7 dén 3, thAm chi t6t hon nita bang 1. Ciing c¢6 thé duy tri nudc dun séi
va/hodc nude phat sinh tir bude trung gian dé thuc hién bude nay. Nudc niy co thé c6
chira chit oxy hoa. Trong trudng hop nay, viéc xir Iy cac 16p cuticun c6 thé dién ra trong

bude dun néng 1 va bude nghién 2 hoic trong bude trung gian xir 1y cac 16p cuticun va
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trong budc nghién.

Tét hon, khi hoan thanh budc nghién, kich thuéc cia hat c6n tring nhd hon lem
(kich thude hat 16n nhét ¢ thé quan sat dugc st dung kinh hién vi), t5t hon nhé hon
0,5cm. Tt hon, kich thuéc hat nim trong khoang tir 500pum dén 0,5cm va tham chi tdt

hon nita ndm trong khoang tir 500pum dén Imm.

Khong can thiét phai giam qua muic kich thudc hat, vi du t6i kich thude nho hon
250pm.

Budce nghién nay 2 thic day su ti€p xuc cia cac enzym vai co chat cia ching.

Trong budc ndy, cé thé dwa chit oxy héa vio trong may nghién dé xur Iy céc 16p

cuticun theo cac phuong phap dugce néu trong bude trung gian trudge do.

Trudng hop viée xtt 1y cac 16p cuticun khong duoc thuc hién dong thoi véi bude
nghién, trong budc ndy, c6 thé bd sung cac chét phu gia chng oxy héa ma théng thudong

duoc sir dung trong bio quan va on dinh san pham.
e Budce 3: ép cac 16p cuticun cta con trung

H&n hop nhio w6t sinh ra tir bude nghién 2 sau d6 dwoc dua vao trong may ép
theo phuong thirc gitip cho c6 thé ép va tach riéng dich ép bao gdm ca phin chét béo va

phén protein.

Tt hon, bude ép gitip cho c6 thé thu duoc banh ép chira ham luong dau thip hon
hoic bang 20%, t&t hon thip hon hoic bing 15%, 6t hon nita thap hon hodc biang 12%,
tham chi t5t hon nita thdp hon hoic bing 10%.

Tuong tu, bude ép gitp cho c6 thé thu duge banh ép c6 ham luong chét khd nim
trong khoang tir 30% dén 60%, tt hon nim trong khoang tir 40% dén 55%, va t6t hon
nita ndm trong khoang tir 45% dén 50%.

Hé théng ép bat ky c6 thé dugce sir dung dé thuc hién bude ép, vi du nhu hé thng
ép truc vit don hodic truc vit doi (truc vit d6i kiéu Angel), hé loc ép (hé loc ép kiéu
Choquenet), hé ép tAm, v.v.. Cac hé théng nay da biét dbi v6i ngudi ¢ k¥ ning trong
linh vue, ngudi ma c6 kha nang xéc dinh cac didu kién ép dé thu duoc cic ham luong

dau va/hodc nudc néu trén.
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Néu hdn hop nhio w6t tir bude nghién 2 thu duoc bang nude chira chit oxy hoa,

t6t hon c6 thé loai bo it nhat mot phin chat oxy hoéa nay trude bude ép 3.

Budc ép 3 nay tuy ¥ ¢6 thé duoc thuce hién trude bude nghién 2 khéi diu tir cac

con tring duoc dun s6i. Tuy nhién, tét hon thuc hién budc ép 3 sau bude nghién 2.
Do d6, bude ép 3 nay gitip cho c6 thé thu dugc dich ép va banh ép.
e Budc 4: thiy phan bing enzym

Hbn hop nhio w6t thu duge tir bude nghién 2 hodc banh ép thu dwoc tir bude ép

3 duoc dit vio trong bé thiy phan biang nudc.

Mbt cach tiy v va nhu duge md ta du6i ddy, phan protein thu duoc tir bude tach
12 ¢6 thé lai duoc dua vao trong bude thiy phan bing enzym 4 niy, bing cich két hop
n6 voi banh ép.

Mbt cach tily ¥ va trong truedng hop ma nuée dun séi khong chira chit oxy hoa,
nudce dun sbi ¢6 thé duoc thu hdi va lai duoe dua vao trong bude thiy phan. Thuc tién,
nuée ndy chira cic phin cén tring ma di dwoc hoa tan bing hoat dong dun sdi nay va
bing cach st dung thao tic néu sau trong thiy phén, ¢6 thé giam bét su that thoat. Mot
cach tly ¥, nude tir bude dun s6i niy cé thé duoc loai bd m&, vi mot sd sap c6 thé da

hoa tan trong nudec.

Luong nude dua vao trong budce thiy phan biang enzym 4 niy twong tw nhu lugng
nude dua vao trong bude dun néng 1: ty 18 cua thé tich nude tinh bang mL trén trong
lwong con tring tinh bing g t5t hon ndm trong khoang tir 0,3 dén 10, tot hon nita nim
trong khoang tir 0,5 dén 5, thdm chi t6t hon nita ndm trong trong khoang tir 0,7 dén 3,

tham chi t&t hon nita bing 1.

Budc thuy phan bing enzym duoc thuc hién bing men proteaza, nhu proteaza c6
trén thi trudng, trong thoi gian tir 4 dén 8 gidy, tot hon trong thoi gian tir 4 dén 5 giod, &
d6 pH ndm trong khoang tir 6 dén 8, t6t hon tir 6,5 dén 7,5, & nhiét d6 ndm trong khoang
tir 40 dén 60°C, tot hon tir 45 dén 55°C.

Luong enzym dugc dwa vao trong budce thiy phan nay thip hon 10% trong luong
tinh theo tdng trong lwong wdc tinh cta chit kho dwa vio thiy phén, tot hon thip hon
6%, t6t hon nita 1a 2%.
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Budc thily phin phén giai protein ddn dén su tao ra pha hoa tan chira céc peptit,
glucosamin va oligochitin va phén cin rén tao ra tir chitin, chii yéu 14 chitin-polypeptit
copolyme.

e Budc 5: bat hoat bing nhiét

Pé lam dimg hoat tinh cia cic enzym ctia phan ing va lam 6n dinh pha hoa tan
clia bude thiy phén, viéc bit hoat bing nhiét dugc thuc hién bang cach gia nhiét dich
nay & nhiét do nim trong khoang tir 80 dén 105° trong thoi gian tir 10 dén 25 phut, t5t
hon tir 15 dén 20 phut. Theo mét phwong thirc, bude bat hoat bang nhiét 5 nay dugc
thue hién theo cac k¥ thuét vo tring thong thuong trong nganh cong nghiép thuc phim
n6ng nghiép. Theo phuong thirc khac, viéc bat hoat enzym dugc thuc hién bang cach
gia nhiét trong diéu kién chiéu xa IR hodc UV hoic béng cach gia nhiét bang vi séng.

e Budc 6: ép

Phén can rin, chil yéu bao gdm chitin, né dugc thu hdi va sau d6 dwgc ép trong
may ép dé xa ra toi da phan cin nay, nhim d bom dich ép niy tr& lai pha hoa tan. Phin
cin ép tao ra theo cach nhu viy co ban bao gdm chitin, chu yéu & dang chitin-polypeptit

copolyme.
e Céc bude 7 va 8 (tly ¥): rira va say khd

Sau do, phﬁn cin rén duoc ria, loc, lai dugc rira va sau do, dugc siy kho bing
cac cong nghé thong thudng di biét ddi voi ngudi c6 k§ ning trong linh vyc.

Mot céch thuan loi, hé thdng sdy kho duoc thiét ké dé bao vé cdu triic ctia chitin-
polypeptit copolyme: viéc do ty trong nudc, thong khi va thanh phan ctia khong khi
duge kidm soat. Mot cach thuén loi, viée sdy kho cé thé duoc thuc hién trong 16 sdy
thong gié & nhiét d nim trong khoang tir 60 dén 80°C, t&t hon 1a 70°C.

Mot céch tity ¥, cdc bude nay c6 thé bao gdm budc loai lipit cudi cting: phan cin
rén duogc xit Iy bang HCI nhim dé loai bé cac cin lipit cudi cling, nhit 1 cac sap cuticun.

Céc bude 9 dén 11 tiép theo 13 dé chuyén dang chitin thanh chitosan va do do,

chi duoc str dung khi san pham mong mudn 1a chitosan.

e Budc 9 (tity y): nghién

-26-



31003

Phén cin rin kho, bao gdm chu yéu 1a chitin, sau d6 dugc nghién, vi du trong
may nghién cit (bing dao).

Viéc tao ra chitosan tir chitin, béng phan (mg khir axetyl, phu thudc nhiéu vao kich
thudce cua cac hat chitin. Do do, viéc nghién that min phin cin rin khé trude khi khi
axetyl gitip cho ¢ thé gia ting hiéu suit va tdc do ctia phan tng khir axetyl mot cach

dang ké, nhu duoc thé hién trong bang 1 duéi day:

Bang 1: Hiéu qua ctia phan tng khir axetyl sau khi nghién chitin trudc d6

Nghién Nghién Nghién Nghién
30 gidy 45 giay 60 gidy 120 gidy
50% s6 hat <174pm <117pum <95um <67um
90% sb hat <310pm <244um <157um <159um
DA* 99% 90% 85% 80%
*Po muc d6 axetyl hoa DA

Céc diéu kién cua phan tng khir axetyl dugce thuc hién trong thir nghiém duogc
thong bdo trong bang 1 nhu sau: thoi gian phan tng 4 gid, nhiét do 100°C, NaOH trong
dung dich nu6c & ndng dd 30% thé tich, theo ty 1& cua chitin wéc tinh:dung dich NaOH
tuong duong 1:20.

