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(57) Sang ché dé cip dén quy trinh xtr Iy phan thit qua ca phé bao gdm (a) cung cap phan
thit qua ca phé, c6 thé thu duoc tir quy trinh san xuat dé tao ra hat ca phé tho tir qua ca phé
tuoi; (b) chiét tir phan thit qua ca phé phén chiét chua pectin, trong do viéc chiét dugc tién
hanh & diéu kién axit hodc diéu kién kiém, dé cung cap phan chiét chtra pectin; (c) xur ly
bang enzym phan chiét chira pectin, trong do xu ly bang enzym bao gom xu ly voi mot
hodc nhiéu enzym dugc chon tir nhém gom esteraza va reductaza, dé cung cap vat liu
pectin dugc xir 1y bang enzym; va (d) chiét phan chiét chta pectin tir ca phé duoc thém
nhém chirc polyphenol tir vat lidu pectin duoc xt 1y biang enzym.
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Linh viee ki thuat dwge dé cap

Sang ché dé cap dén quy trinh xtr 1y phén thit qua ca phé cling nhu (céc) san

pham thu dugc tir quy trinh nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Phén thit qua ca phé duoc tao ra tir qua trinh san xuét ca phé. Vi bat ky ngudn
nao (xtr Iy w6t hay kho), san phdm phu va chét thai thuong 13 vin d&. Vi du, phin thit
qué va dich nhdy c6 tinh axit twong d6i, in mon thiét bi, va khé khin cho viée xtt Iy an
toan. Ngoai ra, & noi ma phén thit qua bi vt bo trong bai rac hodc bai phé liéu khéc,
phin thit qua théi rita ¢6 thé din téi mui khé chiu. Do d6, san phdm phu va chit thai
thudong dugce xem 1a vét liéu ma hodc khong dung dugc, doc hai, hodc co gia tri khong

dang ké.

W02004098320 mb ta phuong phap phan 14p chit dinh dudng tir qua ca phé
tuoi hodc san xuét thyc phdm ma chira qua ca phé tuoi hodc mot phan cia né. Theo
W02004098320, dugc vu tién dac biét 1a, qua ca phé tuoi s€ c6 ham lugng vd cung
thép doc td cia nim (mycotoxin), bao g@)m cac aflatoxin, fumonisin, ocratoxin,

va/hodc vomitoxin (DON, deoxynivalenol) khéc nhau.
Ban chét ky thuit ciia sing ché

Nhu duge lam 16 ¢ trén ddy, va cling s& dugc thé hién rd hon & dudi day, co
mong mudn tao ra quy trinh san xuét ca phé cai tién hon, dic biét 1a st dung lai sinh
loi cac phan san phdm phu ciia quy trinh, nhu phén thit qua ca phé. Trong quy trinh
thu hat ca phé xanh, dong sinh khéi chinh duoc tao ra. Sinh khéi nay c6 nhiéu trong
cac hop chét sinh hoc hitu ich; tuy nhién, k¥ thuat thuc té da biét cho viéc thu hdi va
sir dung ctia cdc hop chét nay 1a khong c6. Ngoai ra, ham lwgng cao clia cac hop chit
gdy ddc (chit yéu 1a polyphenol va cafein) trong cac dong lam cho sinh khi gdy ra vin
dé vé moi trudong trong ving san xudt ca phé. Mot sb cha thich chung du tién dugc

dua ra bén dudi.
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Sau khi thu hoach qua ca phé tuoi, qua ca phé tuoi dugc dua vao cac qua trinh
ché bién khéac nhau dé thu dugc hat ca phé twoi (nghia 13, hat ca phé khong rang). Viéc
san xudt ca phé trén thé gioi hiu hét duge xir Iy bang 2 phwong phép; phuong phap

kho va phuong phép wét.

Trong phuong phap uét, qua duge thu hoach va dugce nghién tuoi, loai bo chét
nhly (v6 qua trong) va vo lua dinh véi phan hat; sau khi nghién, hat thuong duoc di
chuyén t6i bé 1én men cho giai doan nim trong khoang 12-24 gid trong d6 chét nhay
dugc loai bd khoi hat va vo lua. Hat sau d6 dugc lam kho (lam kho bédi mét troi hoac
khi no6ng), vo lua dugc loai bo va hat xanh dugc dong goéi va luu triv dé kinh doanh sau
nay. Trong subt cic quy trinh ndy, khoang 45% sinh khéi ctia qua ca phé tuoi bi vit bo
nhu 12 phin nguyén liéu phé thai. Phan sinh khéi nay c6 lugng polyphenol va cafein
cao, va do d6 tr¢ thanh ddc hai véi ham lugng cao. Mac du u phan 1a mot gidi phép
thay thé, nhung van cin thiét phai mé rong dién tich dAt dai va lao dong ning nhoc.
Trén tit ca cdc yéu ciu ndy, ndng dd polyphenol cao 1am cho loai phan trdn nay trd
thanh phan bon kém chit lugng véi nguy co gdy nhiém doc dAt va lam dit chua (c6

tinh axit).

A0

Do d6, thuét ngi “phan thit qua ca phé” trong ban mo ta nay cu thé chi phén thit
qua thu dugc sau qua trinh xt ly qua. Do do, thuét ngir “phan thit qua ca phé&” c6 thé
con chi “phén thit qua ca phé twoi”. Ngoai ra, thuat ngit “phan thit qua ca phé” c6 thé
con bao g6m qua chin qua mic va chua chin dugc loai bd, khong st dung dugc trong
san xuét hat tuoi chat luong (cao). Do d6, thuét ngit phan thit qua ca phé c6 thé cy thé
chi mot hodc nhiu phén thit qua thu dwoc sau qué trinh xtt Iy qua, qua chua chin dugc
loai bd khong st dung dugc trong san xuét hat tuoi chét luong (cao) va qua chin qué
murc duoc loai bé khong st dung dugc trong san xut hat twoi chit luong (cao). Phan
thit qua ca phé c¢6 thé lién quan t6i mot hodc nhiéu vé qua ngoai, phan ngoai vo giita
qua (ban than phan thit qua), va vo gitta qua (dich nhay hoic vé trdu). Triu (ciing dugc
biét dén 1a vo lua hodc vo trdu) khong dwoc xem xét. Cha ¥ rang, vo lua 1a mot phan
ctia hat, khéng phai mot phan cta vo qua. V4 qua cu thé gdbm mang (vo qua ngoai),
phén thit qua (phan ngoai vo gitta qua), dich nhiy (v6 qua trong). Vo lua 13 mdt phan
cuia ndi nhii. Ngoai ra, trong sb céc tai lidu khac, c6 thé tham khao Esquivel et al,

“Functional properties of coffee and coffee by-products”, Food Research International
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46 (2012) 488-495, ma dugc két hop vao ban md ta ndy bing cach vién din. Cu thé 13,
phin thit qué ca phé 12 san phdm phu tir phwong phap ché bién uét, hodc ché bién kho

chua hoan toan, cta hat ca phé.

Trong phuong phap khd, qua ca phé twoi dugc lam kho, cu thé dudi 4nh ning
mat trdi, théng thudng trong vai ngdy. Sau d6, phan thit qua khd dwgc tach ra tir hat
twoi bang cach xat vo. Phuong phép nay khéng d& dang cho phép diéu khién quy trinh

ché bién kho va c6 thé do d6 tao ra chit luqné ca phé thap (hon).

Hién tai, hdu hét cac loai ca phé duge ché bién st dung phuong phép uét (xem
phin trén) véi cac thay doi dé 1am giam sy tiéu thu nuée va diéu khién quy trinh ché
bién kho (kho chwa hoan toan, xay tw nhién v.v.). Tuy nhién, lugng sinh khéi twong

doi 16n van do ra song.

Hién tai, phin 16n phan thit qua ca phé khong dugc xir Iy chuyén thing t6i diém
xir Iy chét thai 16n khong c6 bét ky xtt 1y nao, cudi ciing hop chét doc hai tir qua 1én
men ngdm vao séng, gy & nhiém ngudn nudc trong ving san xuit ca phé. Phan thit
qué ca phé do do6 tao ra vAn dé& mdi trudng nghiém trong, va 1a thach thirc cho phat
trién bén virg chudi cung cip ca phé. Véi viée san xudt ca phé thuc té dat 10 tridu tin
mdi ndm, k¥ thuét chiét dong chit thai nay 1a cAn thiét. Hién nay, phdn thit qua ca phé
thuong chi dugce st dung nhu phén tron. C6 nghién ctru v& viéc st dung phan thit qua
ca ph€ nhu 1a thirc dn cho gia suc dé 1y sita & Trung M§ va Nam M§. Tuy nhién, thuc
té chi sir dung ti 18 phan trim rdt nho cta ca dong chét thai do c6 cac hop chit khang
dinh dudng va doc hai trong sinh khdi. Ngoai ra, trong linh vuc k¥ thuat nay, nguoi ta
d& xuit str dung xo thd tir phéan thit qua ca phé ciing nhu cic san pham phu khéc tir
sinh khdi nay. Tuy nhién, khong c6 k§ thudt di biét ndo cho chiét riéng r& va cai bién

ctia pectin tir phan thit qua ca phé va dich nhay.

Phén thit qua ca phé chiém 45% khdi lwgng tong ctia qua ca phé tuoi. Phan sinh
khéi thit qua giau hydrat cacbon, polyphenol va cafein. Vi ham lugng cao clia axit hitu
co, catechin, va tanin, phan thit qua ca phé va nudc xir ly dit ra vin d& méi trudng
nghiém trong trong ving san xuét dién ra. Cac dong chét thai duoc loai bd ca phé
(phan thit qua va nudc xir Iy duoc st dung dé tach riéng phan dich nhdy tir hat trong

nha mdy xay xat u6t) c6 BOD (nhu ciu oxy héa sinh) cao, de doa ngudn nude. Mot
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trong cc thanh phan ctia phan thit qua ca phé 14 pectin. Pectin dugc biét dén giira cac
chét khac trong coéng nghiép thuc phim nhu 14 chat gel héa. Tuy nhién, pectin tir phin
thit qua ca phé da dugc bdo cdo nhu chét gel hoa nghéo va do d6 khong hitu dung
trong cac tmg dung vao dugc phdm va thuc pham. N6 duge dua ra gia thuyét rang,
tinh chat tao gel ngh&o 13 két qua cta phan xuong séng cé do dai ngin cia pectin, khdi
luong phan tir thip ciia pectin va mirc d6 axetyl hoa cao ctia pectin tu nhién trong phan

thit qua va dich nhdy cta qua ca phé tuoi.

Do d6, mdt phuong 4n theo sang ché dé cap t6i quy trinh xi Iy phan thit qua ca
phé thay thé, ma t6t hon 13 it nhit ngin ngira mot phén ctia mot hodc nhiéu han ché
dugc mo ta phia trén. Mot phuong an nita theo sang ché cung cép pectin thay thé, c6
ngudn gbc tir phan thit qua ca phé, ma c6 thé duoc st dung trong cac tng dung thuc
phdm nhu chét gel hoa va/hoidc c6 thé c6 cac tng dung hitu dung khac. Mot phuong 4n
hfra theo sang ché cung cép dung dich cho phan thit qua ca phé, theo d6 quy trinh san

xuat ca phé c6 the€ trd nén bén vitng hon vé mit moi truong.

Sang ché bao gém su chiét va sir dung cua it nhat mot hop chét dugc chiét tix
phén thit qua va dich nhdy sau khi loai bé phan thit qua va rira hat, trong ché bién uat
hodc ban khd ctia san xuét ca phé thd. Thuan loi 13, sy chiét hop chét sinh hoc nay s&
lam gidm ham lugng cta cic hop chit doc hai khac trong nudc xu 1y cua cac thiét bi
loai bo phan thit qua ca phé. Ngoai ra, hop chéit dugc chiét trong d6 pectin 12 thanh
phin chinh, 12 hop phén gi4 tri cao cho cong nghiép duge phim va/hodc thuc phim.
Ngoai ra, nd thé hién mét cach ngac nhién réhg, cac hop chét sinh hoc dugc chiét thé
hién kha ning cé thé didu chinh dugce cho cdc muc dich cu thé do sy da dang cia
polysacharit dugc chira trong phan doan pectin dugc chiét. Pectin thu dugce véi quy
trinh theo séng ché ¢6 thé cho phép cac ing dung nhu prebiotic va chét gel hoa, va con
ludi cho ménh cdy phiu thuét 13 céc cach dung c6 thé cta hop chét duoc chiét theo
sang ché. Ngoai ra, pectin thu duoc cé thé duge ding nhu chét gay ling hodc chét nhii

tuong.

K§ thuat dugc d& xudt ¢ diy nhdm muc dich chiét pectin tir phan thit qua ca
phé, va céi bién tuy ¥ (nghia 13, chitc ning héa) cla pectin (duoc chiét) véi enzym. Su
cai bién nhu vay c6 thé bao gdm khir metyl va/hoic lién két chéo pectin qua nhom este

hoa. K§ thuat dugc dua ra & ddy cu thé nhdm muc dich chiét pectin tir phan thit qua ca
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phé, va su cai bién cia cling mot pectin v6i enzym, dé lién két chéo pectin qua nhém
este hoa. Cac su cai bién voi enzym thé hién mot cach ngac nhién sy cai thi¢n ddc tinh
thity keo cua pectin dugc chiét. Cac dic tinh cia pectin thu dugc rat thu hut. Trong ché
bién, dong chét thai con lai ¢6 thé duoc loai bd doc td qua sy thiy phén tanin, polyme
hoéa phenol va loai bé cafein trong ché bién; diéu nay s& gitp dong chit thai giam dang
ké BOD (nhu cAu oxy sinh hoc) va COD (nhu cdu oxy hoéa hoc). Do d6, hau qua vé
mdi trudng cla san xuat ca phé s& giam bét. Phuong phép c6 thé con tao ra thu nhép tir
chiét chét thai sinh khéi nhu 13 san phidm phu cta chudi ca phé. Sang ché hién tai c6
thé dong gop dang ké vao cai thién sw phét trién bén vitng cta phan 16n hang hoéa toan
chu. Do d6, sang ché d& cap dén phuong phép k¥ thuat san xuét nhién liéu sinh hoc
trong d6 hdoa hoc va cdng nghé sinh hoc xanh duogc dp dung. Cac bude ché bién c6 thé
bao gdm bao quan phan thit qui ca phé & nude san xudt, van chuyén t6i diém ché bién,
tach riéng va tinh ché san phim, va thuong mai hoa céc san phim nay & thi trudng co
trién vong cta ching. Thi trudng c6 thé 1a thi trudng cta cac hop phan thyc phim,
trong d6 pectin chit lwong cao 1a su thay thé tiém ning cho nhwa cdy keo (Arabic
Gum) duogc d& xuit. Véi k¥ thuat sang tao hién tai, pectin tir ca phé c6 thé dugc diéu
chinh d@é dat tiéu chudn cta cac loai img dung khéc nhau trong cdng nghiép dugc phidm
va thuc phim. Thanh phén cafein trong phan chét thai con lai c6 thé dudi mic 10 ppm
mdt cach thuin loi, thAm chi vi du dudi 1 ppm. Do d6, su loai bod cuia cafein c6 thé 1a

rat hidu qua trong khi mit khéc san pham pectin hitu dung cfing dugc dé cap.

Puogc biét dén ring, polyphenol véi ndng do cao co thé 1a doc hai véi gia stc,
trc ché 1én men va sinh trudng cia vi sinh vat. Thuén 1¢i 13, theo sang ché su c6 mat
cta polyphenol 1a mong mubn thue t& nhdm cho phép cai bién ciia pectin ma khong
pha hiy polyme sinh hoc. K¥ thuét nay 1a phuong phép thay thé t6t nhét tai thoi diém
nay, & quan ly va chiét chét thai tir ca phé. Do d6, k§ thuat duge boc 10 nay co thé
dugce diéu chinh dé str dung & quy mo 16n. Do d6, theo khia canh dau tién, séng ché dé

xudt quy trinh xtt Iy phén thit qua ca phé bao gbm:

a. Cung cp phan thit qua ca phé, c6 kha ning thu dugc tir quy trinh san

xult dé san xuét hat ca phé tho (nghia 1, khong rang) tir qua ca phé tuoi;

b. Chiét phin chiét chira pectin tir phén thit qua ca phé, trong d6 sy chiét

duoc tién hanh ¢ diéu kién axit hodc di€u kién kiém (hodc diéu kién nay sau diéu kién
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kia), d& cung cdp (hoic tao ra) phan chiét chtra pectin, trong d6 cu thé su chiét bao
gbm viée chiét phan chiét chira pectin tir phan thit qua ca phé, trong d6 su chiét dugc

tién hanh & diéu kién (it nhat 13) axit;

c. (tuy y) phin chiét chira pectin duoce xir Iy bing enzym, trong d6 (tly ¥)
xir Iy bing enzym bao gdm xir ly v6i mot hodc nhiéu enzym dugce chon tir nhém bao
gbm esteraza va/hoic reductaza, dé cung cp vit liéu pectin (hodc duge cai bién) dugc
xt Iy bing enzym, cu thé phin chiét chta pectin tir ca phé duoc thém nhém chire
polyphenol, cu thé trong d6 xir ly bing enzym bao gdm it nhéit 13 xir 1y bing

oxidoreductaza; va

d. (thy ) chiét phan chiét chua pectin tir ca phé dugc thém nhém chirc
polyphenol tir san phdm cla (thy ¥) phan chiét chira pectin dugc xtr Iy bang enzym

(nghia 13, san phdm thu duoc & ¢).