Sau do, phﬁn can ran tot hon duoc nghién t41 kich thudce hat thép hon 200pm, tdt

hon nita thip hon 160pm.
e Bude 10: khir axetyl

Phdn cin rén, tiy ¥ duoc nghién trong bude 9, sau d6 duge dua vao trong bé phan
g, dung dich natri hydroxit dic dwoc bd sung vio dé, trong thoi gian 4 dén 24 gid va
t5t hon tir 6 dén 18 gid. Natri hydroxit trong dung dich nuéc & ham lugng ndm trong
khoang tir 30% dén 40% duoc bd sung theo ty 1& trong lugng tinh bing g cia chitin
nghién / thé tich tinh bang mL cta natri hydroxit trong dung dich nuéc nim trong
khoang tir 1:50 dén 1:10, t&t hon 14 1:20. Sau d6, bé duoc gia nhiét, nhiét do khir axetyl
nim trong khoang tir 80 dén 150°C, t&t hon ndm trong khoang tir 90 dén 120°C va tét
hon nita 1a 100°C.

Do do, thu dugc chitosan ¢ dang bot.
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Sau d6, chitosan c6 thé trai quan thao tic bét ky da biét dbi véi ngudi ¢6 k§ ning
trong linh vuc cho phép né dwoc chiic ning héa, dic biét 1a bang cach bd sung céc gbe

(carboxyl héa, hydroxyl hoda, v.v.).
e Budc 11 (tiy ¥): sdy kho

B6t chitosan sau d6 dugc se‘iy khé & nhiét dd nim trong khoang tir 30 dén 80°C,
t5t hon nam trong khoang tir 50 dén 70°C va t6t hon & nhiét d6 khoang 60°C, dé thu

dwoc bot ¢ ham lwong chit kho cao hon 85%, tét hon nita cao hon 90%.

Céc bude tiép theo 13 dé thu hdi phin chit béo va phén protein tir dich ép thu

duoc trong bude ép 3 va do d6 chi duoc sir dung khi viéc thu hdi nay 13 can thiét.
e Budc 12: tach

Dich ép trai qua mot hodc nhiéu budc tach, dé tach phan chit béo (diu con tring)
ra khoi phdn protein (céc protein huyét dich con tring). Cac bude nay cé thé dwoc thuc
hién bang k¥ thudt tach diu bat ky da biét dbi voi ngudi c6 k¥ ning trong linh vue, nhu
ly tAm, ling gan, tach bing thdm thiu nguoc, siéu am, CO; siéu t6i han, v.v.., hoic su

két hop ctia cac k¥ thuit nay.

Viéc tach phin chét béo c6 thé phiic tap, theo quan diém vé su c6 mit ciia céc
dau véi cac thanh phan thay d6i nhiéu & con triing va céc axit béo c6 thé ¢6 mach ngin
(C2-C5) ciing nhu mach rat dai (vi du, dbi véi cac sap: > C25). Gia tang nhiét do cao
hon diém néng chay ctia cic dau nay (x4p xi 38°C) trong qua trinh ly tAm gitip cho ¢
thé hoa tan vang m& nay va tao thuén lgi cho viéc tach phﬁn chét béo ra khoi phﬁn dich
ép con lai. Sau d6, dich ly tAm trai quan thao tac ling gan theo phuong thirc (thudc loai

thiét bi ling gan hoic Tricanter), dé c6 thé tach tét nhit cac dau va protein.
Do d6, cac budce ndy gitip cho ¢6 thé thu duge phin chit béo.

Khi duoc tach ra khoi phin chét béo, phin protein ¢ thé duge két hop véi banh
ép thu duogc tir bude ép 3 ngay trude bude thiy phan 4. Trén thuc tidn, thudng nhidu
hon 20% c4c protein bi thit thoat trong dich ép & budc ép 3, do d6 t6t hon 14 thu hdi

phin nay va dua n6 sang budc thity phan.

e Budc 13 (tuy y): co
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Theo mét phuong thire, bude ¢6 duge thue hién bang cach cho bay hoi trong chin
khéng d6i v6i phan nude. Phin ¢b c6 ty 16 chat chiét kho cao hon 10%, t6t hon 1a cao
hon 20%. Thao tac nay tao thudn loi cho viéc sdy kho va céc chit phu gia thong thudng

st dung trong bao quan va on dinh san phim c6 thé dugc bd sung trong bude nay.
e Budc 14 (thy v): sdy kho

Phén ¢6 sau cling dugc sdy kho bing céc cong nghé di biét ddi v6i ngudi co ky
ning trong linh vue, vi du k§ thuat phun/phun bui ("phun-sdy khd"), cac k¥ thut nay
giup cho cé thé thu dwogc chét chiét, tirc 13, bot co dic khod giau céc peptit va glucosamin,

céc glucosamin dic biét 1a thu duoc tir thity phdn mdt phan chitin bing H,0, (chi yéu).

Céc dau hi€u va loi the khac cua sang ché s€ trd nén rd rang tir phan vi du sau,

dugc dua ra theo cach minh hoa, véi viéc tham chiéu hinh v& trén cac hinh v&.
Vi du thwe hién sing ché
Vi du 1: Vi du vé& phuong phap theo sang ché

600g 4u tring T. molitor dugc dua vao trong cdc mo, dit vio trong mot chiu
nude ¢ nhiét @6 100°C chira 600mL nudce, duge dun soi trude. Sau thoi gian 5 phut, cbe
mo duoc léy ra khoi binh nude, 4u tring dugc xa ra, va sau d6 dugc két hop v&i mot thé
tich nude 600mL. Dich thu duoc theo cach nhu vay dugc ép bang hé ép truc vit d6i kiéu

Angel trong céac diéu kién sau:

- Téc d6 = 82 vong/phit;
- W (ning lugng) = 3 HP (ma luc) hodc 2,68 x 10° J;

- Do xbp (xap xi) = 0,5mm & phin thir nht va 0,2mm & phan sau cling.

Dich ép va banh ép c6 trong lwong 4m 136,49 + 4,48g thu dugc theo cach nhur
véy, 100,22 + 0,22g ciia né duge sit dung trong cac budc tiép theo. Tuy nhién, kiéu hé
ép khéc bét ky c6 thé duoc st dung, véi diéu kién n6 cho phép chiét va thu duge banh
ép ma co ban tuwong ty vé ham lwong nudc va/hodc ham luong lipit. Theo cach vi du,
cac thir nghiém khac dugce thuc hién b%mg hé ép loc kiéu Choquenet c6 cac dic diém

sau:

- Dién tich bé mat loc cuia ngan = 50cm?;

- Ap sudt=2 dén 8 bar;
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- Nhiét d6 = 20 dén 80°C,
- Do xbp =25 dén 80pum; _
- Tbc dd dong khi két thic loc = 100 d&én 250mI./gid.

Banh ép duoc chuyén sang binh Erlenmeyer chita 600mL dung dich chira
proteaza (Prolyve NP conc) & ndng d6 1% (so véi trong luwgng 4m ctia banh ép), va toan
bd duoc dit trong diéu kién khudy tir trong thoi gian 4 gid' & nhiét d6 45°C (¢ d6 pH x4p
xi 6,5). Binh Erlenmeyer sau d6 dugc dé trong thoi gian 15 phit trong mot chau nude &
nhiét d6 90°C dé bt hoat cac enzym, va dung dich sau d6 duoc loc néng véi c& loc
0,45-0,5pum. Chitin thu dugc theo cach nhu vy duoc sdy kh trong thoi gian 24 gio &
nhiét d6 70°C. Nhu vay, thu duoc 16,99 + 1,77g chitin bing phwong phap nay. Trong
nhitng diéu kién nay, san phdm thiry phéan (dich loc thu dugc sau khi thity phan) chiém
609,98 + 10,9g v&i ham luong chét kho 5,05%, ma sau khi séy khd lanh, c6 thé thu duoc
30,8 + 0,55g san phim thiy phan kho.

Vi du 2: Su anh huéng ciia cac budce co hoc trude bude thily phan bing enzym 1én mirc
d6 tinh khiét cia chitin thu dugc

Céc kiéu xur Iy co hoc so bd khac nhau duogc thir nghiém, chi duy nhét nghjén
("nghién 1"), nghién sau d6 ép, nghién sau d6 ép va nghién 1an hai ("nghién 2"), cling
nhu chi duy nhét ép.

Dé ép, hé ép kiéu Angel mo ta trong vi du 1 duoc sir dung.
1. Vat liéu va phuong phép
San xuat chitin bing nghién mot lan

200g 4u trung 7. molitor duge dua vao mdt cbec mo, va dit vao trong mot chau
nude 6 nhiét do 100°C chira 200mL nude duge dun so6i trude. Sau thoi gian 5 phut, cbe
mo dugc 14y ra khoi binh nude, 4u tring duoc x4 ra, va sau d6 dugc két hop v6i mot thé
tich nu6e 200mL. Dich thu duge theo cach nhu vay duoc chuyén sang binh Erlenmeyer
chira 2g proteaza (Prolyve), va toan bd dugc dat trong diéu kién khudy tir trong thoi gian
4 gid & nhiét 6 45°C (& d6 pH xip xi 6,5). Binh Erlenmeyer sau d6 dugc dé trong thoi
gian 15 phtit trong mdt chdu nudc ¢ nhiét do 90°C dé bat hoat cac enzym, va dung dich

sau d6 duoc loc nong vai ¢d loc 0,45-0,5um. Chitin thu duge theo cach nhu vay duoc
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sdy kho trong thoi gian 24 gio & nhiét @ 70°C. Nhu vay, thu duge 8,13 + 0,27g chitin
bing phuong phép niy.

San xudt chitin bing cach nghién nghién, sau d6 ép

200g 4u tring T, molitor duge dua vao mot cbc mo, va dit vao trong mét chau
nuéc & nhiét @ 100°C chira 200mL nudc duge dun s6i trude. Sau thoi gian 5 phit, cbe
mo duoc 4y ra khoi binh nude, 4u tring dugc x4 ra, va sau d6 dugc Kkét hop véi mot thé
tich nudc 200mL. Dich thu dugc theo cach nhu vay dugc chuyén vao trong hé ép kiéu
truc vit déi. 30g banh ép thu dugc theo cach nhu vay duge chuyén sang binh Erlenmeyer
chtra 150mL nuéce va 0,3g proteaza (Prolyve), va toan bd duge dat trong didu kién khudy
tir trong thoi gian 4 gio & nhiét 46 45°C (¢ d6 pH x4p xi 6,5). Binh Erlenmeyer sau d6
dugc dé trong thoi gian 15 phit trong mdt chdu nuéc & nhiét 4 90°C @& bét hoat céac
enzym, va dung dich sau d6 duoc loc néng véi ¢ loc 0,45-0,5um. Chitin thu dugc theo
cach nhu vy duoc siy kho trong thoi gian 24 gio & nhiét do 70°C. Nhu vay, thu duoc
4,71 + 0,11g chitin bing phuong phap nay.

San xuét chitin bang budc nghién thi nhét ("nghién 1") sau d6 ép va nghién 1an hai
("nghién 2")

200g Au trung 7. molitor dugc dua vao mot cbc mo, va dit vao trong mot chiu
nude ¢ nhiét do 100°C chira 200mL nude duge dun séi trude. Sau thoi gian 5 phit, cbe
mo duoc 1y ra khoi binh nudr, 4u tring dwoc xa ra, va sau d6 duoc két hop voi mot thé
tich nuéc 200mL. Dich thu dugc theo cach nhwr vy duge chuyén vio trong hé ép kiéu
truc vit d6i. Banh ép thu dugc theo cach nhu vay duoc séy khd trong thoi gian 24 gid
trong 10 séy & nhiét @6 70°C, va sau d6 dugc nghién tGi 250pum. 10g bot thu duoc theo
cach nhu vay dugc chuyén sang binh Erlenmeyer chita 50 mL nude va 0,1 g proteaza
(Prolyve), va toan bd duogc dit trong diéu kién khudy tir trong thoi gian 4 gio ¢ nhiét do
45°C (& do pH xép xi 6,5). Binh Erlenmeyer sau d6 duoc dé trong thoi gian 15 phut
trong mdt chau nudce ¢ nhiét 4o 90°C dé bt hoat cac enzym, va dung dich sau d6 duoc
loc néng véi ¢& loc 0,45-0,5um. Chitin thu dugc theo cach nhu vay duoc say kho trong
thoi gian 24 gid ¢ nhiét d§ 70°C. Nhu vay, thu dugc 4,93 + 0,12¢g chitin bang phuong
phép nay.

San xut chitin chi bing cach ép duy nhét
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200g Au trung 7. molitor duge dua vao mot cbe md, va dit vao trong mot chau
nude & nhiét dd 100°C chira 200mL nude duoc dun sbi trude. Sau thoi gian 5 phit, cde
mé duoc 14y ra khoi binh nudc, du tring dwoc x4 ra, va sau d6 dugc chuyén vao trong
hé ép kiéu truc vit d6i. 90g banh ép thu dwoc theo cach nhu viy dugc chuyén sang binh
Erlenmeyer chita 450mL nudc va 0,9g proteaza (Prolyve), va toan by dugc dit trong
diéu kién khudy tir trong thoi gian 4 gio & nhiét do 45°C (& do pH x4p xi 6,5). Binh
Erlenmeyer sau d6 duoc dé trong thoi gian 15 phut trong mot chau nude & nhiét d6 90°C
dé bét hoat cac enzym, va dung dich sau d6 dugc loc ndng véi ¢& loc 0,45-0,5um. Chitin
thu dwoc theo cach nhu vay duoc siy kho trong thoi gian 24 gid & nhiét 36 70°C. Nhu
vay, thu dugc 6,48 + 0,28g chitin biang phuong phép nay.

San xuét chitin bang con dudng hoéa hoc

50g 4u tring T. molitor dwoc dua vio mot céc mo, va dit vao trong mét chau
nuéce & nhiét @ 100°C chira 50mL nude, dwge dun sdi trude. Sau thoi gian 5 phit, cbe
mo duogc la"ly ra khoi binh nuéce, iu tring duoc x4 ra, va sau d6 duogc két hop véi mot thé
tich nuéc 60mL. Dich thu duoc theo cach nhur viy duoc chuyén sang binh thé tich 1L
va 500mL dung dich HCI 1M duoc bd sung vao d6. Toan bd duge dat trong diéu kién
khudy & nhiét &6 90°C trong thoi gian 1 gitr. Cac lwong sau d6é dwoc loc va phin cin rén
dugc chuyén vao binh thé tich 1 L chita 500 mL dung dich NaOH 1M; toan bd dugc dit
trong diéu kién khqu & nhiét do 90°C trong thoi gian 24 gio. Sau do, phfm can duoc loc
va ddt trong 10 thong gidé & nhiét 46 70°C trong thoi gian 24 gio. Nhu vay, thu duoc
0,944 + 0,005g chitin tinh khiét theo phwong thirc héa hoc.

Tinh toan mic d9 tinh khiét
Mitc db tinh khiét cua chitin duoc xac dinh béng cach so sanh trong lwong cla

phﬁn cén kho thu dugc so véi trong lugng thu duge tir chiét hoa hoc, xép xi 5% ctia chit
kh ban dau.

Do ham lugng lipit

2g mau dugc dit vao trong mot cbe mo, 0,2g Na2SO4 va 15mL CHCl/MeOH (ty
1¢ 2/1 thé tich/thé tich) duoc bd sung vao d6. Toan b dugc dat trong diéu kién khudy tir

trong thoi gian 20 phut, sau d6 dung dich dugc loc va phén cén lai dugc ddt vao trong
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cbec mo véi 10mL CHCl3/MeOH (ty 16 2/1 thé tich/thé tich). Toan bd duoc dit trong
didu kién khudy tir trong thoi gian 15 phit, sau d6 dung dich dugc loc, cic pha dung
moi duge két hop va [am bay hoi téi khdi lugng 6n dinh. Ham lwong lipit dugc xac dinh
l1a ty 1€ % trong lugng sau khi chiét - 1am bay hoi so véi trong lugng ban d4u cua mau
2g).

2. Két qua

Nhu c6 thé quan sat thdy & hinh v& trén Fig. 2, phuong phép c6 sw anh huéng dén
d6 tinh khiét cua chitin thu dwoc, két qua tdt nhét dat duoc bing cach ép tdi thiéu. Két
qua t6t nhét dat duge bing cach nghién sau d6 ép, cu thé 14 chitin ¢6 muc d tinh khiét
78% va két qua kém nhét véi phuong phép nghién duy nhét, cu thé chitin c6 mtrc do
tinh khiét 12 48%.

Phan tich chinh x4c hon v& san phim trung gian ma chitin dwgc chiét tir d6 cho
thiy rang, ham luong lipit thip din dén do tinh khiét cao hon ciia chitin thu duge (hinh
v& trén Fig. 3). "San phim trung gian" c6 nghia I san phdm dua vio thiry phan bing
enzym, tirc 13, xuét phét tir bude sau cuing trude khi thily phan, cu thé theo cac phuong

phap tao ra san phdm néu trén, bude nghién 1 hoic nghién 2 hoic bude ép.

Phén tich v& ham luong lipit trong chitin va dich thity phan trén thyc tién cho
thdy ring, khi chirc ning ciia ham lwong lipit ddu tién c6 mit trong san phdm trung gian,
ham luong lipit trong chitin 13 twong d6i 6n dinh, nim trong khoang tir 7 dén 15%, trong
khi d6 ham lwong lipit trong san phdm thiy phén thay dbi trong khoang tir 11 dén 47%
(hinh v€ trén Fig. 3).