Vi quy trinh nay, thudn loi 13 theo mot phuwong 4n phén chiét chira pectin tir ca
phé dugc thém nhom chirc polyphenol dugce tao ra, 1a san pham ma c6 thé duoc sir
dung cho mdt vai tng dung, va din dén san phim con lai ma ham lwong polyphenol
giam dang ké, va do d6, c6 thé dugc tai st dung hodc loai b nhu chét thai d& dang

hon.

Phan thit qua ca phé ma dugc dung cho ché bién co thé thu duge truc tiép tir
cdy, nhung c6 thé con duge dua vao quy trinh bao quan. Phan thit qua ca phé dugc st
dung cé thé con thu duoc tir ving xa (nhu > 10 km, hodc tham chi >100 km hozc thim
chi xa hon), va sau khi van chuyén, dugc sir dung nhu phan thit qua ca phé trong ché
bién theo sang ché. Trudce khi van chuyén, phan thit qua ca phé c6 thé dugc xir Iy tiy y

cho cdc muc dich bdo quan.

Ban chat cta sy chiét, cu thé bao gdbm quy trinh c6 tinh kiém hay axit, ciing
xem phia dudi, cling 12 mot khia canh theo sang ché. Cu thé, xir Iy bang enzym dugc

ap dung, ma c6 thé dugc st dung dé khir metyl va/hodc lién két chéo.

Thuét ngit “hat ca phé tuoi” dugc biét dén trong linh vuc k§ thuat nay va cy thé
chi hat ca phé khong rang. Qua dugc ding dé loai bo phan thit qua c6 thé & trang thai

chin hodc chua chin. Hon hop gitta qua chua chin va chin ciing c6 thé dugc ap dung.
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Bic tinh cta phan chiét chira pectin tir ca phé dugc thém nhém chire polyphenol ¢6 thé

phu thudc vao hat ca phé hodc chin va/hodc chua chin dugc &p dung.

Pectin c6 thé dugc chiét tir nhidu ngudn, tuy nhién pectin cht yéu dwoc chiét tir
v6 cam quyt va bot tdo nghién. Nhu duge d& cip phia trén, pectin dugc cai bién bang
hoa hoc va/hodc enzym dé thu dugce cdu tric gel mong mudn. Mot ngudn khéc cua
pectin ma dugc cdng nhan 1a pectin duoc chiét tir du lugng cong nghiép clia dudng tir
ré ci cai (SBP). Khic biét Iy hoa gitta SBP va loai khac cla pectin truyén théng bao
g6m ti 18 cao hon cua chudi bén cia dudng trung hoa, ham lugng cao hon ctia nhém
axetyl & vi tri O2 va O3 trong phan xuong sdng galacturonic va ham lugng cao hon
cta este phenol trong chudi bén cu thé 13 trong arabinoza va galactoza, va ham lugng
cao hon cta vét li€u tir protein lién két v6i chudi bén nho lién két cong hoa tri. Bat ngd
thay, pectin tir ca phé c6 chung mot vai ddc tinh v& co ban véi SBP, khéi luong phan
tir thdp clia phan tir pectin, sw c6 mit v6i lugng quan trong cla galactoza va arabinoza
trong chudi bén trung hoa, va sy ¢6 mit cua polyphenol giita cac chét khac. Do d6
dugc gia thuyét ring pectin tlr ca phé c6 thé dugc cai bién dudi dang SBP va tao ra
pectin gia tri cao v6i dic tinh tao nhii twong. Pectin tir ca phé con ¢ thé duoc cai bién
vé mit héa hoc nhu pectin tir vé cam quyt d& san xuét gel mong mudn, theo khia canh

nghién ctru nay va su chuan hoa van can thiét.

Thay vi phén thit qua ca phé, cic san phim phu ndéng nghiép chtra pectin khac
ciing ¢6 thé dugc ap dung, cu thé pectin dugc chiét tir du lugng cong nghiép cua ca
cao, dau co, ddu 6 liu va dudng tir ré cu cai (SBP). Do do, theo mot phuong 4n khac,

sang ché dé cap dén san pham phu nong nghiép chira pectin quy trinh xtt Iy bao gom:

a. Cung cAp san phdm phu ndng nghiép chtra pectin;
b. Chiét phin chiét chira pectin tir san phim phu ndéng nghiép chira pectin,

trong do sy chiét duoc tién hanh & diéu kién axit hoic didu kién kiém (hoac didu kién
nay sau diéu kién kia), dé cung cip phan chiét chira pectin, cu thé trong d6 su chiét
bao gdm chiét phan chiét chira pectin tir phn thit qua ca phé, trong d6 su chiét dugc

tién hanh & (it nhat) diéu kién axit;

c. (thy ) Xt ly bing enzym cta phan chiét chira pectin, trong d6 xir ly

bing enzym bao gdm xt 1y véi mét hodc nhidu enzym dugc chon tir nhém bao gém
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esteraza va reductaza, d€ cung cap vat liéu pectin dugc xtt ly bang enzym, cu thé trong

d6 xir Iy bing enzym bao gdm it nhit 13 x{t Iy véi oxidoreductaza; va

d. (tby ¥) Chiét phan chiét chira pectin tir cd phé dugc thém nhém chirc

polyphenol tir san phdm ctia phin chiét chtra pectin dugc xir 1y bing enzym tiy ¥.
Séang ché s& con duge 1am sang to vé phén thit qua ca phé (chira pectin).

Theo phuong 4n cu thé, phan thit qua ca phé duogc dua vao bude chiét dau tién
trong didu kién axit, dAn dén san phdm chiét ddu tién va san pham du, trong d6 san
phém du con dugc dua vao budc chiét tht hai trong diéu kién kiém, dan dén san phém
chiét thir hai va san phdm du thir hai, va trong d6 tir sy chiét thit hai nay thu dugc san
phdm chiét thi hai dwoc két hop tiy ¥ vé6i san pham chiét thir nhit tir 1an chiét thi
nhéit, va trong d6 nhitng san phdm chiét pectin dugc két hop tiy v nay sau d6 con
duogc dua vao xtt Iy bang enzym. Cu thé 13, trong 14n chiét thir hai, chit 1ong chiét tha
hai dugc 4p dung chira Hy02. HoO ¢6 thé duge st dung nhur chét oxy hoa va/hodc nhu
co chét cho (cac) enzym. HO, c6 thé cho phép, vi du, phan ting ciia lacaza va/hoic
peroxidaza, cu thé peroxidaza, cho lién két chéo. Tuy nhién, chét oxy héa khéac c6 thé
duoc st dung (thé cho oxy). Thay thé cho hoidc thém vao v6i H20; 1a amoni persulfat
((NH4)28203) va/hodc natri metabisulfit (Na2$20s) ¢6 thé dugc 4p dung. Ty ¥ hoic
ngoai ra, ozon ciing ¢6 thé duge ap dung. Su chiét c6 thé con bao gdm budce phan tach
ma tach riéng phan chiét tir san phdm con lai, vi du béi loc v.v. (cling xem & phia

dudi).

Thuét ngli “diéu kién axit” va cac thuat ngit twong tu cu thé chi pH <7; thuat

ngitt didu kién “kidm” va cac thuat ngit twong tu cu thé chi pH>7.

Nhu c6 thé tir ngudn phia trén, theo mét phuong an, phuong phap c6 thé bao
gbm chiét phan chiét chira pectin (tir san pham phu ndng nghiép chira pectin), trong d6
su chiét duoc tién hanh & didu kién axit dé cung cip phan chiét chira pectin, theo sau 1a
xtt Iy bang enzym. Su chiét bd sung & didu kién kiém 13 phuong 4n cu thé. Nhu c6 thé
tir ngudn phia trén, theo mdt phuong an, phurong phap con c6 thé bao gém chiét phén
chiét chira pectin (tir san phdm phu néng nghiép chira pectin), trong d6 sw chiét duoc
tién hanh & didu kién kiém, dé cung cép phan chiét chira pectin, theo sau 12 xir Iy bang

enzym. Su chiét bd sung & diéu kién axit 13 phuong an cu thé. Quy trinh chiét axit cu
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thé cung cp pectin hitu dung cho cong nghiép thuc phim. Chiét kiém (bd sung) (pha

loang) c6 thé hd trg chiét pectin c6 tinh tan thip trong nudc.

Nhu ¢6 thé tir ngudn phia trén, theo mot phwong an, phuong phap c6 thé bao
gdm chiét phan chiét chira pectin (tir san phdm phu nong nghiép chira pectin), trong d6
su chiét dugc tién hanh & diéu kién axit va diéu kién kiém, dé cung cép phr?m chiét
chira pectin 1 két hop ctia san phim chiét kiém va san phim chiét axit, theo sau 1a xir
Iy bing enzym (ctia sw két hop cua chiét). Vi s& duge thao luén phia duéi, chiét axit c6
thé theo sau bdi chiét kiém hogc chiét kiém c6 thé theo sau béi chiét axit. Cum tir
“trong do chiét duge tién hanh & didu kién axit va didu kién kiém” thuong chi dau tién
su chiét duge tién hanh & didu kién axit hodc kidm va (tiép theo) 1an luot 13, vét liéu
con lai tir chiét axit hodc kidm dugc dua vio chiét kidm hodc axit. Phan chiét c6 thé
duoc két hop dé xur Iy (enzym) thém va vat li¢u con lai c6 thé dugc st dung cho céac

tng dung khéac hodc bi loai bd (xem cac phan khac trong ban mo ta nay).

Theo phuong 4n uu tién, diéu kién axit clia lan chiét tht nhét 13 & pH trong
khoang 0,5-4, cu thé 1a 1,5-3. Nigoai ra, 14n chiét thir nhit c6 thé dugc tién hanh cuy thé
& nhiét do it nhat 1a 80 °C. Diéu kién kiém trong 1in chiét tht hai cu thé 1a & pH trong
khoang 7-14, vi du 8-14, thdm chi cu thé hon 7-11, vi du 9-11, vi du cu thé gitta 7,5-
10,5, vi du 9,5-10,5. V6i chiét kiém, pH 12 >7, cu thé 13 7,5-9. O pH cao hon, phan tir
pectin ¢6 thé bt dau thiy phan. Ngoai ra, dic biét 1a qua trinh chiét kiém duoc tién

hanh & nhiét do khong cao hon 45°C, cu thé 1a 35°C.

Ngoai ra, theo cac phuong én, mdt hodc nhiéu enzym dugc chon tir nhém bao
g6m diphenol oxidoreductaza, peroxidaza, laccaza, pectin-esteraza, metyl-esteraza,
poly galacturanaza, endo polyglucanaza, va exo polyglucanaza. Thay thé cho hoic
thém vao vgi, mdt hoac nhiéu enzym dugc chon tir nhém bao g61n pectin lyaza,
polygalacturonaza (n0i va ngoai), endo galactanaza, exo galactanaza,
rhamnogalacturonaza c6 thé duoc ap dung. Thay thé cho hodc thém vao véi, cu thé 1a,
arabinofuranosidaza, arabinaza, feruloyl esteraza, endo pectin metyl esteraza, exo
pectin metyl esteraza, pectin esteraza, lacaza, peroxidaza (cu thé tir cay cai ngua) c6
thé dugc ap dung. Véi khir metyl, cu thé enzym nhu pectin metyl esteraza (EC
3.1.1.11) ¢6 thé dwoc 4p dung. Véi lién két chéo, cu thé enzym nhu peroxidaza (cu thé

EC 1.10 hodc EC 1.11, vi du peroxidaza tir cdy cai ngwa 1.11.1.7) c6 thé dugc ap
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dung. Cu thé, xt Iy bang enzym it nhét lién quan t6i xir Iy (c4c) phan chiét véi
oxidoreductaza. Oxidoreductaza 13 enzym xuc tac su chuyén electron tir mot phan tir
(chit khtr hodc thé cho electron) dén phan tir khac (chit oxy hoa hoic thé nhan
electron). Cac két qua tdt nhat thu dugc véi oxidoreductaza dwoc chon tir (phan) 16p
EC 1.10 (oxidoreductaza hoat dong trén diphenol va co chét ¢6 lién quan nhu thé cho)
va EC 1.11 (oxidoreductaza hoat dong trén peroxit nhu thé nhan (peroxidaza)). Cu thé,
cac két qua tét thu dugc véi peroxidaza tir cdy cai ngua (1.11.1.7) va lacaza (EC
1.10.3.2). Phuong 4n trude c6 thé cAn H,0; trong khi phuong 4n sau c6 thé diung oxy
hoa tan va c6 thé khong can dén thé cho oxy bd sung. Do d6, cu thé, xtr Iy bang enzym
bao gdm it nhit xtr Iy (ctia phan chiét chira pectin) v6i mdt hodc nhiéu enzym duge
chon tir nhém bao gdm EC 1.10 hozc EC 1.11. Lép enzym EC 1.10 (hoic phan tng
enzym) hoat dong trén diphenol va co chét c6 lién quan nhu thé cho, véi vi du NAD+,
NADP+, séc td té bao, 0Xy, déng hodc céc thé nhan khac. Cu thé cac thé nhén véi oxy
nhu thé nhan duoc ding. Lép enzym EC 1.11 (hodc phan Gmg enzym) hoat dong trén
peroxit nhu thé nhan. Trong ban mé ti ndy, ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thudt nay s& biét, danh phap enzym duogc cong nhan qudc té, cu thé nhu duoc
dinh nghia bdi Lién hiép hoéa sinh va sinh hoc phan tir quic t& (NC-IUBMB), dugc 4p
dung.

Tuy nhién, quy trinh c6 thé con dugc tién hanh theo cach thay thé, trong do6 thir
tu chiét kiém va axit dugc dao ngugc. Do d6, theo mdt phuong an khac, phﬁn thit qua
ca phé dugc dua vao 1an chiét the nhét ¢ diéu kién kiém, dem lai san phém chiét thi
nhit va san phdm du, trong d6 san phdm du duoc dwa vao 1an chiét thi hai & didu kién
axit, dem lai san pham chiét thir hai va san phim du tht hai, va trong d6 tir chiét tha
hai nay thu duoc san phim chiét thir hai dwgc tuy v két hop véi san pham chiét thir
nhét tir 14n chiét thi nhit, va trong d6 cac su két hop tily ¥ nay san phdm chiét pectin
sau d6 dugc dwa vao xir Iy biang enzym. Cu thé, trong 1dn chiét thtr nhét, chét long
chiét thtr nhit dwoc 4p dung chira H,02. Nhu duge chi ra phia trén, HoO, ¢6 thé dugc
sir dung nhu thé cho oxy va/hodc nhu co chit cho (cac) enzym. Theo phwong an wu
tién, diéu kién kidm & 1an chiét thir nhit 13 cu thé & pH trong khoang 7-14, nhu 8-14,
cu thé 7-11, nhw 9-11, cu thé hon 7,5-10,5, nhu 9,5-10,5. V6i chiét kiém, pH 14 >7, cu
thé 7,5-9. O pH cao hon, phén tir pectin ¢6 thé bt dau bi thuy phan. Ngoai ra, dac biét

1a qué trinh chiét kiém duogc tién hanh & nhiét do khong cao hon 45°C, cu thé 1a 35°C.
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Ngoai ra, dic biét 1a didu kién axit ciia lan chiét th hai 13 ¢ d6 pH trong khoang 0,5-4,
cu thé 1a trong khoang 1,5-3. Theo cic phuong 4n hon nita, lan chiét thir hai dugc tién

hanh cu thé & nhiét do it nhét 1a 80 °C.