Cu thé hon, néu san phim trung gian c6 ham lwong lipit 35%, thi:

- chitin thu duoc tir bude thiy phan s& chi ¢6 d6 tinh khiét 50% va s& bao gdm
10% lipit, va

- ham lwong lipit ctia san pham thiy phan ban than n6 s& gin khoang 40%.
Tuy nhién, néu ham luong lipit ctia san phim trung gian 1 7%, thi:

- chitin thu dugc sau budc thiy phan s€ ¢ dd tinh khiét 80% va s& c6 ham luong

lipit 8% va san pham thiy phan ciing s& c6 ham lugng lipit thép, khoang 10%.
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Diéu nay chi ra ring, khi ham lwong lipit ban ddu cao, cao hon 12%, enzym chiu
trach nhiém thily phan d4n dén san phdm thiy phan khong chi protein, ma con ca lipit
boi hdn hop xuc tac. Nhu vdy, thu duge ham lugng lipit twong tu trong chitin, cu thé 1a
8,6 va 7,9%, trong trudng hop khi céc lipit ban ddu 1an luot 14 35 va 7%. Tuy nhién, do
tinh khiét ciia chitin trong truong hop nay 1an lugt vuot trén khoang tir 48 dén 84%. Nhu
vay, mOt mat trong s6 52% tap chét va 16% vé mit khac, 8% trung binh 14 do lipit va
do @6, lwong protein vin bam vao chitin trong trudng hop nay van cao hon 38 diém khi

nhiéu lipit hon c6 mit trong san phim trung gian dugc cho tién hanh thity phan.

Sau cung, tAm quan trong cua vi€c nghién nguoc hudng ép cling co thé duoc
nghién ctru (hinh v& trén Fig. 4). Nhu vy, ¢6 thé nhan thdy mot cich rd rang ring, su
phéan bd céc lipit gitta banh ép va dich ép dat hiéu qua cao hon, 12,9 so véi 87,1, dbi véi

42,7 so véi 57,3 khi bude nghién so bd duoc thuc hién.
Vi du 3: Phén tich san phdm thity phan

Phén tich chi tiét dugc thuc hién trén san phim thiy phan thu duoc trong vi du 1.
1. Ham luong glucosamin

Ham luong glucosamin va médt sé duong khéc trong san phim thiy phan duogc

phan tich bang phwong phép sic ky khi sau khi metanol phan va silyl hoa.
Quy trinh:

10mg miu va 50pg chit ndi chudn dwoc dit vao trong 500uL hdn hop
metanol/axit clohydric 3N trong thoi gian 4 gio ¢ nhiét 6 110°C (hodc 24 gio ¢ nhiét
d6 130°C). Sau d6, hdn hop duoc tring hoa bing Ag,COs. 50uL anhydrit axetic dugc
b6 sung dé tai axetyl hoa bt ky osamine ndo c¢6 mit. Sau khi d qua dém trong bong t6i
& nhiét @ moi trudng, cac miu duge ly tAm (15 phut, 3000 vong/phit) va 16p ndi trén
mit duge 1am bay hoi. Sau d6, cac hop chit dugc hoa tan trong 100uL pyridin va duge
1 qua dém & nhiét 40 moi truong vai 100uL BSTFA (Supelco). Sau do, cac chit phan
{ing duoc lam bay hoi va phan cin duoc két hop vao trong 700uL. CH>Cl, va dugc bom
vao trong GC.

Lép trinh nhiét d6: 1 phut ¢ nhiét 46 120°C, gradient 1,5°C/phut téi 180°C, tiép
theo 2°C/phut téi 200°C.
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Phat hién: FID
Cot: HP-5MS (30m, duong kinh bén trong 0,25mm)
Chét ndi chuin: myo-inositol

Céc luong khac duge do va tinh toan theo hai cach khac nhau (bang 2). Co6 thé thiy ring,
glucosamin dugc chira trong san phdm thily phan véi ham lugng 0,1-0,15% trong luong

va vai ty 1€ 0,04-0,05 so véi glucoza.

Bang 2: Su phan bd cua glucosamin, manoza va glucoza trong san pham thity phan

Metanol phan & nhiét do Metanol phan & nhiét do
110°C 130°C
% trong lugng | Ty 1€ mol % trong lwong | Ty 1€ mol
Glucoza 1,6 £0,3 1 2+0,4 1
Manoza 0,3+0,05 0,15+ 0,005 0,4 +0,08 0,15+ 0,007
Glucosamin 0,1+0,02 0,04 + 0,007 0,15+0,04 0,05 + 0,003

2. Kich thudc cua cac protein

Kich thuéc ciia cc protein/peptit trong san pham thily phan dugc danh gia bing
phuong phap HPLC, thiét bi Shimadzu 20A, & nhiét 30 moi trudng, trén cdt Superdex
Peptide 10/300 GL, trong dung dich dém chita axetonitril (ACN) 30%, axit trifloaxetic
(TFA) 0,1%, véi tbc dd dong 0,4mL/phit. Viéc phét hién duge thuc hién tai budc song

205nm va thé tich mau duogc bom 1a 20uL.

Tuy nhién, kich thuGe ctia cac protein/peptit trong dich ép bao ché trong vi du 1

cling dugc danh gié trong cac didu kién tuong tw nhim muc dich so sanh.

Viéc so sanh kich thuéc ctia cac protein gitta dich ép va san pham thiy phan (hinh
v& trén Fig. 5) rd rang cho thdy rang, lwong 16n peptit, 76%, c6 mit trong san pham thiy
phén c6 khéi lwong mol ndm trong khoang tir 130 dén 900 Da. Tuy nhién, ty 1& cdc
protein c¢6 kha nang tiéu hoa thp (khdi Iugng mol cao hon 1300 Da) giam tir 31% xudng
2%. Tuong ty, ty 1€ cac peptit c6 doan ky tu ngén (khdi lvong mol thap hon 130 Da)
giam tir 38% xubng 15%. Do d6, cac tiéu chuén vé kha ning tiéu héa va kha ning dé

chp nhan dugc cai thién bang cach xtr Iy enzym d& xuit.
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3. Kha ning tiéu hoa

Mitc d6 vé kha nang tiéu hoa pepsin clia san pham thily phan duoc lugng tinh &
mirc 99,6% ctia tong lugng protein. Mirc d ndy dugc do & phong thi nghiém bén ngoai,
phuong phép sir dung tuan theo Huéng din s6 72/199/EEC va duoc thuc hién khong

can loai bé chat béo.
4. Ham lugng protein

Ham lugng protein trong san pham thiy phin dwgc luong tinh & muc 84,8%.
Ham luong nay dugce do boi phong thi nghiém bén ngoai, theo phwong phap Kjeldahl
v6i hé sb didu chinh 13 6,25. Phuong phép sir dung tuan thu theo tiéu chuén chau AuEC
Regulation 152/2009.

5. Ham luong lipit

Ham luong lipit trong san phdm thity phan dwoc lugng tinh & muc 0,7 + 0,5%.
Ham luong nay duge do boi phong thi nghiém bén ngoai theo phuong phap duge goi 1a
"thily phan" tuan theo tiéu chuin chau Au EC Regulation 152/2009 (phwong phép B).

6. Thanh phn axit amin

San pham thity phan thu dugc sau khi xt 1y bing céc enzym khac nhau dugc phan
tich vé& thanh phan axit amin cta né (hinh v& trén Fig. 6). Phan tich nay cho thdy su
chiém wu thé cua prolin, cing vé6i su ¢6 mit cia hydroxyprolin (HYP) — san pham
chuyén héa cia prolin va axit amin khong c6 mat trong mét s6 sinh vat, vi du cac dong
vat giap xac. Bay gio, prolin va san phim chuyén hoéa caa né, hydroxyprolin, déng vai
trd quan trong trong chuyén hoa, nhét 13 bing cach cho phép tdng hop cac axit amin
khac nhu arginin va glutamat. Méc du hau hét dong vat ¢6 vi déu c6 kha ning tong hop
prolin, nhung viéc san Xuét ra axit amin nay béi cdc dong vat so sinh, chim va cé la
khong du, diéu nay giai thich vi sao viéc bd sung prolin va hydroxyprolin d6i khi dugc
sit dung dé ting cudng sy sinh trudng cua mot s6 dong vat. Tuy nhién, prolin 13 axit
amin hang du chia trong sita dong vat c6 vii, & d6 n6 c6 mat véi ham luong 12%,
nhung ham lugng cua nd trong cac protein thuc vat qua thép, chi 2,9% trong du twong
va 0,8% trong ngd. Do d6, san phdm thity phan nay dwoc phat hién 1a c6 ham luong

prolin cao nhu trong stta va cling nhu & trén dugc phét hién trong céac protein thuc vat.
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Cac axit amin khac ¢6 mit voi ugng 16n 13 alanin, leuxin va glutamat (cung voi
glutamin). Lwong tuong dbi cta chiing cao hon 9%. Tuy nhién, c4c axit amin chira luu
huynh nhu xystein va methionin c¢6 mit véi lwong thip, khoang 0,5%.

Phuong phép st dung dé xéc dinh cac két qua ndy (thiy phén axit) khong giup
cho c6 thé phét hién dugc cac axit amin nhu tryptophan va arginin. Tuy nhién, asparagin
duoc chuyén dang hoan toan thanh axit aspartic va glutamin thanh axit glutamic, va thir
duoc quan sat thdy dudi cac dinh Asp va Glu trén thuc tién twong tng 1a tdng clia axit
aspartic va asparagin vé mot mit va axit glutamic va glutamin v& mit khac, ban diu c6
mit trong san phim thiy phan.

Vi du 4: Phan tich vé chitin

Phan tich axit amin chi tiét dugc thuc hién trén chitin thu duge trong vi du 1.

Tong ham luong ctia céc axit amin 13 32,3g trén 100g copolyme (dugc xac dinh
1a tdng sb cac axit amin). C4c axit amin c6 mit chiém wu thé 12 valine, glyxin, alanin va
tyrosin (hinh vé& trén Fig. 7).

Céc phan tich dwoc khau trir va két qua thu duoc bang phwong phap NF EN ISO
13904 dbi véi tryptophan va NF EN ISO 13903 dbi véi cac axit amin khéc.

Vi du 5: Mb ta dic diém cua san phim thily phan va chitin theo phuong phap tao ra

ching dugc st dung
I. Vit liéu va phuong phap
a) Vat liéu

Con trung

Cac con trung khac nhau dugce nghién ctru:

con trung canh ctng: Tenebrio molitor (T. molitor hodc TM),

con tring canh vay: Galleria mellonella (G. melonella hoic GM),

cbn trung hai canh: Hermetia illucens (H. illucens hodc HI), va

- ¢on tring canh thing: Acheta domesticus (A. domesticus hodc AD).
Enzym

Cac enzym khac nhau dugc st dung trong bude thuy phén.
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Phép do hoat tinh enzym nay dugc dua trén nguyén ly do su gidi phong tyrosin
tai 275nm trong thily phan casein bing enzym phan giai protein (Valley Research SAPU
Assay method, by Karen PRATT). |

SAPU_ (M4 —-i)x11
g mx30xCx1

SAPU/g = mdt don vi do anh phd ciia proteaza

AA = hé sb hip thu twong quan

i=y-truc gbc

11 = thé tich phan tmg cudi cing

M = d6 dbc ctia dwdng cong hiéu chinh

30 = thoi gian phan @ng (tinh bang phiit)

C = ndng d6 ctia enzym (g/mL) trong dung dich enzym bd sung
1 =1 mL thé tich ctia dung dich enzym bd sung

Puodng cong hiéu chinh thu dugc bang cach do hé s6 hip thu cua cac dung dich
tyrosin c¢6 cac ndng d6 khac nhau trong dung dich dém phosphat (0,2 M, pH 7).

SmL dung dich chira casein (0,7% trong luong/thé tich, dung dich &&m phosphat
0,2M, pH 7, dugc gia nhiét trong thoi gian 30 phut ¢ nhiét 4o 90°C va véi 3,75g/L dung
dich bd sung) dugc 1 véi ImL dung dich enzym (0,15g trong 100mL dung dich dém
glyxin, 0,05M) dé dwoc thir nghiém & nhiét dd 37°C trong thoi gian 30 phit. Tiép theo,
5mL dung dich TCA duoc bd sung (18g TCA, 11,35g natri axetat khan, 21mL axit axetic
bang, duoc két hop v6i nudce khtr khoang thanh 1L dung dich), tron tao xody, loc va do
hé s hép thu tai 275nm.

Déi chimg duogc bao ché twong tw nhung khong bd sung enzym, thay vao d6, 1mL

nude khir khoang duoc bd sung dé c6 ciing thé tich phan tng.

Céc hoat tinh dwoc do theo cach nhu vay ddi véi cic enzym khac nhau (Prolyve
NP, Novozyme 37071, Neutrase va Sumizyme) duoc liét ké trong bang 3.
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Bang 3: Su twong Ung cua cac hoat tinh va khéi luong enzym cuia cac enzym duogc st

dung

Enzym Prolyve | Novozyme | Neutraza | Sumizyme

Hoat tinh enzym mong
, 3789,52 | 3789,52 | 3789,52 | 3789,52
mudn

Hoat tinh enzym / g 3789,52 | 1662,35 2213,24 | 3237,19

m (g) 1,00 2,28 1,71 1,17

b) Céc phwong phép san xuit

Phuong phép san xuét chi bang cach nghién (dugc ky hiéu 1 "nghién" trong hinh vé
trén céc Fig)

600g con trung tuoi séng (Au tring trong trudng hop T. molitor, G. melonella
hodc H. illucens; dé trong trudng hop A. domesticus) duge dua vao trong mdt ngan, &
d6 chung duogc giét bang hoi nude (115°C, 5 phut). Tiép theo, con tring duge dua vao
dung cu tron va 75mL nudc duge bd sung trén 100g con trang, va tiép theo, toan bd
dwoc khudy tron. 100g (trong lwong 4m) san phim thu duoc theo cach nhu vy sau d6
duoc dua vao binh thét ¢b 3 ¢b o trang bi bd ngung tu va bd khudy co hoc va enzym
phén giai protein v6i hoat tinh twong duwong 3789 SAPU sau d6 duoc bd sung. Phan ting
sau d6 duge gia nhiét dén 45°C trong thoi gian 4 gid. Tiép theo, nhiét 6 dugc gia tang
16n 90°C trong thoi gian 15 phit, va hdn hgp phan tng sau ciing dugc loc (0,40-0,45um).
Phén cin dugc sy kho trong thoi gian 24 gio & nhiét do 70°C: do d6, thu duge chitin
thong qua con dudng tinh ché bing enzym; phin dich loc dugc 1am dong lanh va dong
khd: do d6 thu dugc san pham thiy phan.

Phuong phap gidng hét bat luan cdn tring hodc enzym nao dugc nghién ctru.

Phwong phép san xuit bing cach nghién sau d6 ép (duge ky hiéu 1a "nghién + ép" trong

hinh v€ trén céac Fig)

600g con trung tuoi song (Au tring trong trudng hop T. molitor, G. melonella
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hodc H. illucens, hoic dé trong trudng hop A. domesticus) dugc dua vao trong mdt ngan,
& d6 ching duoc giét bang hoi nude (115°C, 5 phut). Tiép theo, con triung dugc dua vao
dung cu tron va 75mL nudc duogc bd sung trén 100 g cdn trung, va tiép theo, toan bo
duoc khudy tron va ép (hé ép truc vit doi, hodc hé ép loc hodc hé ép khac). Tiép theo,
100g (trong lwong 4m) san phdm thu duge theo cach nhu vay duoc dua vao binh thot cd
3 ¢ c6 trang bi bd ngung tu va bd khudy tir, 500mL nuéc duge bd sung, ciling nhu
enzym phén giai protein c6 hoat tinh tiwrong duong véi 3789 SAPU. Tiép theo, phan ting
duoc gia nhiét & nhiét do 45°C trong thoi gian 4 gio. Tiép theo, nhiét dd dugc gia ting
16n 90°C trong thoi gian 15 phit, va hdn hgp phan ing sau cing dugc loc (0,40-0,45um).
Phdn cin dugc siy kho trong thoi gian 24 gio & nhiét @ 70°C: do d6, thu dwoc chitin
bang cach tinh ché théng qua con dudng enzym; phan dich loc dwoc 1am dong lanh va
déng kho: do d6 thu dwoc san phdm thiy phan.

Phuong phap giéng hét bat luan con tring hoic enzym nao dugc nghién ctru.
¢) Phan tich
Do ham lugng tro

Ham luong tro dwoc xac dinh bang phwong phap dya trén tiéu chuén chau AuEC
Regulation 152/2009 ngay 27-01-2009.

Do kich thudce cia cac protein

100mg mau duwgc dua vao 10 mL dung dich dém phosphat/NaCl (pH 7.4,
0,137mM). Miu duoc khudy trong thoi gian 1 phut (xody), ly tim & tbc d6 900 g trong
thoi gian 1 phit va tiép theo, duoc loc qua mang loc ¢& 0,45pm. Phan tich dwgc thuc
hién trén hé thdng sic ky loai trir khong gian, véi ¢t Nucleogel GFC-300, dung mdi
rira gidi st dung 1a dung dich dém phosphat/NaCl (pH 7,4, 0,137mM), tbc do dong la
1,0mL/phut, véi viée phat hién béng bd do UV tai bude séng 280 nm.

Do ham lugng protein

Ham luong protein thu dugc bang phuong phap Dumas, v6i hé s& chuyén dbi

bing 6,25, dugc diéu chinh thich hop theo tiéu chuin NF EN ISO 16634-1.

Do ham lugng lipit
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Ham luong lipit thu dwoc bing phwong phap dugc didu chinh thich hop tiéu chuin
chau Au EC Regulation 152/2009 — phwong phap B — SN.
Kha nang tiéu héa pepsin

Kha ning tiéu héa pepsin duge do bang phuong phép duge mo ta trong Huéng
dan s6 72/199/EC.
Do phong phu tuong dbi cuia cac axit amin

Do phong pht cua céac axit amin dugc xac dinh bang phuong phép tudn theo tiéu
chuén chau Au EC Regulation 152/2009 ngay 27-01-2009 — SN. Ham lwong tryptophan
duoc x4c dinh riéng biét bing phuong phap duoc diéu chinh thich hop theo tiéu chuin
chau Au EC Regulation 152/2009 ngay 27-01-2009 — SN. B9 phong phu tuong d6i duoc
tinh toan b%.ng cach tao hé thirc lién hé gitta ham lwong ctia mdi mot axit amin véi ham
lugng axit amin.