Enzym co6 thé duoc st dung trong mot hodc nhiéu vi du sau: trong chiét axit,
sau khi chiét axit, trong chiét kidm, sau khi chiét kiém, va trong giai doan khi c4 hai
loai chiét dugc két hop. Puong nhién, trong mdt hodc nhiéu giai doan nay, enzym cé
thé duoc ap dung. Cu thé, enzym, va phu chét tuy y cho enzym nhu H>O», c6 thé phu
thudc vao pH va/hodc nhiét do. Vi du, H2O; ¢ thé chi dugc ap dung khi peroxidaza
duge dung, cu thé peroxidaza tir cAy cl cai cay. Lacaza khong can dén H,0, dé tao
lién két chéo polyphenol. Tuy nhién, lacaza thudng chi hoat dong chu yéu & pH giita
khoang 6,0 t6i 8,5. Peroxidaza tir cdy cu cai cay hoat dong thuong chi chu yéu & pH
cao hon gitta khoang 8,5 va 12,5. Do 406, vi du, su chiét, pH c6 thé con phu thude vao
enzym dugc st dung, mic du, néu can thiét, sau khi chiét pH co thé con bi thay d6i dé
dat t6i pH phu hgp v6i enzym dugc chon. Do d6, theo cidc phuong an trong do6
peroxidaza (cdy cu cai cay) dugc ap dung, sy c6 mit cia H,O2 1a mong mudn va
khoang pH, trong it nhit mét phén ciia quy trinh, cu thé 1a tir 6,0 t6i 11 vi khoang nay
trong d6 reductaza hoat dong hon. Nhiét d§ trong chiét kiém cu thé 1a khong qua 45
°C. Ngoai ra, nhiét do t8i vru cho ca lacaza va peroxidaza la trong khodng 30-40 °C, vi
du khoang 35 °C. Enzym c6 thé dugc thém vao trong bét ky giai doan nao ciia quy

trinh, nhung tit nhién it nhit 14 c6 sin trong qua trinh xt ly bang enzym.

Theo cac phuong 4n hon nita, mot hodc nhiéu enzym cu thé dugc chon tir nhém
bao gém diphenol oxidoreductaza, peroxidaza, lacaza, pectin-esteraza, metyl-esteraza,
poly galacturanaza, endo polyglucanaza, va exo polyglucanaza. Thay thé cho hoic
thém vao vdi, mdt hodc nhiéu enzym are dugc chon tir nhém bao gém pectin lyaza,
polygalacturonaza (endo va exo), endo galactanaza, exo galactanaza,
rhamnogalacturonaza c6 thé dugc 4p dung. Thay thé cho hodc thém vao vdi, cu thé
arabinofuranosidaza, arabinaza, feruloyl esteraza, endo pectin metyl esteraza, exo
pectin metyl esteraza, pectin esteraza, lacaza, peroxidaza (cu thé tir cdy cai ngua) co
thé dugc ap dung. Vi sy khir metyl, cu thé enzym nhu pectinesteraza c6 thé duogc ap
dung. Vi lién két chéo, cu thé enzym nhu peroxidaza c6 thé dugc ap dung. Nhu duoc

chi ra phia trén, trong xtt Iy bang enzym, cu thé, it nhét 13 oxidoreductaza dwoc chon tir
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(phan) 16p EC 1.10 va EC 1.11 dugc ap dung. Chd y ring thuit nglt “enzym” hodc
“oxidoreductaza” va cac thuét ngir twong tr c6 thé ciing chi, 1an luot 13, phin 16n
enzym (khéc nhau) hodc phin 16n oxidoreductaza (khac nhau), v.v. Nhu duge chi ra &
day, vi du, xir Iy bing enzym c6 thé 13 trong giai doan chiét hoac tiép sau giai doan
chiét, hodc xt 1y bing enzym nhidu 1an c6 thé duoc 4p dung. Ngoai ra, hdn hop cia
cac enzym khic nhau c6 thé duge thém vao. Gia st, oxidoreductaza, luong enzym
duoc ding s& ¢ trong khoang 0,5-10 mg, vi du cu thé khoang Img cta enzym tinh
khiét (100% protein) mdi 100 ml va gia st esteraza, luong enzym dugc dung s& &
trong khoang 1-10 mg, cu thé khoang 5 mg ciia enzym tinh khiét (100% protein) mdi
100 ml. Do d6, sy cai bién enzym cé thé dugc thuc hién trong méy phan tng, trong d6
6 su cai bién thuc té cua vat chét. Trong mdt hodc nhiéu chiét kiém va axit, c6 thé
khong c6 su cai bién (enzym). Do d6, chiing ¢6 thé dugc thuc hién trong don vi chiét.
Trong budc cai bién enzym, (cac) enzym co thé cu thé chuyén pectin thanh pectin lién

két chéo va/hodc c6 thé cit nhém dwoc gin voi pectin (dai phén tir).

Theo phuong 4n cu thé nita, trudc 1an chiét (thw nhat), phan thit qua ca phé
dugc dua vao quy trinh rira, trong dé quy trinh rira gdm tron phén thit qua ca phé véi
chét hoa tan va tiép theo 12 loai bo it nhat mot phén clia chét hoa tan, trong d6 ham
lugng nudc cua chéit hoa tan 12 < 80 % theo trong lugng. Cu thé, it nhat 50 % theo
trong luong, thdm chi nhiéu hon cu thé it nhit 80 % theo trong luong, clia chat hoa tan

chira mot hodic nhidu chit 1ong ¢6 tinh phan cuc thip hon nudc (xem phia dudi).

Theo mdt phuong 4n, su chiét ciia phan chiét chira pectin tir ca phé dugc thém
nhém chic polyphenol tir san phdm cta phan chiét chtra pectin dugc xir 1y bing
enzym tiy ¥ bao gdm trdn it nhit moét phin cua vat lidu duge xtr Iy bing enzym véi
chit 16ng chiét va tiép theo 14 loai bo it nhat mot phan cua pectin tir ca phé duge thém
nhém chirc polyphenol, trong d6 chét 1éng chiét c6 pH trong khoang 3,5-6, vi du 4-6.
Cu thé, chét 16ng chiét chira etanol. Tuy nhién, chét 1ong chiét c6 thé ¢ thé con chira
chét hoa tan khéc, vi du metanol, 2-propanol, axeton. Cung loai vé§i chit hoa tan ¢6 thé
duoc st dung nhu st dung cho quy trinh rira (ciing xem & phia dudi). Ngoai ra, chét
10ng chiét c6 thé dugc axit hoa. Ngoai ra, chit 1ong chiét ¢6 thé chira hdn hop cuta hai
hozc nhidu chét hoa tan (nhu vay). Chat 16ng chiét nay c6 thé duge sir dung dé két tua

pectin duoc thém nhém chire. Bang cach bd sung chit hoa tan, pectin ¢6 thé két tia tao
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gel ma c6 thé duogc tach ridng tir hop chat khdi lugng phan tir thip duoc hoa tan trong

chét hoa tan.

V6i quy trinh theo sang ché, nhung tiy y thdng qua cac dudng khac, phan chiét
chtra pectin tir ca phé dugc thém nhém chire polyphenol c6 thé thu duge. Do d6, theo
mdt phuong 4n khéc nita, sang ché cling cung cip pectin dugc thém nhém chirc
polyphenol (vé ban chét), cu thé pectin tir ca phé dugc thém nhém chic polyphenol.
Do d6, cu thé, sang ché dé cap dén pectin tir ca phé dugc thém nhém chirc polyphenol
thu dugc bdi quy trinh nhu duge mo ta & day. Cu thé 1a, pectin tir ca phé dugc tao chirc
polyphenol c6 ti 1€ phan tr cia nhém phenol véi tbng don vi cua arabinoza cong v6i
galactoza nim trong khoang tir 20% dén 60%, va c6 khéi luong phan t > 90000Da.
Trong pectin (san phim) theo sang ché, ham lugng protein c6 thé nim trong khoang 5-
18% theo trong luong, cu thé 12 ndm trong khoang 8-15% theo trong lugng. Ngoai ra,
ham luong polyphenol ¢6 thé & trong khoang 0,06-0,18 % theo trong lugng, cu thé
0,09-0,15 % theo trong lugng. Nhu dugc biét dén trong linh vuc k§ thuat ndy, ham
luong protein c¢6 thé dugc xac dinh dwa vao phwong phép Dumas (ISO 16634-1:2008);
ham luong polyphenol c6 thé duge x4c dinh dwa vao phwong phép Folin—Ciocalteu
(ISO 14502-1:2005) v6i thude thir Folin—Ciocalteu (FCR) hogc thudc thir phenol cua
Folin hodc thudc thtt Folin—Denis, con duwge goi 1a phuong phap Tuwong duong Axit
Gallic (GAE). Thudc thtr nay (phuong phép) dugc thiét ké cu thé dé xdc dinh lugng
phenol. Cu thé 13, sing ché con d& cap dén pectin tir ca phé dugc tao chiic polyphenol
(nhu dwoc mé ta trong ban md ta nay), c6 khdi lugng phan tir < 200000 Da, nhu cu thé
12 < 120000 Da, nhu nidm trong khoang 90000-120000 Da. Pectin tir ca phé c6 thé c6
tdng ham luong dudng clia rhamnoza, arabinoza, xyloza, manoza, galactoza, glucoza,
axit galacturonic, so voi tong ham luong duodng, nim trong khoang 70-95% theo trong
luong, v6i tdng ham luong axit galacturonic, so v6i tbng ham luong dwdng, ndm trong
khoang tir 55 dén 80% theo trong lwong. Ngoai ra, téng ham luong glucoza, ti 1& véi
tdng ham lugng dudng, c6 thé & trong khoang 3-15 % theo trong lugng. Toéng ham
luong dudng trong pectin (san pham) theo sang ché c6 thé & trong khoang 40-80 %
theo trong lugng, ti 1€ véi tdng trong lugng cia san pham. Phén con lai c6 thé chira
gitta cac chét khac 1a polyphenol va protein. Ngoai ra, cu thé ti 16 Gal/UA c6 thé &

trong khoang 0,1-0,2 (ti 1€ trong lugng cla axit galactoza-uronic).
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Thém vao v&i phén trén, cac bude xit 1y tiép theo (trung gian) c6 thé duoc thém
vao, vi du mot hodc nhiéu budce két tia, loc, rira va tai lo ling. Vi dy, sau su téi to hop
cta hai phan chiét (hodc sau chiét axit, nhung) trude xir Iy bang enzym, (cling) két tia,
loc, rira va tai lo lung c6 thé dién ra. Thuat ngit “nguoc dong” va “xudi dong” & day
lién quan tdi su sép Xép cua cac phén t& hodc céc dac tinh, hodc trinh ty clia cac giai
doan, ti 1€ véi su van chuyén trong chudi ché bién, trong do ti 1€ vdi giai doan dau tién
trong chudi hoat dong ché bién hoic thiét bi ché bién hoic giai doan ché bién, giai
doan thtr hai trong chudi ché bién gin hon véi diém bat dau ciia chudi 1a “ngugc
dong”, va giai doan thir ba trong chudi ché bién xa hon tinh tir diém bat dau ché bién 12

“xudi dong”.

Thuat ngir “vé co ban” trong ban md ta niy, nhu trong “tit ca khi thai vé co
ban” hodc trong “vé co ban gdm”, ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ky
thuét nay s& hiéu. Thuat ngit “vé co ban” ¢6 thé con bao gdm phurong an véi “toan bd”,
“hoan toan”, “tat ca”, v.v. Do d6, theo cac phuong 4n tinh tir vé co ban c6 thé con
dugc loai bo. Khi 4p dung dugc, thuat ngi “v& co ban” c6 thé con dé cap t6i 90% hodc
cao hon, vi du 95% hodc cao hon, cu thé 99% hoic cao hon, thim chi nhiéu hon, cu
th 99,5% hogc cao hon, bao gdm 100%. Thuat ngit “bao gdm” ké ca cac phwong 4n
trong d6 thuat ngit “bao gdm” c6 nghia 13 “gém c6”. Thuat ngit “va/hoic” cu thé dé
cap téi mot hodc nhiéu phan t duge dé cap t6i trudc va sau “vi/hodc”. Vi du, cum tir
“phﬁn tr 1 va’/hoac phén tr 2” va cum tu tuong tu ¢ thé dé cap t6i mot hodc nhiu
phan tir 1 va phan tir 2. Thuét ngit "bao gdm" ¢6 thé theo mot phuong 4n chi "gdm co"
nhung c6 thé theo mdt phwong 4n khéc con chi "chira it nhét loai duge x4ac dinh va tiy

y mot hodc nhiéu loai khac".

Ngoai ra, thut ngir tht nhit, thi hai, thir ba va tuong tu trong phin mo ta va
trong yéu ciu bao hd, duoc ding dé phéan biét gitta cic thanh phan twong tur va khong
can thiét dé mo ta tha tu nbi tiép hodc theo thoi gian. N6 duogc hiéu réng, thuat nglt
dugc st dung hoan ddi cho nhau & cic bdi canh thich hop va cic phuong 4n theo sang
ché duoc mé ta & day co kha nang hoat dong trong céc trinh ty khac hon 1a duge mo ta

hay chu giai ¢ day.
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Thiét bi dugc md ta & ddy trong qué trinh hoat déng. Ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh virc k¥ thuét ndy s& biét 13, sang ché khong bi gi6i han & cic phuwong

phéap hoat dong hodc cac thiét bi hoat dong.

Cén lvu v ring, cac phuwong an dugc d& cap phia trén nhim muc dich minh hoa
chir khong phai giéi han sang ché, va ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥
thut nay s& c6 kha ning thiét ké nhidu phuong 4an thay thé ma khong tach rdi voi
pham vi cia céc diém yéu cAu bao hd. Trong cac didm yéu cdu bao ho, sb chi din bét
ky dugc dat trong ngodc s€ khong dugc hiéu 14 gii han yéu cdu bao hd. Viéc dung
dong tir “bao gdm” va cach chia dong tir cia n6 khong loai trir sy c6 mét cua cac phan
tir hodic cdc bude hon 1a cac cach ding dugce néu trong yéu cdu bao ho. Tur sb it ding
truée mot phan tir khdng loai trir c6 s6 nhidu cta phan tir d6. Sang ché c6 thé dugc
thwe hién béi phan cimg bao gdm mot vai phan tir khic biét, va bdi chuong trinh méy
tinh thich hop. Trong yéu cau bao hd thiét bi liét ké mot vai phuong phip, mot vai
phuong phap c6 thé duge bao ham bdi mot va cing mot phén tir ctia phén cimg. Thuc
té ring cac phép do nhét dinh dugc trich dan trong yéu cau bao ho doc 1ap khac nhau
hd trg nhau khong chi ra ring su két hop cia cac phép do khong dugc sir dung dé dat

loi ich.

Sang ché con ap dung trén thiét bi gém c6 mot hodc nhiéu dic tinh duogc xac
dinh dugc mo ta trong ban mo ta va/hodc thé hién trong ban hinh vé& dinh kém. Séng
ché con gén lién véi phuong phéap hodc quy trinh bao gdm mét hodc nhiéu dic tinh
dugc x4c dinh dugc mo ta trong ban md td va/hodc thé hién trong ban hinh v& dinh

kém.

Céc khia canh khac nhau dugc thdo ludn trong sang ché nay c6 thé duoc két
hop dé cung cip céc loi ich bd sung. Ngoai ra, mét so dic tinh c6 thé hinh thanh co

ban cho mot hodc nhiéu ing dung riéng biét.
Mo ta van tat cac hinh vé

Céc phuong an theo sang ché s€ dugc md ta, chi bang cac vi du, c6 tham chi€u
dén cac hinh v& dang so d6 kém theo trong d6 cac ky hiéu chi dan twong tmg chi cac

phén tuong Gmg, va trong do:
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Fig. 1 thé hién lugc dd mot phuong 4n clia quy trinh nhu dugc md ta trong ban
md ta ndy; Fig. 2a-Fig. 2b thé hién lugc dd pectin tir ca phé (truée va sau khi ché bién
nhu dugc md ta theo mdt sb phuwong 4n trong ban md ta nay); Fig. 3 thé hién sic ky
loai trir kich thudc hi€u ndng cao (HPSEC) cho pectin thuong mai tr vo cam quyt va
pectin thu dugc véi quy trinh dugc md ta trong ban mo ta nay; Fig. 4 thé hién su co
mit coa oligome sau khi phin hiy pectin bing polygalacturonaza tir Aspergilius
aculetus sau khi sic ky trao d6i anion hiéu ning cao (HPAEC) cho pectin thwong mai
tlr vé cam quyt va pectin thu dugc tir quy trinh dugc mo ta trong ban mo ta nay; Fig.
5a thé hién so dd hat ca phé; Fig. 5b thé hién quy trinh quy md phong thi nghiém cho
nguyén liéu twoi; Fig. 5¢ thé hién sw oxy héa cathecol béi PPO tir phén thit qua ca phé
theo thoi gian (bang don vi hip thy, truc y, va véi thoi gian tinh bang gid trén truc x).
Dt liéu quang phd thu dwoc & 420 nm. Biéu tugng O chi thay d6i cna hip thu cua
enzym chiét (thé hién béi hinh vudng), trir di thay d6i cta hip thu cta dung dich co
chét (thé hién bai hinh tam gi4c), khong c6 enzym; Fig. 5d thé hién luu dd cho bao
quéan phan thit qua ca phé khd & quy mo 16n; va Fig. Se thé hién chiét quy mo 16n tir
phén thit qua wét di dugc bao quan (v6i cin bang khdi lugng). Cac hinh v& so dd

trong ban md ta naykhong nhét thiét theo dung ty 1.
MG ta chi tiét sang ché

Fig. 1 thé hién so dd mot phuong an ché bién nhu dugc md ta trong ban md ta
nay. Phén thit qua ca phé duoc xay: phan thit qua ca phé c6 thé lién quan téi mot hodc
nhidu vo qua ngoai, phan ngodi vo gitta qua (ban than phan thit qua), va vo gitra qua
(dich nhdy hodc vo triu). V9 trdu kho (cling dugc biét dén 12 vo lua) khong dugc dua
ra xem X6t (sau d6 trong sudt quy trinh, may x4t kho c6 thé duge st dung dé loai bo dé
loai bo 16p v6 trau) tir ca phé duge ché bién wét. Xat vo ca phé duge ché bién kho chi
loai bo toan bd vo qua kho - vo qua ngoai, vé gitta qua & vé qua trong — cua qua kho.
Ngoai ra, d4nh bong tiy ¥ ¢6 thé didn ra; day 1a quy trinh tiy ¥ trong d6 bét ky v6 lua
nao con lai trén hat sau khi xat vé (tlly y may danh béng cé thé duge 4p dung). Phan
thit qua dwoc wu tién thu lai tir méay loai bé phén thit qua sém nhit c6 thé sau sy tao
thanh phén thit qua, tot hon 1a trong 24 gid' dau tién. Néu didu nay 1a khong thé, budc
bao quan dugc wu tién st dung dé giam thiéu sy phan hily ctia pectin do hoat dong ctia

enzym. Budc bao quan c6 thé 1a nhung khong gidi han ¢: axit hoa phan thit qua téi pH
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thép hon 4, kiém héa toi pH cao hon 9, gidm hoat dng ctia nudc (aw) té1 aw=0,5 hodc
it hon & cac nhiét do the“ip hon 60°C, bit hoat enzym ndi sinh béng cach b sung chét
hoa tan, bt hoat enzym ndi sinh bang cach dun sbi va/hodc lam lanh (chu ky). Bb
sung mot hodc nhiéu chét bao quan dugc chon tir nhom gém natri meta bisulfit, axit
ascorbic, axit etylendiamintetraaxetic (EDTA) c6 thé cling dugc 4p dung. Vi du cua
cac chét bao quan khéc dugc chon tir nhém g?)m axit ascorbic, axit Xitric, axit oxalic,
natri metabisulfit, kali bisulfit, luu huynh dioxit, glyxin, metionin va EDTA, cu thé 1a

mot hodc nhidu trong sb natri metabisulfit, kali bisulfit, va EDTA.

Do do6, theo cac phuong an cia quy trinh, trude khi chiét (nhung cu thé sau khi
rira) phan thit qua duoc dwa vao qua trinh bao quéan, trong d6 qué trinh bao quéan gdm
mdt hogc nhidu (i) bd sung chét bao quan vao phén thit qua va (ii) 1am khd phén thit
qua. Nhu dugc chi ra phia trén, chit béo quan co thé chira mot hodc nhibu axit
ascorbic, axit citric, axit oxalic, natri metabisulfit, kali bisulfit, sulfur dioxit, glycin,
metionin va EDTA, cu thé mét hoic nhiéu natri metabisulfit, kali bisulfit, va EDTA,
cu thé mot hodc nhiéu natri metabisulfit va kali bisulfit. Ngoai ra, ph?m thit qua dugc
vu tién xay (hodc dugc ddm) t6i kich thudce hat thich hop (sau bdo quén nhung) trude
bét ky budc hodc giai doan xir Iy nao. Kich thudce hat thich hgp ¢ trong khoang gitra
10 va 40, vi du 18 ludi. Phan thit qua ca phé dugc chi ra véi s6 chi dan 10. Viéc str
dung phan thit qua dugc xay c6 thé dem lai chiét t6t hon khi sir dung phan thit qua
khong duogc xay.

Quy trinh 1am sach (tiy y) , trong ban md ta naycling duoc chi ra dudi dang quy
trinh rira, chi ra véi sb chi din 100, c6 thé bao gdm xtt ly phan thit qua ca phé (duoc
xay) véi dung moéi c6 tinh phén cuc thip, n6 co thé 13, nhung khong bi gisi han & mot
hodc nhiéu trong sb axit axetic, axeton, axetonitril, axetyl axeton, 2-aminoetanol,
anilin, anisol, benzen, benzonitril, rugu benzylic, 1-butanol, 2-butanol, i-butanol, 2-
butanon, rugu t-butylic, cacbon disulfua, cacbon tetraclorua, clorobenzen, clorofom,
xyclohexan,  xyclohexanol, xyclohexandn, di-n-butylphtalat,  1,1-dicloetan,
dietylen glycol, 1-Metoxy-2-(2-metoxyetoxy)etan (diglym), dimetoxyetan (glym),
N,N-dimetyl anilin, dimetyl formamit (DMF), dimetyl phtalat, dimetyl sulfoxit
(DMSO0), dioxan, etanol, ete, etyl axetat, etyl axetoaxetat, etyl benzoat, etylen glycol,

glycerin, heptan, 1-heptanol, hexan, 1-hexanol, metanol, metyl axetat, metyl t-butyl ete
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(MTBE), metylen clorua, 1-octanol, pentan, l-pentanol, 2-pentanol, 3-pentanol, 2-
pentanon, 3-pentanon, 1-propanol, 2-propanol, pyridin, tetrahydrofuran (THF), toluen,
nhu dic biét 1a mot hodc nhiéu trong s6 metanol, hdn hop nudc metanol, hexan,
toluen, etylen glycol, ete, etyl ete. Dung moi c6 thé ty ¥ duoc axit hoa. Phin thit qua
duogc tron voi chit hoa tan, tot hon 12 may chiét ngugc dong. Axit hydroxyanic cling
nhu polyphenol ty do dugc hoa tan. Trong dong nay, cé thé con c¢6 phan doan giau
cafein trong d6 trong giai doan sau c6 thé dwoc tinh loc, va c6 thé 14 san phim phu cia
pectin chiét. San phdm thu dugc sau quy trinh rira dugc chi ra v6i sé chi dan 110. Ria
v6i chit hoa tan c6 thé loai bd polyphenol tu do va cafein tir phan thit qua ca phé va né
c6 thé con két tia polysacharit v§i mirc do polyme héa cao hon. Rira v6i chat hoa tan
¢6 thé loai bd polyphenol ty do nhiéu nhét c6 thé ma khong loai bé polysacharit chira
polyphenol trong nhém chirc cia chung. Dong duéi cung 1a chét hoa tan c6 tinh phan
cuc thip vi du etanol va propanol, két tia pectin v6i polyphenol dugc gin vio trong
khi hoa tan cafein va polyphenol khéng gin vao céu tric pectin. Didu nay cho phép sir
dung enzym vé sau, vi du lacaza dé cai bién c6 chon loc pectin v4i nhém biphenolic
ma khoéng lam mét qué nhiéu enzym polyme héa lwgng 16n polyphenol. Chét long
dung d& rira phan thit qua co thé cu thé chira nudc it hon 70 % theo trong lugng, cu thé
nuéce it hon 65 % theo trong lwong, vi du it hon 55 % theo trong lugng, hodc thdm chi
it hon. (Céac) chit léng dugc st dung dé chiét cu thé chira ham lugng nuée cao hon
chit 16ng dung dé rira (cho phn thit qua). Vi du, chit 1éng chiét co thé chira nhidu hon
65 % theo trong lugng, cu thé nhidu hon 75 % theo trong luong, thim chi nhidu hon cy
thd it nhat 80 % theo trong lugng, vi du it nhit 90 % theo trong lugng, nhu it nhit 95
% theo trong luong nude. Ngoai ra, chit 16ng dugc sit dung dé chiét cu thé c6 tinh
phan cuc cao hon chit 16ng ding dé rta (cho phan thit qui). Bing cach nay,
polyphenol tu do va cafein c¢6 thé dugc loai bo tir phan thit qua bai chét 16ng dung dé
rira va boi chiét v6i chat hoa tan phan cuc (cu thé chit hoa tan phéan cuc axit hoa),
pectin ¢6 thé duge chiét tir phin rin khong hoa tan clia phan thit qua. Ngoai ra, nhu
dugc chi ra phia trén, chét long chiét cu thé co do pH <7 hodc d6 pH >7. Tuy v, chét

16ng chiét c6 thé con chira mudi (tan) (cling xem & phia dudi).

Trong budc hodc giai doan chiét tht nhit, duoc chi ra véi sb chi din 200, sinh
khéi, cu thé, san phém thu dugc sau quy trinh rira, c6 thé theo mot phuong én, dugc

axit hoéa t6i d0 pH=4 hodc thép hon, cu thé do pH=2 hoic thép hon, vi du, véi axit dic
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nhung khong gi6i han & mot hodc nhiéu axit clohydric, axit nitric, axit phosphoric, axit
axetic. Ngoai ra, hdn hop c6 thé dugc gia nhiét, vi du t6i nhiét do it nhit 70°C. Do pH
t5t hon 12 duoc 1am giam di truéc budc hodc giai doan dun néng duge dp dung. Ti 1é
sinh khéi v6i chit 16ng (chiét) c6 thé cu thé & trong khoang 0,25:1 — 1:0,25, cu thé
0,5:1-1:0,5, vi du 1:1 (nghia 12 v6i mdi kilogam thit qua tuoi, can mot lit dung dich dé
chiét). TSt hon 13 st dung dung dich dém dém dic dé tron sinh khéi va sau do didu
chinh d6 pH. Cac dung dich mudi c6 thé 1a (nhung khong gi6i han &) mot hodc nhiéu
natri mot nhom phosphat (NaH2POs), natri nitrat, natri axetat, va natri clorua. Thay thé
cho hodc thém vao vdi, amoni va/hoac mubi kali co thé duoge ap dung. TAt nhién,
nhidu hon mot mudi c6 thé duge ap dung. Nong d6 mubi c6 thé & khoang gira 50-400
mM, vi du cu thé 100 mM t6i 200 mM (v6i mbi mudi riéng biét). Vi du, chiét c6 thé
dugc thue hién & dng chiét hoic may chiét nguge dong trong d6 chét 16ng va chit rin
dugce tron v6i nhau va trdn lién tuc. Viéc gia nhiét dugc mong mudn tién hanh cang
nhanh cang t6t. Do d6, viéc 1am néng trudc mach chiét c6 thé dugc khuyén khich. San

phém thu dugc sau budc hodc giai doan chiét tha nhét dugc chi ra véi sb chi dan 210.

Budc hodc giai doan phén tach dAu tién duge vu tién, duge chi ra véi sb chi dan
300, dugc tién hanh trén may tron noéng (thu dugc trong budc hodc giai doan chiét thi
nhit). Thu hdi dung dich cang nhidu cang tét dugc mong mudn (nghia 13, phan loc
hoic dich ndi) trude khi tiép tuc budc hodc giai doan tiép theo. Theo thiét lap va do
16n ctia dong, céac loai don vi phéan tadch khéac nhau c6 thé dugc st dung. Vi du la are
khung mdy phén tach, dia may phén tach, sang (mdy phéan tich) va may ly tdm (may
phan tach). Chét rin dugc két tia tir chét 16ng duoc goi 12 két tia (san pham du, hoic
san phém du tht nhét), hoac khi dugc ¢ dac lai béng ly tdm, vién nhd. Chét l6ng con
lai phia trén chét rén trong bét ky trudng hop nao duoc goi 13 dung dich con lai sau két
ttia hodc dich ndi. Loc béng may loc cling c6 thé duoc tién hanh. Qua trinh hén hop di
qua mang loc duge goi 1a su loc. Chét 1ong dugc tao ra sau khi loc, thuong 1a huyén
phil ctia chit rén trong chét 1éng, duoc goi 14 dich lgc, trong khi chét ran con lai trong
may loc dugc goi 14 phan con lai, phan du, hodc phén thira. Chét 16ng con lai sau bude
phan tach thir nhét, dich ndi hodc dich loc (& day 1a san phdm chiét thir nhat), di toi
thiét bi phan ing trong dé nd cé thé duge tron voi dich ndi cua bude hoic giai doan
phan tach thir hai. Két tia, phin con lai, phan du, cin ling hodc phan thira (san phim

du thtr nhit) cu thé phai duoc cdu thanh tir cang nhidu chét ran cang tét. O thoi diém
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ndy, sinh khéi (con lai) nén & khoang 50% t&i 75% ctia khdi lugng ban dau (khdi

lugng kho).

San pham thu dugc sau bude hodc giai doan phan tach thir nhét duge chi ra voi
s6 chi din 310 va 320. S6 chi din 310 chi san phdm ma con lai sau bude phan tach thi
nhét, vi du phén con lai, phﬁn du, hodc phﬁn thira, cdn lrflng, v.v. San phém 310 nay
(san phim du th@ nhét) cy thé duoc dua vao bude chiét thir hai 400, ciing xem & phia
dudi. San phdm (mong muén), duoc chi ra véi s6 chi dén 320, hoat déng phén tach,
nghia 13, dich lgc hodc dich thdm qua, hoic dich ndi, v.v. (san pham chiét thir nhét) c6
thé duoc dua truc tiép vao thiét bi phan g thi nhit 600 (hodc giai doan phan tng),
cling xem & phia du6i. San phim chét 1éng chira pectin (phin chiét sau phan tach),

theo phuong 4n nay dugc chi ra véi s6 chi dan 320, (chét 16ng chiét v6i phan chiét).

Trong budc hodc giai doan chiét thtr hai, duoc chi ra v6i s chi dan 400, san
phim du cta budc chiét thtr nhit 310 hodc sinh khéi c6 thé dugc tron véi kiém dé
chiét nhiéu hon polysacharit phan nhanh cfing nhu nhiéu hon pectin este hoa, ma &
trong phan thit qua ca phé. Piéu nay c6 thé theo mét phurong an duge thye hién trong
mot vai budc hodc giai doan. DAu tién, v6i chit long chiét, cu thé 1a nuée, sinh khdi
dugc pha lodng t61 50% tong sb pha loang dat dugc. Sau d6, pH c6 thé dwoc thay dbi,
vi du véi kiém dac (nghia 1a, dung dich kiém), téi gid tri cu thé it nhét 9, vi du 10.
Theo mdt phwong 4n, sau khi bd sung kidm, hydro peroxit ¢6 thé dugc thém vao, cu
thé t61 ndng do 7,5%, cu thé téi 5% cua sinh khdi ban dau. Trong giai doan cudi cia
bude chiét ndy, thé tich dugc 1am diy bang nude. Chiét c6 thé dugc thuc hién trong
dudng 6ng chiét, duodng 6ng chiét c6 thé dugc tao thanh tir thé nhan trong vat li€u can
xing, vi du thép khong ri 320, 316 hodc hop kim ngin ngira ri sét. Bom tudn hoan ¢6
hozic khong xuit hién phy thudc vao hoat dong 1a lién tuc hay timg mé. Puong dng
chiét phai bao gém ngudn nhiét va co ché tron. Viée trén nén duge thic diy dé thu
dugc téc do khir lignin va thiiy phén cao hon ctia hop chét este hoa gin véi pectin.
Nhiét d6 cia dudong 6ng chiét cu thé duogc diéu tiét dé tranh pha v& polyme sinh hoc.
Nhiét do thich hop & trong khoang 35-65 °C. Nong d6 kiém (cua dung dich kiém dic)
cu thé & khoang 6 mol t&i 8 mol. (Dung dich) kiém c6 thé dua trén dung dich cta vi du

mot hodc nhiéu trong so6 natri hydroxit, kali hydroxit, canxi cacbonat, va amoni axetat.
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(Hon hop) san phém thu dugc sau budc hodc giai doan chiét tht hai dugc chi ra véi sd
chi dan 410.