Ham lugng axit amin

Ham luong axit amin dwoc x4c dinh bing cich bd sung ddng thoi cac gia tri riéng
biét thu duoc dbi véi mdi mot axit amin, bao gém ca tryptophan.
Do tinh khiét trong luc

Do tinh khiét trong luc dugc xac dinh béng cach so sanh trong lugng cua phﬁn
can khd thu duoc so véi trong luong thu duge tur chiét héa hoc, trong luong néu sau
duoc danh gia & mirc x4p xi 5% ctia chit khd ban dau.
D9 tinh khiét do mau

Miu ctia mau duge lugng tinh bang cach phan tich anh ciia cic mAu st dung phan
mém Image]J theo ba mau dd, xanh luc va xanh lo (RGB), gia tri trung binh ctia cac mau
nay biéu thi sy danh gid mau sdc thue. Mau chitin cta tom duge dua ra thi trudng boi
Chitine France duoc sit dung 1am tidu chudn (d6 tinh khiét 100%) va do tinh khiét do
mau clia cic mAu tao ra duge tinh toan 14 ty 1é % ciia mau nay (ty 1é mau clia mau trén
mau cua tiéu chuin).
Do tinh khiét theo sy chénh léch

Déi vé6i phép do nay, 14y gia tri do tinh khiét tuyét ddi (100%) trix di cac luong
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tap chat da biét (c4c axit amin, lipit va tro) dé thu dwoc gia tri do tinh khiét dwoc luong
tinh theo su chénh 1éch; tic 14, mot miu chira 30% protein, 10% lipit va 1% tro do d6
dugc 4n dinh d6 tinh khiét 1a 100-30-10-1=59%.
Muic d¢ két tinh

Céc phép do duge thuc hién theo k¥ thudt phan tan tia X goc rong (WAXS - wide
angle X-ray scattering) trén thiét bi Bruker D8 Advance (A25 DaVinci design) c6 trang

bi bd do Lynxeye XE. Két qua dwoc dién gidi theo phuong phap mo ta trong tai liéu
Loelovich, M. Res. Rev.: J. Chem. 2014, 3, 7-14.

Murc d6 axetyl hoa

Céc phép do dugc thuc hién sir dung thiét bi °C NMR CP/MAS (Bruker), c6
trang bi nam cham 800 MHz.

Két qua dugc phéan tich nhw mé ta trong tai liéu Simionatto Guinesi, L.; Gomes
Cavalheiro, E. T. Thermochimica Acta 2006, 444, 128-133 va Heux, L.; Brugnerotto, J.;
Desbriéres, J.; Versali, M.-F.; Rinaudo, M. Biomacromolecules 2000, 1, 746-751.

Do d6 phong phti bé mit nguyén tir va chirc ning

Cac phép do dugc thuc hién st dung thiét bi XPS Escolab 250 (VG Scientific),
c6 trang bi ngudn RX Ka Al (1486,6 eV), may don sic va thiu kinh tir.

Cac mAu, da chuyén thanh bot trude d6 dugc dé trong diéu kién chan khong trong

thoi gian 48 dén 72 gio va sau d6 duge phan tich.
Hinh 4nh cta 16p cuticun trén hién vi huynh quang hai photon
Kinh hién vi da photon trén thiét bi DISCO (Synchrotron Soleil).

Lambda exc=810nm, hiéu suit 18%, mau ngoc lam va loc mau vang 406/15

(SHG), loc mau xanh lo 460/60, loc mau xanh luc 550/88.
II. San pham thuy phan
a) Tro

Thao tic ép c6 tic dung rat d4ng ké 1én ham lugng tro trong san pham thiy phan

thu duogc, bat ludn con tring nao duoc nghién ctru (hinh vé trén Fig. 8). Thuc tién, giam
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ham luong tro c6 thé dat 52%, va ty 16 giam 13 kha giéng nhau bit luan cac con tring c6
gidu vé khoang chit hay khong trong tu nhién. Nhu vy, trong trudng hop H. illucens,
ham lwong tro thay ddi tir 7,5g/100 g chét kho khi phwong phap ¢é nghién duoc st dung,
thanh 3,8g/100 g chét khé khi bude ép duge bd sung, tic 13, ty 1& giam 49%; trong
truong hop T. molitor, ham luong thay d6i tir 5g/100g thanh 2,4g/100g, tirc 13, ty 1€ giam
52%.

Thao tic ép cling c¢6 tac dung dang ké 1én ham lugng tro trong san phim thay
phan thu dugc, bit luin enzym nao dugc st dung (hinh v& trén Fig. 9). Cu thé, luu y
rang, dbi voi T. molitor, bat luan enzym nio, ham luong tro trong san phdm thiy phan

13 thdp hon 3% khi phuong phép ¢6 thao tac ép duoc sir dung.

Ham luong tro trong san phdm thuy phén (thu dwoc bang phuong phap nghién +
ép) 1a thip hon 4g/100g chét khd, bt luan con tring ndo duge nghién ctru (hinh vé trén
Fig. 10).

b) Kich thudc ciia céc protein trong san phim thily phan

Viée sit dung budce ép 18 rang gitp cho c¢6 thé cai thién duoc dic tinh cta cac
enzym phan giai protein, bat luan cén tring nio (hinh v& trén Fig. 11) hodc enzym nao
dugc st dung (hinh vé trén Fig. 12). Do d6, dd phong pht twong dbi ctia céc protein 16n
giam déng ké so véi phuong phép chi bao gdm budc nghién, san phdm thity phan cudi
cling khong bao gdm nhiéu hon tbi da 10,3% s protein 16n néu trén trong truémg hop
thity phan duoc thuc hién béng Prolyve, bat ludn c6n tring nio; va khong cao hon 17,5%
trong trudng hop thiy phan 7. molitor, bt luin enzym nao duge st dung.
¢) Ham lugng protein

Ham luong protein ctia san phim thily phan phu thudc nhidu viao phuong phap
st dung. Do d6, khi chi 4p dung duy nhit budc nghién, thi cic protein chi chiém 53,59
+ 1,5% chit kho ctia san phdm thily phan tir 7. molitor thu duge theo cach nhu vy, bat
ludn enzym nao dugc st dung (hinh v& trén Fig. 13). Tuy nhién, khi nghién dugc tiép
theo bing ép, ham lugng protein trong san phim thiy phan dat t6i 84,58 + 1,4%, nhu

vy no dat su gia tang 53-62%, tiy thudc vao enzym st dung.

Su gia ting ndy 16n hon néu nhur ¢én tring ban du nghéo protein, nhu vy, trong
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treong hop G. melonella, ham lugng protein thay doi tir 41,25% thanh 71%, dat sy gia
ting gan 86%, va trong trudng hop H. illucens, su gia ting tham chi dat 118%, khi n6
thay d6i tir 34,2% sang 74,5% (hinh v& trén Fig. 14).

d) Ham luong lipit

Thao tac ép c6 anh hudéng 16n 1én ham lwong lipit ctia san phim thity phan, bat
ludn enzym nao (hinh v& trén Fig. 15) hoac con trung nao dwgc nghién ctru (hinh ve trén
Fig. 16). Thuc tién, ham luong lipit giam dang ké & mirc 51,4-97,7%, nhu vay thay doi
tir 28,6 thanh 13,9% trong trudng hop H. illucens (ty 1€ giam 51,4%) va tir 33,85 thanh
0,9% trong trudng hop T. molitor bing Novozyme (ty 1& giam 97,3%).

¢) Kha nang ti€u héa pepsin

Kha ning tiéu hda pepsin ctia san phdm thity phan thu dugc theo cach nhu vay la
rAt cao, cao hon 96%, bit luin enzym hoic con tring nio dugc nghién ctru (hinh vé trén

Fig. 17).
f) B9 phong phu cua axit amin

Viée sir dung bude ép gitip cho ¢6 thé thu duge sy chiét t6t hon céc axit amin
khac c6 mit trong cuticun, nhu alanin va tyrosin va ¢ mtrc d9 it hon la valine, serin va
glyxin, bit luan enzym hodc cdn triung nio dugc nghién ciru (hinh v& trén cac Fig 18-
24). Céc két qua nay ciing cAn dugce so sanh véi cac két qua lién quan dén cac axit amin
c6 mét trong chitin tinh khiét bang enzym (hinh vé trén Fig. 29-35).

Luu ¥: mic di dd phong phu tuong ddi cia mot sd axit amin, bao gdm axit
aspartic va glutamat ndi riéng suy giam, nhung lugng cia ching van gidng nhau hoic
thdm chi chi giam chit it trong mét s6 trudng hop, vi tdng luong cia cac axit amin chiét
bang phuong phép c6 bude ép ting 1én (so v6i ham lugng protein trong san pham thiy
phan).

III. Chitin
a) Tro

Ham luong tro trong chitin cling chiu anh huong cta budce ép, mac du mic do

thdp hon trong san pham thay phan. Ty 1& giam nim trong khoang tir 25% dén 28,6%
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khi chirc nang cia enzym st dung dugc quan sat theo cach nhu vay (hinh vé trén Fig.
25).