Trong budc hoic giai doan phan tach tht hai, myc tiéu cu thé 1a phén tach chét
ran (tir (hdn hop) san pham thu duge sau budc chiét thir hai), nghia 13, san phdm du
ctia bude (chiét) thir hai, ma chu yéu 1a xenluloza va lignin tir polysaccarit tu do &
trong dung dich (san phém chiét thi hai), néu cin, do pH c6 thé duge giam xuéng 7
hodc 8 trudc budce phan tach. Viéc gidm do pH co thé dugc diéu chinh (Vé co ban) dé
ngin ngira gel hoa pectin, ma c6 thé din téi ton thit polyme sinh hoc véi phan con lai.
Budc hodc giai doan phén tach tht hai dugc chi ra vé6i s chi dan 500. Theo thiét lap
va d6 16n cua dong, cac loai bd phan phén tich khac nhau c6 thé duoc st dung. Vi du
la méay phéan tach khung, may phén tach dia, (mdy phan tach) sang va (mdy phan tach)
ly tim. San phdm (mong mudn) cia hoat déng phéan tach (thir hai), nghia 13, dich loc
hodc dich thAim qua, hodc dich ndi, v.v. (nghia I3, san phém chiét thu hai), dugc chira
v6i sb chi din 520, co thé (cling) dugc dua truc tiép vao thiét bi phan Gng thir nhét

600. San phém du cta bude chiét thit hai, khong dugc chi ra, c6 thé dugc loai bo.

Cha y ring trong quy trinh dugc chi ra dudi dang luge dd nay, giai doan chiét

thir hai 400 12 xubi dong ctia giai doan phan tng thir nhat.

Tuy nhién, cha y réng, chiét axit va kiém c6 thé con dugc tién hanh theo tht tu
khac, nghia 13, giai doan phan tng tht nhit gdm chiét kiém va giai doan phan tmg thir
hai gdm chiét axit. San pham thu dugc sau chiét kiém va axit (hoc chiét axit va kiém),
c6 thé cing lién quan. Tuy nhién pectin chit lwong cao hon c¢6 thé thu duge khi con xir
Iy bang enzym nhu dugc x4c dinh & ddy dugc ap dung. Chiét kiém c6 thé tiy ¥ bi bo

qua, tuy nhién cu the chiét axit dugc mong muodn.

Trong thiét bi thiét bi phan tng tht nhat (& ddy con dwoc chi ra nhu thiét bi
phan tng 600, ca pectin duoc chiét theo phuong phép axit va néu ¢é pectin duge chiét
theo phuong phap kiém c6 thé duoc tron v6i nhau. Viée tron ¢6 thé duge thuc hién
theo cdch ma ngudi c¢é hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay biét, nhu véi
thiét bi ép hodc thiét bi khudy. Do d6, thiét bi thiét bi phan tng thir nhét dic biét 1a c¢6
thé bao gdm mot hodc nhiéu thiét bi ép va thiét bi khudy. Do thay dbi d6 pH mot sb

pectin c6 thé gel hoa. Do d6, giam d6 pH 1a dic biét duge wu tién (cta chét 16ng kiém)
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dan dan t6i diém gin trung hoa, cu thé d6 pH nim trong khoang 6-8, t6t hon 13 do pH
nim trong khoang 6,5-7,0. Nhu duoc chi ra phia trén, tly y truc tiép sau chiét axit, xir
Iy bing enzym c6 thé duge thuc hién. Trong vi du ndy, 40 pH ciia sin pham phén tach
¢6 thé duoc ting t6i d6 pH nim trong khoang 6-8 t&t hon 12 d6 pH nim trong khoang
6,5-7,0.

Trong thiét bi phén tng thi nhét, cu thé hai loai enzym, oxidoreductaza va/hodc
esteraza, duoc ap dung riéng biét hoic trong hdn hop. Oxidoreductaza dugc thém vao
dua theo hoat tinh cia n6, nghia 13, lvong cén thiét dé phan tng véi polyme pectin
dugc thém vao. Vi du cia oxidoreductaza 1a (nhung khong gidi han ¢): diphenol
oxidoreductaza, peroxidaza, va lacaza. Esteraza, cu thé 1a pectin esteraza, dugc bd
sung dé kiém so4t murc d6 metyl hoa va este hoa cia pectin. Vi du vé (esteraza) enzym
la (nhung khong giéi han &): pectin-esteraza, metyl-esteraza, poly galacturanaza,
feruloyl esteraza, arabinoza, arabinofuranosidaza va polyglucanaza ndi va ngoai sinh
(cling xem & trén). Nhu dwoc chi ra & trén, it nhat oxidoreducataza c6 thé dugc 4p
dung, cang cu thé hon 13 trong hdn hop véi esteraza (cu thé 13 Pectinesteraza (EC
3.1.1.11)). Ngoai enzym ra, con mdt hodc nhiéu chét phu gia cé thé dugc thém vao.
Nhu duge chi ra phia trén, do pH c6 thé dugc thay ddi (néu cén) t6i khoang trung hoa.

Céc enzym khac duoc néu ra & day, c6 cung chirc ndng c6 thé duoc ap dung.

San phdm thu duoc sau xtt 1y trong thiét bi phan Gng thir nhat, hodc sau xi ly
trong giai doan phéan Gng nay, duge chi ra & sb chi dn 610. San phdm nay c6 thé duoc
dua vao giai doan phan tmg tiép theo, dugc chi ra véi sé chi din 700. O day, s6 chi
dan 600 va 700 c6 thé (cling) chi 14n lugt cac thiét bi phan tmg khac nhau. Tuy nhién,
céc sb chi din nay c6 thé cling chi cic giai doan phan tmg, c6 thé theo mot phuong an
duge tién hanh lién tuc trong cac thiét bi phan ing khac nhau trong khi nguén nhiét,
diéu khién d6 pH va may didu nhiét c6 mat hodc trong cing binh phan tng. S6 chi dén

700 & day c6 thé con chi thiét bi phan ing tht hai (hodc duong éng).

Trong thiét bj phan tng thir hai (dwgc chi ra vé6i sé chi dn 700), dung méi, nhu
etanol, metanol, 2-propanol, axeton cu thé 1a dung mdi dugc axit hoa, nhu etanol axit
hoa (nhu etanol + axit axetic khan 1%) duoc bd sung, cu thé 1a theo ti 16 1:1-1:10, nhu
1,2:1:6, nhu 1:4 dung dich chiét v6i dung moéi (axit hoa), nhu etanol. Chirc niang cia

dung mdi cu thé 1a dé thay dbi tinh phan cuc cua dung dich do dé pectin s& két tia tao
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ra gel ma c6 thé duoc phén tach tir hop chat khdi lwong phéan tir thip duogc hoa tan
trong dung méi. Hdn hop dugc dé cho dong tu va két tia ciia pectin xay ra. Do pH
trong giai doan nay thap hon 6 dugc wu tién; tuy nhién khong dwgc khuyén khich khi
¢6 d6 pH thip hon 3. Néu cén, dung mdi (hozc chét 1éng chiét) t6t hon 13 c¢6 ndng dod
rugu 1a 70% hodc cao hon. Theo mdt phuong an, thiét bi phan Ung (tht hai) 1a hodc
con bao gém binh lang. Bing cach nay, 16p phia trén ciia dung dich c6 thé duoc bo di

d&n dén thé tich nho hon nhiéu cho budc ho#c giai doan phan tach cudi cing.

Trong budc hodc giai doan phén tich tht ba, duoc chi ra véi sd chi dan 800,
pectin chua dugc loc, duoc chi ra véi sb chi dan 710, duoc phan tach tir (cac) dung
mdi, nhu etanol va cac dung mdi khac duge st dung trong subt quy trinh. Do dic tinh
tao keo cua pectin, theo mdt phuwong an ly tdm cé thé duoc ap dung dé phan tach
pectin tir (cdc) dung moi. Do dé, san phim thu dugc (¢ day 14 phan con lai, phan thira
hodc cin ling, v.v.) duoc chi ra & s6 chi din 810, chira pectin (cd phé) dugc them
nhém chue polyphenol. San phdm cho giai doan phan tmg nay (hodc thiét bi phan tng
nay) duge chi ra voi sé chi din 810, va co thé duoc chi ra nhu san phim chiét thi ba
(ma 1a vat liéu rén). Mot 1an nita, s6 chi din 800 c6 thé con chi thiét bi phan Gng, thiét
bi phan Gng th ba phai dugce cAu tric béng vat liéu khang nhu thép khong ri 316, va
320, chiu Itra va thich hop dé lam v6i dung mdi bay hoi. Tuy nhién, s§ chi dan 700 ca

800 ¢6 thé con chi thiét bi phan tng gdm binh ling.

Néu can, do dé, pectin thu duoc ¢ thé con duge loc dé dap ung cac dic diém
k¥ thudt trong cac nganh cong nghiép khéc nhau. Vi dy, pectin khéi lwong phén tir cao
hon ¢6 thé thu duoc béi lién két chéo voi enzym (da dugc tinh loc) va/hodc pectin tao
gel ¢ thé duoc khir este dé dap tng cac loai ing dung khac nhau trong nganh cong
nghiép thuc phim va db udng. Ngoai ra, pectin c6 thé duoc cai bién vé6i arabinaza va

arabinofuranosidaza dé thu duoc dic tinh huyén phu héa cy thé.

Hinh v& so dd cta pectin 20 tir phan thit qua ca phé duoc chi ra trong fig. 2a.
MG chi nhém metyl; AG chi nhém axetyl, GUA chi axit galacturonic, Gal chi
galactoza, RHA chi rhamnoza, vd Ara chi arabinoza. S6 chi din 21 chi ving
homogalacturonan, s& chi din 22 chi ving rhamanogalacturonan I, va sd chi dan 23

chi viing chudi bén trung hoa ctia pectin.
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Fig. 2b thé hién duéi dang lugc dd pectin c¢6 kha ning thu dugc véi quy trinh
theo sang ché, trong d6 pectin dugc lién két chéo thong qua lién két chéo CL. S6 chi
dan Fer chi axit ferulic (phenol 13 co ban cta lién két chéo, cung v6i don vi arabinoza),
trong d6 mdi pectin, théng qua don vi arabinoza pectin c6 thé dugc lién két chéo véi
su trg giap cia axit ferulic. Enzym oxidoreductaza, vi du lacaza va/hodc peroxidaza tir
cly cl cai cay, c6 thé tao ra lién két chéo & dang polyphenol, vi du diphenol hozc tham

chi polyphenol chira nhiéu hon hai nhém phenol.
Vi du thie hién sang ché
Viduy1

Chiét va cai bién pectin tir phan thit qua ca phé theo quy trinh & quy md phong

thi nghiém:

Phén thit qua tuoi thu duoc truc tiép tir néng trai & Colombia dau thang 1 nim
2012. Qua twoi & trang thai chin tdi wu dé tach hat trong may xay wét. Sau khi thu hoi
mang vo va thit qua (vé qua ngoai va vo qué giita) dugc tach theo huéng din. Phin
thit qua, mang vo (thit qua) dugc xay va dong kho cho vén chuyén téi Ha Lan. 1g vt
lidu dong khd duge rira 3 14n véi etanol 80% dugc axit hoa va ly tim & 3000 rpm trong
5 phut trong mdi budce, chit rin sau d6 dugce tao huyén phu trong nudc, pH duge diéu
chinh t&i 2,0 v6i axit clohydric va 1am déy t&i thé tich 50ml. Huyén phu dugc lac trong
bé nude & 70 °C trong 3 gid. Huyén phi sau d6 dugce ly tAm & 3000 rpm trong 10 phut
va pha nuéc duoc tich riéng véi chit rdn. Chét rén sau d6 dugc trung hoa va natri
hydroxit dugc thém vao dé didu chinh pH & 10 va thé tich cudi cung 1a 50ml. Chét rin
dugc tao huyén phi va duoc lic trong 1 gidr & nhiét dd phong. Sau khi chiét kiém,
huyén phu duoc ly tim & 3000 RPM trong 10 phtt va pha nuéc duge gdp chung lai
v6i dung dich axit. Do pH duge didu chinh téi 6,0 v6i kiém hodc axit pha loang. Vit
liéu dugce st dung sau d6 duge lam kho cho phan tich tiép theo. Chét long thu dugc dé
chiét c6 mau nau. 3 ml Hydro peroxit (30%) dugc thém vao chit 1ong va 500ul dung
dich peroxidaza tur cdy cu cai ngua (Smg/ml)‘ dugc bd sung va dung dich duoc khudy
trong 24 gid & nhiét d6 phong. Sau khi 1, 4 14n thé tich ctia etanol tuyét ddi duoc thém
vao va pectin duoc dé cho két tia trong 2 gio & 4 °C. Sau khi két tia, huyén phu dugc

loc qua gidy loc Whatman #3 véi sy hd trg ctia phéu Buchner. Phan chit rén con lai
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duoc rira voi 100 ml axeton va lam khd & 50 °C trong 12 gid véi ddi luu cao. Mang

thu dugc sau d6 dugc xay trong may xay bi va bdo quan cho phén tich sau nay.
Vidu2

Quy trinh tiép theo dé thu polysacharit hoa tan tlr thit qué ca phé, v6i mirc do
polyme hoa nhét dinh & day, sau d6 duoc goi 1a pectin, quy trinh nay duoc sit dung

nhu huéng dan. Do d6, tat nhién 1a su cai bien c6 thé duge chon.

VAt liéu: Phén thit qua ca phé (chira pectin tir ca phé): Phén thit qua ci phé tir
hang loat loai ca phé Coffea Arabica dugc thu hoach twoi (qua ca phé tuoi dugc mua
truc tiép tir ndng trai & Colombia tir mua vy thang 12 nam 2011); Peroxidaza tir cdy cai
ngua: Peroxidaza tir cdy cai ngwa (HRP) dugc mua tir Sigma Aldrich EC 1.11.1.7
200U/mg, axit clohydric, natri dihydro phosphat va natri hydroxit c6 do phan tich

duoc mua tr Merck Dramstad Germany.

Phuong phap: Qua ca phé tuoi dugce rira voi nudce va phan thit qua bi loai b tir
hat va vo trdu bang thu cong. Phan thit qua duoc dim ngay trong may xay truyén

théng v6i tde d6 cao va dong kho.
Quy trinh [am sach (quy trinh rira)

1 g thit qua ca phé dugc rua ba 1An v6i hdn hop nudc metanol 50/50 (% thé
tich/thé tich) va ly tam, dich ndi duge g0p chung lai va lam kho chan khong ¢ nhiét do

thap, phan con lai chuyén t6i quy trinh chiét.
Chiét axit

Phén con lai sau d6 dugc tao huyén phu trong 35ml nuéc, @6 pH cta dung dich
duoc diéu chinh t6i 2,0 bang cach bd sung timg giot axit clohydric 6M va thé tich cudi
cung diéu chinh t6i 50ml. Hon hop dugc dé trong bé nudc lic & 90°C trong 1 gidr véi
l4c lién tuc va lam lanh sau t6i nhiét do phong véi nuGe lanh. Huyén phu duoc ly tim

& 3500 rpm.
Chiét kiém

Dich ndi (san phim chiét thir nhit) dwgc gitt (dé st dung sau d6, xem & dudi)

va phin con lai (san phdm du cta qua trinh chiét thir nhét) duoc tao huyén phu trong
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25ml nuée. Do pH duge didu chinh t6i 12 véi timg giot natri hydroxit 4M, Sml dung
dich hydro peroxit 30% dugc bd sung, thé tich cudi cling duge diéu chinh t6i 50ml va
duoc lic trong 1 gid & nhiét d6 phong. Huyén phi duoc ly tim & 3500 rpm trong 5
phat va dich ndi (san phdm chiét tht hai) dwoc gdp chung vé6i phan doan dugc chiét

axit (san phdm chiét tht nhét).
Phan ing enzym

pH clia dung dich dugc gdp chung dugc didu chinh téi 7,5 sit dung natri
hydroxit lodng. 5 mg enzym dong khd (& day la lacaza) dugc pha lodng trong 1 ml cta
dung dich dém natri dihydro phosphat pH 7,5 va dugc thém vao dung dich duoc gop
chung. Dung dich dwoc dé cho phan tng trong 24 gir & nhiét d6 35 °C va khudy lién
tuc. Sau khi 0, dung dich dugc dun s6i trong bé nuéc trong 10 phut nhim bit hoat

enzym.
Két tia va 1am kho

4 14n thé tich cta etanol 96% duoc thém vao dung dich cudi cung, va duogc dé
cho két tua trong 3 gid & 4°C, sau d6 dugc loc qua gidy loc Whatman N° 2 xenluloza
trong phéu Buchener. Phin con lai dugce rira 3 14n véi 50 ml axeton, dugc loc va lam
kho & 50°C trong 12 gio. Pectin thu dugc dugce xay trong may xay bi Retsch trong 3

phit & d6 16n 16n nhét.