Ham luong tro trong chitin (thu duoc bang phuong phép nghién + ép) 1a cuc ky
thip, bt luan con tring nao (hinh v& trén Fig. 26) dugce nghién ctru. Nhu vy, trong
truong hop T. molitor, ham lugng tro i da 12 1,05g/100g chit kho, va tham chi d6i véi
c4c con tring trong tw nhién gidu chat khodng, ham luong ny van thip hon 3,5g/100g
chét khd.

b) Ham lugng lipit trong chitin

Mac du mure do thép hon mét chut trong san pham thity phan, nhung ham luong
lipit trong chitin ciing giam khi budc ép dugc bd sung vao phuong phép (hinh vé trén
Fig. 27). Hiéu qua chi yéu phu thudc vio enzym, tr 15% d6i v6i Sumizyme va Ién téi
60% dbi véi Novozyme. Bat luan con tring nio, su gidm niy nim trong khoang tir 50%
trong truong hop H. illucens dén 58% trong trudng hop T. molitor, khi phan tng dugc
thuc hién béng Prolyve.

Déi véi tht ca cac con tring, ham lugng lipit thip hon 12%, va d6i v6i con tring

khong biét bay tham chi 13 <6%.
¢) Ham luong va do phong phu tuong d6i ctia c4c axit amin trong chitin

Budc ép gitip cho c6 thé loai bo ty 1& 16n hon cia c4c protein gén vao chitin. Vi
phép do truc tiép ham lwong protein khé thuc hién do chirc ning amit ¢6 mit trong chu
tric thuc cia chitin, nén ham luong protein nay dugc 14y xap xi boi tong cia céc axit
amin (hinh v& trén Fig. 28). Nhu vdy, c6 thé thdy rang, tong cua cic axit amin giam t&i
5 dén 54%, khi budc ép duoc bd sung vao phwong phap, bét ludn enzym hodc con tring

nao dugc nghién ctru.

D9 phong phu tuong dbi cua cac axit amin it bi tic dong béi budc ép, mic du
mot s axit amin, bao gém c4 alanin, hinh nhu duoc chiét tot hon khi budc ép duoc thuc
hién (hinh v€ trén céc Fig. 29 dén 35). Tuy nhién, c6 thé thy ring, dbi véi tht ca cac
con trung, alanin, tyrosin va prolin, cling nhu trong chirng muc thap hon dbi véi valine,
glyxin, leuxin va serin, 1a céc axit amin chu yéu gin vao chitin, ham lugng cua chung

trung binh nim trong khoang tir 23 dén 40% ctia toan bd cc axit amin, va trong sb cac
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axit amin nay ciing ¢ thé thiy ring, su giam nhidu nhit dugc quan st thiy & chitin va
su tang nhiéu nhét (dat t6i da 7-30%) trong san pham thity phan (hinh v& trén c4c Fig.
18-24) khi budc ép dugc bd sung vio phuong phép.

d) D6 tinh khiét trong luc

Bit luan enzym nao (hinh v& trén Fig. 36) hodc cdn tring ndo (hinh v& trén Fig.
37) dugc nghién ctru, d6 tinh khiét trong luc duoc cdi thién bang céach sir dung budc ép.
Nhu vay, gié tri nay thay ddi tir 48,7% thanh 77,1% trong trudng hop 7. molitor v&i
Prolyve va tir 33,7% thanh 87,9% trong truong hop H. illucens véi Prolyve.

e) b tinh khiét do mau
Su cai thién vé do tinh khiét do mau, thira nhén 14 it 5 rang hon dbi véi d6 tinh
khiét trong luc, cling duge quan sat khi buéc ép tao thanh mot phan cua phuong phap,

bét ludn enzym hodc ¢on tring nio dwge nghién ctru (hinh vE trén céc Fig. 38 va 39).
f) D6 tinh khiét theo sw chénh léch

Do su giam vé ham hwong lipit, tro va axit amin trong chitin thu dugc sau phuong
phap c6 budce ép, do tinh khiét theo sy chénh 1&ch cua chitin nay ting 1én déng ké, t6i
13% trong truong hop H. illucens va t6i 74% trong truong hop 7. molitor véi Prolyve,

bét luan cdn tring nao hoic enzym nio dugc nghién ctru (hinh v trén Fig. 40).
g) Muc d6 axetyl hda cua chitin

Mitc d6 axetyl héa bi anh huéng dang ké bing viéc bd sung bude ép vao phuong
phép (hinh v& trén cac Fig. 41 va 42). Thuc tién, viéc loai bo céc lipit va axit amin ra
khoi huyét dich cho phép kha ning tiép can tSt hon céc enzym véi bé mit clia cuticun,
diéu nay gop phan vao su céi thién vé su cit cac lién két peptit ciia cac protein lién két
v6i chitin, nhung ciing théng qua hén hop xtic tac, cit cac lién két amit cta chitin. Nhu
vay, mirc do axetyl hda cta chitin ctia 7. molitor thu duogc tir phwong phap nim trong
khoang tir 76 dén 79%, trong khi d6 néu khong c6 budc ép, mirc nay 1a 91% va ngay ca
thiy phan héa hoc, dugc thuc hién trong céc didu kién nghiém ngit v& nhiét d6 va cac

chit phan tmg, din dén mtrc 49 axetyl hoa 12 85%.

DOoi véi céc cdn tring khac dugc xem xét, cu thé 1a G. melonella va A. domesticus,

mirc d0 axetyl hoa cling chiu anh huong boi phuong phap, nhu vy mic nay lan luot
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thay déi tir 83 thanh 74% trong mdt tredng hop va tir 100 thanh 95% trong trudong hop
khéc.

Vi @6 hoa tan va kha niang xtt Iy cua chitin li€n quan khac dac biét véi mic do
axetyl héa ctia n6, nén viéc thiy phan ddng thoi nay cta lién két amit ctia cac don vi N-
axetylglucosamin cua chitin 1a tac dung duong tinh bét ngd cia viée thiy phan bing

enzym duogc thuc hién trong nhiing didu kién nay.
h) B¢ phong phu bé mit nguyén tir va chiic ning

Khi budc tinh ché bat dau, su phan bb cua cac nguyén t trén bé mit cua chitin
thé hién su gia ting v& ham luong oxy tuong ddi va su giam v& ham luong cacbon tuong
d6i (bang 4).

Tuy nhién, lién két cua cic nguyén tir cacbon trén bé mit cé xu hudng chuyén tir
céc lién két kiéu hydrocacbon (C-H, C-C) chiém wu thé, sang céc lién két kiéu ruou (C-
0O) hoc kidu cacbonyl (C=0). Ciing c6 su giam vé cac lién két kiéu amit (N-C=0).

Tuy nhién, thir ma hinh nhu tiéu bidu nhit d6 1a ty 16 lién két ruou/lién két
hydrocacbon (C-O/C-H), va trong ngit canh cua chitin tinh khiét bing enzym, ty 1& nay
nim trong khoang tir 0,31 dén 0,56, nhung t5t hon nim trong khoang tir 0,39 dén 0,41.

Trong bang 4:

- thudt ngtt "cuticun th6" ¢6 nghia 12 chitin cta 16p cuticun & trang théi ty nhién,
duoc phan tich truc tiép sau khi chiét tir con tring bing cach cit;

- thuét ngit "chitin tinh khiét bing enzym (Novozyme)" c6 nghia 1a chitin thu dugc
tir phwong phép bao gdm budce nghién + ép va thily phan bing enzym vdi su 6
mat ciia enzym Novozyme 37071;

- thuft ngit "chitin tinh khiét bing enzym (Prolyve)" c6 nghia 1a chitin thu dugc tir
phwong phap bao gdm bude nghién + ép va thity phan bang enzym véi su c6 mit
cua enzym Prolyve NP;

- thuét ngit "chitin tinh khiét bing enzym" c6 nghia 14 chitin thu dugc tir phwong
phép bao gdm budc nghién + ép va thiy phin bing enzym véi su c6 mit clia

enzym Prolyve;
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thuat ngit "chitin tinh khiét" c6 nghia 13 chitin thu duoc bing tinh ché héa hoc,

gidng nhw loai dwoc sir dung d& x4c dinh luong chitin trong con trung.

Bang 4. Su phin b ctia mot sé nguyén tir va lién két trén bé mit ciia chitin

cac nguyén tir céc kidu lién két tile
(C-0)
C O C-H C-0 C=0 N-C=0O
(C-H)
cuticun tho 78,85 16,23 | 68,88 20,16 6,87 3,53 0,29
chitin tinh khiét
bf?lng enzym 75,71 18,50 | 62,88 24,21 9,93 2,98 0,39
(Novozyme)
chitin tinh
E khiét bing
75,64 19,40 | 57,54 29,57 10,67 2,22 0,51
enzym
(Prolyve)
chitin tinh
_, 64,24 30,31 | 39,5 4236 16,21 1,92 1,07
khiet
chitin tinh khiét
. 78,49 16,37 | 68,16 20,84 8,48 2,32 0,31
% bang enzym
chitin tinh khiét | 67,27 27,30 | 42,32 40,46 13,59 3,63 0,96
chitin tinh khiét
. 76,24 19,29 | 63,15 25,15 8,9 2,81 0,40
S bing enzym
O
chitin tinh khiét | 64,93 28,87 | 34,1 4539 18,07 2,44 1,33
cuticun thd 86,09 12,69 | 83,35 8,41 2,55 5,68 0,10
chitin tinh khiét
= . 74,46 21,10 | 61,49 25,07 7,95 5,49 0,41
bang enzym
chitin tinh khiét | 73,10 22,49 53 30,3 11,16 4,11 0,57

i) Hinh anh cua 16p cuticun trén hién vi huynh quang hai photon

Viéc tinh ché m6t phan ctia chitin théng qua con dudng enzym béng phwong phap

theo sang ché gitip cho c6 thé duy tri dwoc d linh hoat tong thé béng cach bao toan viéc

“nap day” protein ctia cac cau tric chitin, so voi viéc tinh ché héa hoc, trong khi loai bo
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dwoc su qua tai protein ¢ bén ngoai cAu tric (xem hinh v& trén Fig. 43).