Lién két chéo cia pectin thong qua nhém ferulic dugc gén vao phin du
arabinan trong phan phan nhanh cao cla cdu tric pectin clia pectin tir ci cai dudng
(SBP), dugc biét dén trong linh vue k¥ thuét nay. Tuy nhién, co ché nay chi giai thich
lién két chéo oxy héa cua ving rdm clia polysacharit. Phn thit qua ca phé chtra chu
yéu 1a axit galacturonic (GAU) (& gilta 60%-70% cua dudng hoa tan) va chi 10% cia
arabinan va chi ti 1& % nhé ctia rhamnoza. Pidu nay din dén két luan ring pectin tir ca
phé (pectin tir ca phé) thuc té chu yéu ciu tao tir homogalagturonan (HG) 1 viing nhén
clia pectin, khi so sanh v6i SBP ma ciu tao chi yéu tir RGI 1a viing phan nhanh cua
pectin. Do d6, ¢6 thé két luan rang, pectin tir SBP va pectin tir ca phé 1 khéc nhau vé
chu triic phan t&, tuy nhién pectin tir ca phé thé hién tinh nhét ting 1én khi thém vao

dung dich natri sulphit va chi trong diéu kién kiém cao.
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Tir phén tich trong phong thi nghiém, c6 mot lugng polyphenol cao duoc biét
dén dugc gén vao vat lidu cua thanh té bao trong phan thit qua ca phé. C6 it nhat hai
loai polyphenol xuét hién; polyphenol gén v&i polysacharit ctia thanh té bao va phén tu
do. Phéan ty do dugc phan tich 13 tanin va tanin c6 thé dong dac. Polyphenol gin vao
d6 duoc thily phan boi kidm trong budce hodc giai doan chiét thir hai, ¢6 thé do ct lién
két 2-O hoic 3-O trong chudi xwong sdng ciia GAU. Tuy nhién c6 phan Gng rd rang

khi peroxidaza enzym dugc bd sung vao véi co chat HoOx

Tu thir nghiém nay, ¢6 thé tuyén bd ring, cic tng dung c6 thé véi pectin khong
duogc xtr Iy bing enzym 1a c6 thé xay ra. Trong trudng hop nay chi chiét kiém s& 14 cin
thiét dé thu dugc pectin tao gel khong c6 bat ky loai chirc ning nao khic. R rang tur
HPSEC (séc ky loai trir kich thudc ap suét cao) 13, pectin tir ca phé khong dugc cai
bién co kich thude so sanh duge véi pectin thuong mai tir cam quyt (DM, muc do
metoxyl hoa, 30%) mic di ving mit tinh chét tao gel trong pectin tir ca phé. Gia
thuyét ring, diéu nay 1a do miu este héa metyl va axetyl cao trong pectin tir ca phé
(DM 88 %; DA, Mirc d6 amin hoa, 100 %). Mau este hoa 1 qué cao dé cho phép phan
g polyme trong dung dich, va do d6 vo hiéu héa phan g can thiét dé tao ra hé
théng gel. Su cai bién v&i enzym esteeaza metyl pectic ¢6 thé con din t6i ting do nhét.
Trong bang la, thanh phén duong cua vat liéu thd. (Rha: thamnoza, Ara: arabinoza,
Xyl: xyloza, Man: manoza, Gal: galactoza, Glc: glucoza, GalA: axit galacturonic)

duoc chi ra theo ti 1€ phﬁn tram khoi luong.
Xéc dinh dic tinh ca pectin tir phan thit qua ca phé, cac két qua so bo

Bang la: Thanh phan duong ctia vat liéu thd. (Rha: rhamnoza, Ara: arabinoza,

Xyl: xyloza, Man: manoza, Gal: galactoza, Glc: glucoza, GalA: axit galacturonic)

Thanh phén dudng % | Rha | Ara | Xyl | Man | Gal | Glc | GalA | Duong tong
Pectin tit phéan thit qua | 1 5 1 1 4 | 3 |2811 43
ca phé
Pectin v trdu 1 8 3 2 4 | 22 | 47,22 87
Phan chiét pectin tho 0 1 0 0 1 1 | 24,08 29
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Bang 1b: Ti 1€ phéan tr cho x4c dinh chu trac (UA: axit uronic)

Tén miu Rha/UA | (Arat+Gal)/Rha | Ara/Gal | (Ara+Gal)/UA | Gal/UA
Pectin tir phan thit | 0,03 10,84 1,47 0,37 0,15

quéa ca phé

Bang 2: Mtc do metyl héa va axetyl hoa cho pectin duoc chiét tir phén thit qua ca phé

Mic do metyl hda/axetyl hoa

Mau mg/mg MetOH | mg/mg AcOH | mg/mg UA | DM | DA
Pectin tir phén thit qua ca | 4,85% 8,82% 0,26740 100% | 97%
phé

Phan thit qua ca phé c6 ham lugng tanin c6 kha nang thiy phén cao, 3,17%
trong didu kién co ban khd (dry basic). Tanin 1a tén chung cho polyphenol duoc gin
vao vat lidu cta thanh té bao & thyc vat, voi ca phé, n6 c6 & cAu tric pectin nhu axit

hydro xinamic, clogenic, va caffeic trong d6 polyphenol c6 hoat tinh chéng oxy hoéa.

Co cac vi du trong d6 polyphenol nhu axit ferulic, gén vao phan hoa tan clia vt
liéu cua thanh té bao thong qua phan du arabinoza. Nhu c6 thé thiy trong bang 1a-2,
arabinoza c¢6 mit v6i ti 18 phan tram déng ké trong pectin hoa tan ctia ca phé, va trong
dich nhdy tir phan doan vo triu (pectin vo trdu). Do 6, pectin cubi cliing sau quy trinh
duoc dé xudt chira lugng polyphenol cao. Ti & ctia nhém phenolic nhém véi arabinoza
cOng voi galactoza s€ & gitta 20% dén 60%, phu thudc ning sudt cta quy trinh. Pectin
thuong mai chira nhom phenolic 1a kha hiém, pectin dugc chiét tir ¢t cai duong 1a vi
du cho loai pectin nay, tuy nhién, pectin tir ci cai duong c6 mic do phin nhanh cao
hon va lugng axit galacturonic thip hon gy ra tinh chét tao gel thap. Khéc biét chinh
nita 12 do tuyén tinh cta phéan tir pectin tir ca iahé va khéi lugng phan tir (> 90000 Da)
ma gin voi pectin chanh (120000 Da téi 160000 Da) va khong gAn v6i pectin tir cii cai
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dudong (ndm trong khoang tir 50000 Da dén 80000 Da), nhu c6 thé duoc thdy &
HPSEC (séc ky loai trir kich thudc hiéu ning cao) fig. 3.

Pectin con duogc chiét tir phan thit qua ca phé véi quy trinh nay, thé hién profin
phan hily gidng nhu pectin thuong mai dwgc chiét tir vé cam quyt khi duge xt 1y bang
polygalacturonaza ndi sinh (PG) nhu cé thé thy trong séic ky trao d6i anion hiéu niang
cao (HPAEC) fig. 4, trong khi pectin tir cti cai dudng dwoc phan hiy it béi PG vi cdu
truc phan nhanh. Sy khac biét nita 13 mic d6 axetyl hoa va metyl hoa ma c6 thé didu
chinh bing quy trinh nay. Tuy nhién, pectin thd tir phan thit qua ca phé thé hién mic
d6 axetyl hoa va metyl hoa cao ddc nhét, diéu nay din dén kha niang san xuat hang loat
loai pectin v&i mirc do metyl hoa khac nhau‘tl‘r 10% DM t6i cao nhu 80% DM, diéu

nay cfing doc nhét cho pectin thuwong mai.
Vidu3
Dt liéu cta thir nghiém

Céc thir nghiém tiép theo dugc tién hanh véi mau dong kho cua thit qua ca phé
(vo qua ngoai va vo giita qua). Thiét ké cta thir nghiém nhu sau: (1) Tao ra phan thit
qué ca phé déng khd (FD-pectin tir ca phé): 100 g FD-ca phé (nghia 13, phan thit qua
ca phé déng khd) pectin dugc xay trong may xay bi Retsch t6i kich thude hat di qua
lu6i 6mm. (2) FD-pectin tir ca phé duge ddng héa trong nude khir khoang trong mat lit
nu6e; pH duoc diéu chinh t6i pH thip diung Axit clohydric (HCI) 37%. Axit dugc
thém vao ting giot. (3) Huyén phu duoc dit trong bé nuéc & nhiét d6 chinh xéac vdi lic
lién tuc trong khoang thoi gian chinh xac. (4) Huyén phil sau d6 dugc loc néng qua vai
thua; phan vai duoc ép bing tay dé loai bo hdu hét chét long tir khdi chét rén. (5) Khdi
chét rin sau d6 duogc déng hoa véi 0,5 1 nude va pH duogc diéu chinh v&i NaOH 4M,
kiém duge thém vao timg giot. (6) Huyén phu dugc dit trong bé d4 lanh vdi lic lién
tuc trong khoang thdi gian chinh xéc. (7) Huyén phi sau d6 dugc loc néng qua vai
thwa; phan vai dugc ép bang tay dé loai bo hau hét chat 1ong tir khéi chét rén. (8) Dung
dich dugc tron véi, 15 ml Hydro Peroxit (H202) dugc thém vao va dung dich dugc
trung hoa véi NaOH hodc HCI. (9) 1,5 ml peroxidaza tlr ciy cu céi cay duge thém vao
dung dich, va dugc dat trong bé nude ¢ 40°C trong 12 gidr vdi lac lién tuc. (10) 6 1

etanol lanh 90% dugc thém vao dung dich va duge dé trong 3 gid & 4°C. Huyén phu
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duge tao thanh sau d6 dugc loc qua gidy loc Whatman 3 xenluloza véi sy hd trg chin

khong. Phan con lai dugc rira v6i axeton mot vai 1an d8 loai bo tap chét. (11) Phén con

lai dugc lam kho trong 16 nuéng dbi luu trong 12 gid & 50°C va dbi luu khong khi tdi

da. (12) Pectin tir thit qua ca phé khd (pectin tur ca phé) dugc xdc dinh khdi Iwong cho

ning suét va sau d6 dugc xay dé phan tich thanh phan.

Céc két qua (bang 4):
Nhiét d6 | Thoi gian Nhiét do | Thoi gian | Nang
pHI pH2 ,
1 1 2 2 suat
pectin tir ca
1,5 90°C 30m 8 4°C 30m 25%
phé 001
pectin tr ca
2 90°C 30m 8 4°C 30m 23%
phé 002
pectin tur ca
1,5 80°C 120m 8 25°C 120m 20%
phé 003
pectin tur ca
2 80°C 120m 10 25°C 120m 30%
phé 004
pectin tur ca
2 90°C 30m 13 25°C 30m 5%
phé 005
pectin tir ca
2 90°C 30m 10 25°C 30m 33%

phé 006

Mic dii nang suét chiét thap khi so sdnh vé6i lwgng pectin dugc bio céo trong tai

liéu, pectin dugc tao ra thé hién luong nhém metyl va axetyl cao mdt cach ngac nhién
véi DM 1a 80% va DA 100% trong khi pectin thong thudng sau khi chiét khong thé
hién DM cao hon 75% hodc DA cao hon 50%. Mic du thiy phéan kiém duoc 4p dung

trong qua trinh chiét. Ngoai ra, phan chiét tir pectin tir ca phé thé hién hoat dong gel

hoa & do pH cao, didu nay c6 thé 1 Iy do vi sao pectin tir ca phé 005 thé hién nang sut

thdp do thuc té ring trong qua trinh chiét tht hai, gel bi giit lai véi phan doan
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xenluloza. O d6 pH nay, vé co ban tit ca pectin ¢6 thé bi thily phan thanh cic monome

ctia né ma sau do s& di vao dung dich (khi két tia xay ra).

Chiét kich thuéc trong phong thi nghiém cta pectin tir phan thit qua ca phé
duogc bét ddu tién hanh véi vat lidu dong kho. Vi phén thit qua ca phé dugc tao ra véi
lwong 16n ma c6 thé duoc dong kho theo phudng phap kha thi vé kinh té, phwong phap
tranh oxy hoa va 1én men thit qua ca phé dugc phét trién. Trong thuc nghiém céc tac
gia sang ché sir dung qua ca phé twoi, phin thit qua twoi dugc ép dé loai bo nuge du
thira va quy trinh tiép theo v& co ban dugc md ta phia trén. Trong vi du nay, thit qua
dugc bao quan duge dung thay vi phéan thit qua déng kho. Véi thir nghiém bao quan
céc tac gia sang ché bit diu voi natri bi-sulphit (NaHSOs) 12 chat chéng nau phé bién
trong cong nghiép thuc phdm va con duge so sanh pH thap va xir Iy nhiét dé bét hoat
PPO ndi sinh (polyphenol oxidaza) gdy ra oxy hoa trong phan thit qua ca phé. Xu Iy
duoc tién hanh in vitro st dung cathecol dudi dang co chét 14 polyphenol phd bién c6
trong ca phé cling nhu trong vat li€u thuc vat khéc, laccaza duge dung lam dbi chung
dwong va ca phé chiét tuwoi dugc ding dé oxy héa polyphenol va ghi lai su thay doi

hép thu.

Sau khi thu dugc phuong phéap thich dang dé bao quan phan thit qua, cac tac gia
sang ché da tién hanh thir phwong phép & quy mé 16n, (50 kg) thit qua dugce thu tir may
xay ué6t. Piéu nay ching to kha ning ctia phwong phap bao quan & quy md 16n, ma 1a
can thiét dé thu va bao quan phan thit qua, cin dé lam cho quy trinh tré nén kha thi.
V6i chiét quy md 16n phin thit qua ca phé, cac tac gia sang ché di st dung thit qua
duoc bao quan udt (10 kg) va mé réng quy md cb gang tuan theo cang nhiéu cang tét
quy trinh phong thi nghiém, cac tdc gid sang ché da thu dugc ning sudt thép tir 1an

chiét nay.

Ca phé 1a mot trong cac san phdm néng nghiép quan trong nhét trén thé gisi.
Céc gibng trong trot phd bién nhat ciia n6 13 Coffea arabica sp. va Coffea robusta sp.
Luong téng hat ca phé tuoi dugc tao ra trong 2011 1a 7,8 triéu tAn; nhu ciu dugc du
doan 1a tang 10% trong thap ky t6i. Co gidi hoéa san xudt ca phé duoc tién hanh trong
20 nam trd lai ddy dé dwong dau voi nhu cdu, diéu nay tao ra thach thirc méi trong
chudi ca phé. Mot mat, co gidi hoa ting ning xudt ca phé va lam giam chi phi san

pham; mat khéc, san xudt dugc co gidi hoa tao ra nhiéu hon chat thai ndong nghiép va
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giam 4p lyc nhéan lyc cho trdng trot. B&i vi co gidi hoa, cac dong loai bo ca phé dugc
cd dic ¢ pha rira, trong d6 qua ca phé tuoi dugce chuyén thanh hat twoi. Ngay nay,
phuong phap w6t truyén théng xtr 1y ca phé dang dugc thay thé bang phuong phéap ban
w6t hodc xat vo dung nude. Theo phuong phap ban uét, phén thit qua dugc tach riéng
tir hat bing cac phuong phéap co hoc, dich nhay dugc loai bd bang co x4t va duge tron
voi ph?ln thit qua. Cac dong dugc loai bd hau hét chira mang vo, thit qua, dich nhﬁy va
vé lya cua qua ca phé tuoi. Dong dugc vit bd ndy chtra luong polyphenol cao,
polysacharit va dudng, cling nhu s6 luong gidi han cafein. Su c6 mit cta polyphenol
va cac dang oxy hoa ctia n6 va cafein lam cho phin du khéong phi hop dé dung cho
thirc an dong vat hodc vat li¢u phan tron. Do do, cdc dong phu nay dat ra van d& moi

truong chinh trong viing san xuét ca phé.

Phén thit qua ca phé thé hién khoang 40% tbng khéi luong twoi clia qua ca phé
tuoi. Trude day, phan thit qua ca phé dwgc ding vé6i lugng nhd nhu phén bon va phén
tron siu hai. Tuy nhién, cic Gng dung nay khong hi€u qua v& mat k¥ thuét cho quy mo
san xudt ca phé 16n. Phan sinh khdi thit qua giau polyphenol, cafein va phtc hop
polysacharit vi du pectin. Cac co chit nay c6 thé dugc chiét tir phan thit qua, bang
cach phéan tach va loc san phim theo phwong phap k¥ thuét san xuét nhién liéu sinh
hoc. Bing cach phén tich phan sinh khéi thit qua ca phé luong 6 nhidm c6 thé dugc
giam va vat li¢u dugc loc co thé chuyén thanh hop chét sinh hoc ¢6 gia tri, cac hop

chit nay c6 thé dugc sir dung trong cong nghiép duge phim va thuc pham.

Vit liéu dong kho thé hién tinh n dinh vé& oxy hoa va 1én men khi so sanh véi
phén thit qua twoi. Tuy nhién, dong kho 1a quy trinh dét tién, va it duoc quan tam trong
cdng nghiép bao quan voi thé tich tang 1én cta sinh khéi dugc virt bo, trong trong trot

ca phe.

Mic du pectin xuét hién phé bién & hau hét cac md thuc vat nhu 13 chét xi mang
& gifta 14 va diy dic trén thanh té bao, sd lwong ngudn c6 thé duge st dung cho san
xuét thuong mai pectin con rit han ché. Vi kha ning cta pectin dé tao gel phu thuodc
vao kich thudc phan tr va mic d cua dd este hoa (DE), pectin tir ngudn khac nhau
khong co cung kha nang gel héa do sy khac biét trong cac thong s6 nay. Do d6, phat
hién luong 16n pectin chi trong qua la khong du dé danh gi4 rang qua 1a ngudn ctia

pectin thuong mai. Hién tai, vo cam quyt la ngudn chinh ctia pectin thuvong mai.
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Pectin thuong mai dugc xac dinh ddc tinh boi ham lugng axit galacturonic cao,
va no tré thanh mot phin ctia dinh nghia hop phdp clia pectin duge ding nhu phu gia
thuc phim hodc muc dich duoc phidm. Cac yéu cau thong thuong 1a it nhit 65% axit
galacturonic trong co chit khong c6 tro va hoi 4m. Pectin thudng dén tir mot loat cac
md thue vat khac nhau, c6 thé chira mot vai cdu tric pectin khac nhau. Ngudn truyén
théng cuia pectin 13 bdt nghién tdo va vé cam quyt, ca hai dén tir phin con lai ctia cong
nghiép nudc ép. Gifra cic ngudn méi ciia pectin 13 cti cai dudng va dAu ctia hoa hudng
duong, nhung ching khong, hién tai thuong mai ding ké. Chiét pectin, nhu dugc thé
hién & day, co thé bang axit hoic kiém 16ng, cu thé véi it nhét 13 chiét axit. Quy trinh
chiét co ban thu duge pectin mirc do este hoa thip (DE pectin thap) 13 két qua cua xa
phong héa nhom este, trong khi quy trinh chiét axit thuong thu dugc pectin & mirc do
este hoa cao (DE pectin cao), khoang bing véi DE c6 trong tu nhién. DE pectin cao c6
mirc do este hda 50% hodc 16n hon. DE pectin thap va DE cao thudng c6 cach st dung
khac nhau trong san phdm thyc phim, vi ching gel héa boi co ché khac nhau. Ca hai

déu dugc ban thuong mai.

Trong quy trinh chiét axit, vat liéu thuc vat duge xt ly béng axit & nhiét do cu
thé nim trong khoang tir 70 dén 90°C trong thoi gian du dé loai bo lugng mong muébn
va lugng pectin tir vat liéu thuc vat xenluloza. Phan chiét nuéc ép tr bude chiét duoc
phén tach tir hdn hgp phan tGng bing cach loc. Loc chan khong trbng quay phd bién
trong cong nghiép vi phan déng banh rit mém va khoé xi 1y. Phan déng banh dugc ép
c6 thé dugc dit qua budc chiét lai dé chiét nhidu pectin hon trudc khi dugce loc va loai
bd. Pectin dugc két tha tir nude ép duge chiét thuong bang két tia ruou (metyl, etyl
hoic isopropyl c6 thé duoc sir dung). Loai mudi v6i nhém clorua dugc ding trong qué
khtt nhung quy dinh méi khong cho phép dung mudi d6 cho pectin st dung trong
nganh c6ng nghiép duoc phim va thuc phim (tidu chuidn CODEX). Pectin két tia
duoc tach riéng tir dung dich két tia béi sang loc hosic phwong phép khac; né sau d6
dugce rra, 1am khd va xay t6i kich thuge cuia hat mong mudn. Trong subt qué trinh,
pectin c6 thé trai qua budc trao d6i ion dé dat n6 trong dang natri dé d& st dung trong

céc Gmg dung san pham thuc pham.

Céc phuong phap khac dé chiét pectin ngoai chiét axit hoac kiém da dugc sir

dung v&i muc tidu giam chi phi hoat ddng va ting nang suat chiét ma khong mét chic
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ning cua pectin. Hé thdng 4p suét cao c6 thé cai thién ning suit pectin ma khong phan
hay chudi polyme cia pectin, st dung enzym dé phan hiy thanh té bao, str dung axit
hitu co hodc céc k¥ thudt loc méi nhu loc dong ngang 13 phuong phap hira hen dé chiét

pectin theo cach bén viing hon.

Pectin biét hoa khong chi tir ngudn ty nhién ciia ching va loai qué trinh chiét,
céc cai bién khac nhau ctia cAu triic phén tir pectin c6 thé thu dugc pectin cu thé voi
dic tinh ning cao hodc duy nhit dugc 4p dung trong nganh cong nghiép thuc phim,
nuée giai khat va duge phdm. Pectin c6 thé dwogc khir este hoa bang cach héa hoc sur
dung axit, kiém hozic amoniac. Thay thé cho phuong phap hoéa hoc khir este hoa dugce
thue hién bang xi 1y bang enzym. Su cai bién enzym khac 13 ¢6 thé phu thudc vao cu
trdc cda phéin t& pectin. Trong pectin tur cu cai dudong dugce tim thdy rang cac nhom
feruloyl este hoa mot s& duong trung hoa trong chudi bén ctia ving duge goi 1a "ving
ram". Co6 thé tan dung loi thé clia cac nhom feruloyl trong pectin (cti cai duong). Ciing
c6 thé lién két chéo pectin feruloyl hoa duoc chiét bang cach thuc hién phan tGng két
d6i. Phan tmg nay c6 thé thu duge nhd enzym bing cich st dung, vi du, polyphenol
oxidaza, cu th8 1a laccaza. Lién két chéo bi oxy hoéa nay cua pectin c6 thé thém tinh
chét tao gel vao pectin khong c6 khi ning nhu vay. Béi vi gel dua trén lién két hoa
hoc, n6 ciing c6 thé phuc hdi lién két chéo pectin, sau khi lam kho. C4c pectin duoc cai
bién c¢6 kha ning hdp thu nudc déng ké. Phén thit qua ca phé rét giau polysacharit va
¢6 thé 1a mdt ngudn tidm ning cla pectin. Phuwong phap méi cho bién cai pectin c6 thé
mé ra tim ning cla thit qua ca phé, nhu 1a ngudn pectin thuong mai. Néu xem xét
rang, phan thit qua ca phé 1a mot chét thai 6 nhiém véi 20 triéu tin mot nim (ude tinh
tur ICO), tac dong cia cong nghé nay cod thé anh huong dén thi truong pectin. Dé cé
thé chiét pectin tir dong phu ctia ca phé, phuong phap bao quan phéan thit qua cin phai
dugc tim thdy va thir nghiém trong diéu kién trdng ca phé. Khi oxy hoa la qua trinh
chinh sau thu hoach ma bién ddi sinh khéi ¢6 sin voi vin d& maéi truong trong viing ca
phé. Oxy hoa cua phin thit qua ca phé chi yéu dua vao phan ting cia polyphenol duoc
xUc tac bdi enzym nhu peroxidaza ni sinh. Thong tin vé céc polyphenol tir phan thit
qua ca phé va hoat tinh cia polyphenol peroxidaza (PPO) trong qua ca phé 1a khan
hiém, va khong c6 thong tin vé 1am thé nao dé bao quan phén thit qua ca phé tranh bi
oxy héa. Mot trong céc 1i do 13, phan thit qua ca phé chi 12 dong chét thai cia chudi ca

phé va khéng su thay thé cong nghiép nao dang & vi tri cho su binh 6n gi4 ctia n6. Vén
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dé chinh khi st dung phan thit qua ca phé 14 sy oxy héa nhanh xay ra sau hoat dong
xay. Mic di kién thtre chung rang oxy hoa xay ra trong phan thit qua ca phé, co ché
ctia n6 chua duoc hidu 3. Mot phin ciia muc tidu cia nghién ctru ndy di t6i phuong
phap bao quan phan thit qua ca phé bang cich ma né c6 thé dugc sir dung trong ké

hoach cia k§ thudt san xuat nhién li€u sinh hoc.

Chiét pectin quy md phong thi nghiém dugc tién hanh trong thir nghiém ngoai
trdi. Tuy nhién, vét liéu thé trong trudng hop nay 1 qua ca phé twoi. Sau khi thir chiét
tlr vat lidu tuoi, céc tac gia sang ché tién hanh xir Iy hoa chét va co hoc thir nghiém dé
dimg oxy héa phéan sinh khéi. Khi cac tac gia sang ché thu dwgc qué trinh bao quan
thich dang, cac tic gia sang ché st dung quy trinh dé bao quan thé tich 16n hon cia
phin thit qua ca phé twoi. Vi sinh khéi duoce bao quan, cic tic gia sang ché c¢b ging
thir ting quy mo chiét pectin. Céc tac gia sang ché tién hanh phan tich thanh phan vdi
cac phan doan sau chiét khac nhau. Hinh rét so lugc cia hat ca phé duogc chi ra trén
fig. 5a, v6i thanh phan dic trung vé ti 16 phan trim khéi luong, v6i M chi dich nhéy
(4,9% theo trong lugng), GB chi hat tho (44,7% theo trong lugng), Pu chi thit qua
(44,6% theo trong lugng), va SS (p) chi v lua (vo trdu) (5,8% theo trong lwong). Céc
t{ 18 phan tram khdi lwong nay 1a gia tri dic trung ma c6 thé khac nhau gitta cac hat va

gitta céc loai hat ca phé.
Phuong phép va vt licu
Chiét quy md phong thi nghiém

Céc tac gia sang ché da chiét pectin tir phan thit qua ca phé theo quy trinh dugc
phat trién trong phong thi nghiém v&i mét sé cai bién. Ngén gon 13, 10g thit qua tuoi
duoc gom va 50ml dung dich axit nitric 1% duge bd sung va duogc tron. Cac tac gia
sang ché da x4c nhan d6 pH ndm trong khoang tir 2,0 dén 2,5. Phén thit qua dugc chiét
trong 3 gid & 90°C v6i khudy tron 6n dinh. Sau khi chiét, huyén phi duoc 1am lanh t6i
nhiét 4o phong va dugc loc thdng qua vai thua. Phan dong banh dugc ép sau do dugce
trdn v6i 50ml Natri hydroxit 0,1% khac va do pH duoc diéu chinh t6i 9,0 bang kiém
dac. Huyén pht sau d6 duoc khudy 6n dinh trong 1 gid & 10 °C. Cac tac gia sang ché
diéu chinh d6 pH lan nita t6i 7 va loc théng qua vai thua, dung dich sau d6 dwoc gop

chung lai. D6 pH ctia dung dich dwgc didu chinh (¢ day t6i do pH = 3,5) bang cach bd
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sung vai giot NaOH dac hodc tirng giot dung dich axit nitric. Pé lam o dung dich, céc
tac gia sang ché da ly tAm chit 1éng dugc gdp ndy & 2500rpm trong 15 phut. Etanol
96% duge bd sung vao chét long vai ti 1€ ba thé tich ruou véi mdi thé tich pectin chiét.
Céc tac gia sang ché tron can than dung dich va dé n6 két tua trong 12 gid & nhiét do
phong. Céc tac gia sdng ché da rira két tha mot 14n véi 100 ml 96% etanol va 1am kho
v6i khong khi trong 12 gid. Pectin khé dugc hoa tan trong 100 ml dung dich dém
phosphat pH 6,0, pH dugc xac nhan va 0,1ml dung dich lacaza (18mg protein mdi ml)
duoc thém vao. Céc tac gia sang ché dé dung dich phan tng dugc khudy lién tuc trong
12 gi¢. Dung dich sau d6 dugc loc thong qua gidy Whatman No 2. Dung dich trong
duoc két tia 14n nita voi 0,31 96% etanol va lam kho véi khong khi. 96% etanol 1a 16p
phén tich. Lacaza dugc cung cip & dang bot dong kho. Céc tac gia sang ché da phan
tan Lacaza trong 0,01M dung dich dém phosphat pH 6,0 va luu gitt & 4°C t6i khi st
dung. Mtrc d6 este hoa duge do st dung bo kit Megazyme cho phat hién pectin. Ngén
gon, phan thit qua ca phé, cu cai duong, pectin tir cam quyt metyl este hoa thap, cam
quyt metyl este hda cao va iota carrageenan dugc hoa tan trong nudc va pH dugc didu
chinh t6i 12 nhim xuac tac khir metyl véi su tao ra ving polyaxit galacturonic trong
polyme. The pectat dugc U v6i pectat lyaza phan cit polyaxit galacturonic, gidi phong

oligosacharit khong bédo hoa hép thu manh & 235 nm.
Thir nghiém bao quan

50 kg qua ca phé twoi duge thu hoach trong ving Cundinamarca Colombia
trong thang 5 ndm 2013. Qua ca phé tuoi chin dugc héi tay dugc van chuyén t6i khu
vuc phong thi nghiém. Khi dén, qua tuoi dugce lam dong ngay & -20°C dé tranh oxy

héa ho#ic 1én men. Vit liéu duge dung trong hai tuén tiép theo.

Lacaza dugc cung cdp & dang dong kho. 1g bot chira 18% protein. Céc tac gia
sang ché hoa tan enzym trong 10ml dung dich dém phosphat & pH 6,0 va gitt dong
trong mot vai lo. Mbi lo 1a 1ml (18mg protein mdi ml) va khi tan dong dugc st dung

ngay dé tranh chu ky déng-tan dong.

Cathecol dugc mua tir Panreac, natri bisulphit, citric va axit nitric & 16p phan
tich. Polyvinyl polyridon PVPP dugc mua tir nha cung cép dia phwong va 1a chat
lugng 16p thue phdm. Mang éng AMICON Spin MWCO 10000 dugc nhén tir cong ty
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Millipore. Céc tac gi4 sang ché tién hanh tit ca phép do quang phd v6i may quang phd

Pharo 100 (Merck Millipore).

Phuong phép cho phép do hoat tinh PPO trong phan thit qua ca phé dugc mo ta
ngén gon phia sau: 250g qua ca phé tuoi ddng lanh dugc dim va hat v6i dich nhéy va
v6 lua duge tach riéng tir phan thit qua. Tong luong thit qua thu duoc 1 112,70g &
dang co ban tuoi (fb.). Thit qua nay sau d6 dugc xay sir dung may tron cam tay voi
0,41 cua dung dich dém phosphat 50mM & d pH 6,0. Cac tac gia sang ché di dé hdn
hop duogc xay lang trong 10 phit va duoc loc. CAc tac gia séng ché @3 thu hoi dich nbi,
mdt luong 10 ml ctia dich ndi duge ldy, khoang 0,1g PVP thwong mai khong hoa tan
duoc thém vao. Hon hop dugc lac trong khoang mot phit va sau d6 dugc ly tim trong

15 phat & 10000 RPM hdn hop duge gitt & 4°C trudc phan tich.

Céc tac gia sang ché da 1iy 3 ml dich ndi, thém né vao Amicon MCWC clia
mang 10000 Da va dugc ly tdm trong 30phtt & 10000RPM. Quy trinh nay dugc 1ap lai
trong cing mdt mang 3 1dn. V6i 1 ml dung dich dém phosphat 50mM pH 6,0, phin
con lai trén mang amicon dugc rira ba lan, 1am tan va giit trong lo hd phach & 4°C.
Py 14 enzym chiét phan thit qua ca phé (EX). Dung dich 60 mM ctia Cathecol dugc
chuén bi trong dung dich dém phosphat 50mM d6 pH 6,0 va dugc ding lam co chit.
V6i phép do, cac tac gia sang ché da dung cuvet co chidu dai dudong anh sang lem, 50
ul co chét va 50 ul EX duogc thém vao 2,9 ml nude cht va hdp thu tiép theo & 420 nm

sau 1 gio, 2 gio, 12 gio va 24 gio.
B4o quan va chiét quy mé 16n

Céc tac gia sang ché da thu gom phén thit qua ca phé trong hai mé tir hai loai
loi ich khac nhau (quy trinh sau thu hoach). Mé dAu tién 126 kg dugc thu tir hoat dong
clia may xay u6t truyén théng. Trong phuong phép ché bién uét truyén thong, qua tuoi
duoc van chuyén v6i nude thong qua may xat vo véi ti 18 4 1it nude mdi kilogam qua
tuoi. Dé loai b nudc du, phan thit qua duge 14y tir duong 6ng ra may xat vo véi bo
loc. Phén thit qua sau d6 dugc dit trong thing kin (3 thung mdi 60L) ma dugc lam day
t61 70% tdng thé tich vai thit qua. Thing sau d6 duoc lam ddy t6i dinhvdi dung dich
1% dung dich natri bisulphit 16p thuong mai, va khdng khi dugc dan kin chét ché cho
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véan chuyén. Ti 1& cta dung dich véi thit qua 12 khoang 1 lit dung dich mdi kilogam

phdn thit qua twoi.