Thuat ngit sit dung trong hinh v& trén Fig. 43 13 gidng nhu thuat ngit duoc xac
dinh trong phan III h) & trén.

j) Mirc @6 két tinh
Bét luan con tring hodc enzym nao dwoc nghién ciru, mitc d6 két tinh, tic 13, ty

18 gitta cac ving két tinh va viing vo dinh hinh, cta chitin thu duoc ndm trong khoang
tir 0,42 dén 0,61.

N6i chung, thuét ngit chi s§ do két tinh dwoc st dung trong tai liu, tirc 13, ty 16
gifta cac dd cao dinh (va khong cua céc ving). Phép do nay ¢ nguy co sai sb dang ké.
Tuy nhién, nhim muc dich so sénh, chi s§ d két tinh ciia cdc mau ciing duoc do va chi
sd nay ndm trong khoang tir 88 dén 95% dbi véi tit ca cac con trﬁng, va thdm chi con

cao hon 90% d6i véi bd canh ctng va bd canh vay.
Vi du 6: Phuong phép theo sang ché c6 budce thu hdi phan protein xudt phat tir dich ép
I. Vat liéu va phuong phép
a) Vat licu
Con trung
Con trung sau day duogc nghién cuu:
- cOn trung canh cing: Tenebrio molitor (T. Molitor hodc TM).
Enzym

Prolyve dugc st dung trong thiy phéan.

Enzym Prolyve
Hoat tinh enzym mong mudn 3789,52
Hoat tinh enzym / g 3789,52

m (g) 1,00
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b) Céc phuong phap san xudt

Phuong phép san xuét bing cdch nghién, sau d6 ép (dwoc ky hiéu 13 "nghién+ép" trong

hinh v€ trén cac Fig.)

Mot vai mé duoc chuyén déi nhu sau: 600g ciu tring 7. molitor twoi séng dugce
dua vao trong mot ngin, & d6 ching dwoc giét bing hoi nude (115°C, 5 phiit). Tiép theo,
con tring duge dua vao dung cu trdn va 75mL nudc duge bd sung trén 100 g con tring,
va tiép theo, toan bd dwoc khudy tron va ép (hé ép truc vit doi, hodc hé ép loc hodc hé
ép khac).

Béanh ép sau do dugce sdy kho6 & nhiét d6 70°C qua dém. Dich ép, mit khéc, dugc
ly tAm trong thoi gian 30 phut véi luc ly tim 3000g va phin ran dugc thu hdi — cic

protein khong hoa tan ctia huyét dich.

Tiép theo, 125g banh ép va 125g (trong luong 4m, xAp xi 30% trong lugng khd)
cla cac protein huyét dich khong hoa tan duge dwa vao binh thét ¢d 3 ¢ ¢6 trang bi bd
ngung tu va bo khudy tir, 1250mL nude duge bd sung ciing nhu enzym phén giai protein
¢6 hoat tinh tuong duong véi 9500 SAPU. Tiép theo, phan ting dugc gia nhiét & nhiét
d6 45°C trong thoi gian 4 gid. Tiép theo, nhiét d dugc gia ting 1én 90°C trong thoi gian
15 phiit, va hdn hgp phan tmg sau cing duge loc (0,40-0,45 pm). Phén cin dugc siy
kho trong thoi gian 24 giy & nhiét do 70°C: do do, thu duoc chitin bing cach tinh ché
thong qua con dudng enzym; phin dich loc dugc 1am dong lanh va dong kho: do d6 thu

dugc san pham thity phan.
c¢) Phan tich

Viéc do ham luong tro, do ham lugng lipit, d0 phong phut twong dbi cua cac axit

amin va do kich thudc ctia cac protein duge thuc hién nhu trong vi du 5.
I1. M6 ta dic tinh ctia cac san phim thu duoc

Cac san phém thu duoc, chitin va san phém thiy phan, dugc phan tich va dugc

mo ta dédc tinh (bang 5, hinh v€ trén Fig. 45).
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Bang 5: Mo ta ddc tinh

San phdm thily phan Chitin
Tro 4,1 0,5
Lipit 12,85 3,7
Kha nang ti€éu hoa 95 khong 4p dung
Cac axit amin (40 phong phu twong doi, %)

Asp 9,7 5,4
Glu 12,8 6,7
Ala 9,0 13,7
Arg 2,5 3,6
Cys 1,1 0,5
Gly 5,9 9,4
His 3,3 3,9
Ile 5,4 4.8
Leu 8,5 8,0
Lys 6,5 2,9
Met 1,5 0,4
Phe 4,0 2,6
Pro 6,9 8,3
Ser 4.4 5,8
Thr 49 3,5
Tyr 4,7 11,3
Val 7,7 9,0
Trp 1,3 0,6
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YEU CAU BAO HO

1. San phim thily phan dwoc tao ra tir con tring chira chit kho véi lwong it nhit 13 40%
trong lugng cac protein tinh theo téng trong lugng cia chat khd, tro véi lugng nhod hon
3% trong lugng tinh theo tdng trong luong clia chét kho, va ham luong protein hoa tan

trong nude ¢o kich thudce 16n hon 12400g/mol 1a nhé hon 50%.

2. Phuong phép tao ra it nht mot san phAm mong mudn tir c6n tring bao gdm céc budce

sau:

(i) nghién cac 16p cuticun ctia con tring,

(ii) ép céc 16p cuticun cta con tring, va sau do,

(iii) thity phan bing enzym céc 16p cuticun ciia con tring bang cach sir dung enzym
phan giai protein.

3. Phuong phép theo diém 2, trong d6 phuong phap niy bao gdm budc giét con tring
truée bude nghién.

4. Phuong phép theo diém 2 hoic 3, trong d6 phwong phap nay con bao gdm bude xtt
1y cc 16p cuticun cia con tring bang chat oxy héa trude budce thity phan bang enzym.
5. Phuong phap theo diém bt ky trong sb céc diém tir 2 dén 4, trong d6 con tring hodc
cac con trung dugce lua chon tir nhém bao gdm bd Canh ctmg, bd Canh vay, bd Canh
thang va bo Hai canh.

6. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 2 dén 5, trong d6 proteaza dugc
lwa chon tir nhém bao gdm aminopeptidaza, metallocarboxypeptidaza, serin
endopeptidaza, xystein endopeptidaza, aspartic endopeptidaza, metalloendopeptidaza.
7. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém tir 2 dén 6, trong d6 san phim mong
mudn 12 chitin va/hodc chitosan.

8. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém tir 2 dén 6, trong d6 san phim mong
mudn 13 san pham thiy phan.

9. Phuong phép tao ra chitin tir cac 1&p cuticun cia con trung bao gdm céc budc sau:
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a) giét con trung,
b) nghién c6n tring,
¢) ép con trung,

d) thily phan bing enzym cac 16p cuticun clia con tring bang cach sit dung enzym

phan giai protein, va
e) thu hoi chitin,

céc 16p cuticun cia con tring tly v ¢6 kha ning duoc xit Iy bing chit oxy héa

trudc budce d).
10. Chitin thu dugc bing phwong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 2 dén 7,
va diém 9.
11. Phwong phép tao ra san phdm thiy phén tir con tring bao gdm céc bude sau:

a) giét con tring,

b) nghién c6n tring,

¢) ép cOn trung,

d) thity phin bing enzym céc 16p cuticun ctia con tring bang cach st dung enzym

phan giai protein,
e) thu hdi san phdm thiy phan,

cac 16p cuticun ctia con trung tiy y ¢6 kha nang dugc xur ly bing chét oxy héa

trudc bude d).

12. San phim thay phan thu dugc bang phuong phép theo diém bt ky trong s cac diém
tir2 dén 6, 8, va 11.

13. Phuong phap tao ra chitosan tlr cac 16p cuticun ctia con trung bao gdm cac budc sau:
a) giét con tring,
b) nghién c6n tring,
¢) ép con trung,

d) thity phan bing enzym céc 16p cuticun ciia con tring béang cach str dung men
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proteaza,
e) thu hdi chitin,
f) khtr axetyl cia chitin da thu hdi, va
g) thu hdi chitosan,
céac 16p cuticun cda con tring ty y ¢6 kha ning duoc xr ly bing chit oxy héa
trudc budc d).

14. Chitin chira ham lwong axit amin thip hon hoic bing 45% trong lugng tinh theo
tdng trong lwong cla chét khé, ham lugng tro théip hon hoéc béng 2,5% trong lugng
tinh theo tdng trong luong ciia chit kho va d6 tinh khiét theo s chénh 1éch cao hon hogc
bang 45%, muc do axetyl hoa bing hodc 16n hon 70% va mtrc d két tinh 16n hon hodc

béng 0,42.
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