M¢ thitr hai 96 Kg duoc thu tir phwong phap hoat dong clia may xay ban udt
(Belcosub hodc xat vé c6 nude). Trong phuong phép nay, van chuyén co hoc qua tuoi
théng qua may xat vo khdng c6 nudc. Sau d6 hat véi dich nhiy di qua qua trinh cha
xat, trong d6 dich nhéy duogc loai bo. Phan thit qua va dich nhay duoc trén cling nhau,
va duge vit bo hodc dugc @ phan. Phéan thit qua tir kidu c6 loi nay dugc thu ngay sau
hoat dong xay bang cich dit thung & duong ra cia phén thit qua. Vi c6 it nudc hon
trong phan thit qua véi phuong phap truyén théng, thing dugc 1am ddy chi 60% thé
tich, va sau d6 1am day toi dinh véi dung dich natri bisulphit 1%. Ti 1& dung dich véi
thit qua cao hon do déng goi phén thit qua trong thing chira. Ti 1& 13 0,81 ctia dung
dich mdi kilogam thit qua. Phan thit qua ca phé thu duoc va bao quan trong dung dich
natri bisulphit dwoc kiém tra dinh ky cho oxy héa bing thay ddi trong hip thu cua
dung dich. Véi didu d6, 100 ml dung dich trong d6 phén thit qua ca phé duogc tao
huyén phd duoc 14y mdi 24 gio, duge ly tim va hép thu cta dung dich do duoc &
420nm.

Déi véi viee chiét pectin tir thit qua twoi duoc bao quan, cAc tac gia sang ché da
14y 10 kg sinh khéi dé loai bo nu6c du thira; cac téc gia sang ché da tron phan thit qua
v6i 40L dung dich axit nitric 1% va xay véi mdy tron cdm tay cong nghiép vai toe do
t6i da (18000 RPM) trong khoang 10 phiit. Khi hdn hop da dugc dong nhat, cac tic gia
sang ché da dun néng no cing véi khudy lién tuc dén 92°C trong 3 gid. Sau khi lam
lanh, céc tac gid sang ché da tach chét rin béng bo loc, va tron véi d4t mun (DIE) lam
hd trg loc theo ty 18 1 kg DIE véi mdi 10L chét 16ng. Céac tac gia sang ché da loc
huyén phu bang céch sir dung khung va dia cta thiét bi loc c6 bé mit 2,8m?. Mang c6
¢& 16 100pum duogc cdu tao tir nylon. Chét 1éng dugc gift va banh duoc ép dé loai bd
nuge du. Céc tac gia sang ché da tron phan banh du véi 40L NaOH 0,5% va dugc
khuéy bn dinh trong mdt gio. Huyén phu sau d6 dugce trung hoa (pH 7,0), chét rin
dugc ép va chét 16ng dugc loc st dung cing mot hé théng may loc ép va DIE. Céc tac
gia sang ché da tron ca hai dich chiét kiém va axit, diéu chinh do pH t6i 5,0, dong hoa

va loc n6 mét 1an nita dé thu duoc dung dich trong.
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Chét 16ng duoc loc 1a dung dich pectin thd. Chét long nay duogc tron voi mot
thé tich etanol 96% (d6 cong nghiép) cho mdi thé tich ctia dung dich. Cac pectin duge
dé két toa trong 12 gid. Dung dich véi gel dd duge loc b?,mg vai thua; tai loc dugce kéo
1én cho phép nho giot dung dich etanol thira trong 24 gid. Cac gel con lai duge siy kho
& nhiét d6 phong véi ludng khéng khi (quat dién). Cac pectin khd duge hoa tan trong
5L dung dich dém phosphat 0,1M va pH 6,0, sau d6 Sml cda lacaza (18mg/ml) dugc
bd sung va cac enzym dugc dé u trong 12 gid. Céc tac gia sang ché da pha tron cac
dung dich pectin dugc cai bién v6i mot thé tich etanol 96% va dé cho cac pectin duogc
cai bién két tua trong 24 gio. Huyén phi pectin véi etanol duoc loc qua vai thua, ép va
lam khé boi dong khong khi & nhiét d6 phong. Fig. 5b thé hién luu db dé chiét quy mo

10 kg, v6i céc s6 chi din sau day.

Bang 5: s6 chi din cua fig. 5b

S6 S6 N
chi Nghia chi Nghia chi Nghia
din dan dan
Thit qua dugc bao . T=20°C t=12
1.1 1.12 | Biéu chinh d6 pH 1.23
quan 10 g gid pH=6,0
Axit nitric 1% ,
1.2 1.13 | Suloc 1.24 | K&t tia ruou
50ml
1.3 NaOH 0,1% 50 ml 1.14 | Dich loc 1.25 | Suloc
14 | Ddnghoa 1.15 | Banh 126 |Kho
. . Pectin  duoc
1.5 Chiét axit 1.16 | Phan du 1.27 ,
cai bién
T=90°C t=3 gid diéu chinh pH ETOH 96%
1.6 1.17. . 1.28
pH=2,0 dong hoa 400 ml
1.7 | Suloc 1.18 | Két taa ruou 129 |Pung  dich

dém  amoni
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S6 Sé S6
chi Nghia chi Nghia chi Nghia
dan din dan
pH 6,0 50 ml
Lacaza
1.8 Banh 1.19 | Suloc 1.30 | 18mg/ml
0,1ml
1.9 Dich loc 1.20 | Rira
1.10 | Chiét kiém 1.21 | T4i huyén phu
T=10°C t=1 gio
1.11 1.22 | Phan ing enzym
pH=9,0

Céc két qua va thao luan
Chiét quy m6 phong thi nghiém

Déi véi viée chiét quy mo phong thi nghiém, cic tac gia sang ché da sir dung
qua ca phé tuoi, quy trinh chiét dugc mé ta trong fig. Sb. Quy trinh nay khac véi quy
trinh duoc phat trién trude day & viée (thy ¥) ép thit qua tuoi trong khi trude dy céc
tac gia sang ché da st dung thit qua dong kho. Qua ca phé tuoi ¢ cac khic biét trong
thanh phin cta khong chi giita cdc loai (Arabica hodc Robusta) ma con gitra céc
gidng. Nhu hau hét c4c trang trai ca phé nhé trdng hdn hop céc giéng, thanh phén ciing
c6 thé thay dbi tly timg trang trai hodc véi ting vu thu hoach. Céc thanh phén trung
binh cua qua ca phé tuoi duge mo ta trong Sa. Dé bt d4u qud trinh chiét, budc du
tién 1a tach thit qua tir hat khi cac tac gia sang ché sir dung toan bd quéa ca phé tuoi.
Trong céc ddn dién ca phé, budc nay dugc thuc hién co hoc bang cach ép cac qua twoi
qua sang ma loai bo thit qua. Boi vi trong cac hoat dong truyén thdng qué tuoi dugc
vAn chuyén véi nude, nd céd thé 1a thit qua thAm nudc trong qué trinh nay. Trong
phong thi nghiém, ham lugng nude cua thit qua cia qua ca phé twoi 1a 73% tong khbi

luong. Nhung dbi v6i bao quan thit qua ca phé trong cic dung dich sulfit, ham luong
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nude 1a 80%. Dé co phén tram chét rin trung binh cua sinh khéi dé chiét, diu tién céc
tac gia sang ché ép thit qua. Nude ép thu duge dugc trdn véi etanol va mot s§ két tia
nho duge tao thanh. Sau khi 1am kho két tia, cac tac gia sang ché thu dwoc 10mg khdi
lwong khd, c6 thé xay ra nhit pectin tw do hoa tan. Nudc ép ¢6 ham lugng pectin thip
vi pectin dugc gén chit ché vao thanh té bao, mot trong cac 1y do dé tranh xay thit qua
truée khi bao quan 13 dé giam bét mét pectin trong khi ép. Tir 100g thit qua, 38,6¢
nuée ép duge vt ra. Thit qua duge ép c6 ham luong nude 50%. Khi so sanh véi thit
qua tir phwong phép ban udt, nuéde ép duoc vat tir cing mot lugng thit qua 13 chi 20g
va ham luong nuée 13 41%. C6 thé hiu hét cac chat nhdy lam tang thém khéi lugng
kho cua thit qua. Sau khi c6 thit qua, cic tac gia sang ché da tién hanh phan tich thanh

phan. Bang 6 hién thi cac két qua cta thit qua ca phé trong diéu kién khd.

Bang 6: Thanh phan cia thit qua ca phé & dang co ban kho

Protein (N*6,25) 8,2%
Chét béo 1,3%
Soi, tho 30,5%
Tro 5,7%
Hydrat cacbon | 54,1%

Sau khi ép, cdc tac gia sang ché da 1iy 10g thit qua dé tién hanh chiét pectin
nhu md ta trong luu dd trén fig. 5b. Khi cic tac gi sang ché tron thit qua voi dung
dich axit, thay dbi du tién 1 mau sdc cta thit qua. Tlr mau vang nau dém do bao quin
bing sulphit, tré thanh mau do twoi. Pidu nay 1a co thé xay ra 1a do su thay ddi dién
tich cta cac polyphenol va nd s& dugc thao luén trong phén bao quan. Trong qua trinh
chiét axit 1a béng chiing cho lam thé nao thit qua thdm nuée, néu nhiét do khong duogc
kiém soat dé tranh bay hoi, thi huyén phtl trd nén quéa dic va c6 thé chay. Sau khi chiét
axit, loc 1a mot trong cac budc quan trong nhét trong qua trinh nay. Phuong phép tét
nhét cho dén bay gid 1a loc qua vai thua. Ap dung 4p suét 1a cach t6t nhat dé loai bo

cang nhidu cang tdt cac chét 1éng da dwoc ngdm vao sinh khdi. Thong thuong sau khi
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ép, sinh khdi c6 tir 10% dén 15% luong nudc. Tai thoi diém nay, cac thanh phan cua
phén du duoc phén tich, trong Bang 7 1a cic két qua cho sinh khdi trong khéi lugng

kho sau khi thiy phan axit.

Bang 7: Phin du cta phan thit qua ca phé sau khi thity phan axit va loc

Protein (N*6,25) 16,7%
Chét béo 2,1%

Soi, tho 27,2%
Soi hoa tan 12,1%
Tro 10,5%
Hydrat cacbon 40,2%

Khi tao huyén phi mot 1dn nita trong cac dung dich kiém su thay ddi mau sic
nhanh chéng c¢6 thé nhin thdy. Mau nau nhat dén rit xanh dam cua thit qua & budc nay
phu thudc rit nhidu vao do pH ctia hé théng. Tai pH dudi 8,0, thit qua mau nau nhat va
d6 nhét cua sinh khéi 1a thich dang. Khi pH duge thiét 1ap & 9,0, toan bd hdn hop tré
nén nau dam va do nhét thip (quan sét). Mot trong céc 1y do dé st dung dich chiét
kidm va axit 1a dé dat dugc ning suét cao hon dé chiét pectin. Bang 7 thé hién ring du
lugng axit van con ¢6 ham lugng cao cua duong (hydrat cacbon). Diéu nay ching
minh ring cac didu kién khéc nghiét hon 1a can thiét d& chiét pectin. Trong cac ngudn
pectin khéac nhu phéan thit ca cu cai duong, nhidu tac gia di st dung phuong phép xir
Iy ¢6 tinh kiém, quy trinh bao gém chiét va khtr este trong mdi truong kiém, tiép theo
1 rira axit dé loai bé tro va siy kho. Turquois et al dd chiing minh ring trong didu kién
kidm, phan thit cta cli cai dudng va phan thit cia khoai tdy tao ra san phim chua co
chét pectic ham lugng cao dugc ude tinh trén co s& ham lwong axit galacturonic va san
xuét gel chic chdn véi cc ion canxi. Vi qua trinh x1r Iy axit va kiém dem lai cac dic
tinh khac nhau va véi muc dich tdi da héa san lugng ci hai qua trinh chiét duoc thuc
hién theo th@ tu. Trong bang 8 hop phan cia sinh khéi, sau khi xir 1y kiém du lwong

axit. Bang cach so sanh ca hai bang 2 va 3, r rang rang lugng hydrat cacbon thip hon
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sau khi xt 1y kiém. Hon nita, ham luong sgi va hydrat cacbon 14 khé gan, didu nay c6
nghia ring hiu hét cac polysacarit trong du lwgng kiém dugc cAu tao bdi xenluloza 14
thanh phan chinh cta soi thd. Trong ci hai bang ham luong protein 1a kha cao, du

lwong nitrat tir axit ¢6 thé quéa wéc tinh ham lugng protein.

Béang 8: Hop phén trong didu kién kho ciia phan thit qua ca phé sau khi chiét

tudn ty bing axit va kiém (d6 pH 9,0)

Protein (N*6,25) 14,3%
Chét béo 2,7%
Soi, tho 35,5%
Tro 8,8%
Hydrat cacbon 33,0%

Sau khi chiét kiém, dich loc dugc trung hoa va ci hai chét 16ng duoc gop lai,
mot 14n nita 6 pH c6 anh hudng quan trong dén tinh chit cta pectin trong dung dich.
Khi d6 pH dugc nang lén 9,0 va sau d6 dugc trung hoa va két hop v6i dung dich chiét
axit c6 sy tao thanh cua gel ding ngay duge. Trong khi, néu d6 pH dugc ning 1én 8,0,
dugc trung hoa va gdp chung véi dung dich chiét axit thi s& khong c6 su tao thanh gel.
Day c6 thé 1a két qua ctia viéc khir este hoa phén t pectin ¢ do pH cao. Didu nay dem
lai mau thuln 16n, néu pectin tir ca phé duoc chiét bang kiém co thé tao gel nay khi
duoc axit hoa, thi kich thude phan tir 1 da 16n dé tao thanh mang luéi trong hé théng
nuée. Day 12 hé qua tit yéu cho cic tic gia séng ché biét rang pectin dugc chiét voi
axit khac voi duoc chiét tir kiém vi pectin axit khong thé hién do nhay canxi hodc tinh

chét gel hoa trude khi cai bién enzym.

Khi do pH dugc gitt & 8,0 trong khi chiét kiém, dugc trung hoa va dugc gdp
chung véi dich chiét axit, chat 1ong thu dugc duge dong hoa sau khi tron. DE loai bo
polyphenol tir pectin, cAn phai két tiia pectin bang etanol va sau d6 dugc rira mot vai
1an. Sau khi rtra v6i chéat hoa tan, két tia dugc hoa tan trong dung dich dém amoni

phosphat 0,1M pH 6,0. Lacaza dugc thém vao pectin hoa tan v6i ti 1€ 0,01:1 gam. Sau

-44-



35251

khi phan Gng trong 24gid v4i enzym, dung dich hién thi su thay ddi mau sic va do

nh6t cao hon (quan sét) so sanh véi dung dich gde.

Phén thit qua ca phé ¢6 ham luong polyphenol quan trong. Cac tac gia sang ché
do ham luong polyphenol bang thir nghiém Folin Ciocalteau véi axit tanic nhu tiéu
chudn va flavonon béi phuong phap Vanilin. Cac két qua cho toan bd phan thit qua ca

phé & trong Bang 9.

Bang 9: Ham luong hop chét phenol va flavonol trong phan thit qua ca phé

Phenol 1,8%

Flavonoit 1,3%

Pectin tir ca phé chi ra nhiéu ving rdm va nhom feruloyl. C6 thé 14 céc phan
Ging x4y ra trong qué trinh cai bién enzym c6 hiéu luc véi lién két chéo oxy hoa cia
pectin tir ca phé. Mau sic ctia dung dich ciing thay d6i theo su bién ddi tir sang dén tbi.
Gel do d6 thu dugc vai lan rira cAn thiét dé loai bé mau sic dugc hinh thanh trong qua
trinh 0.

Sau khi cai bién, pectin tir ca phé dugc két tia v6i etanol va dugc 1am kho dudi
ludng khong khi & nhiét do phong. San lugng tir 10g thit qua ca phé 12 25mg pectin
tho. Bang 10 cho thiy céc thanh phan cla pectin tir ci phé. Bang 11 bidu dién su cn
bang khdi luong cta viée chiét quy m6 phong thi nghiém tir thit qua ca phé dong kho

va thit qué tuoi trong diéu kién kho.

Bang 10: Hop phén ctia pectin tir ca phé sau khi cai bién

Protein 15,2%

Soi hoa tan 47,0%

Soi khong hoa tan | 0,4%

Tro 10%

Flavonon 2%

-45-



35251

Phenol 3%

Bang 11 Cén bang sinh khdi cho mdi phan doan dwgc chiét tir phan thit qua ca

phé dong kho va tuoi

Phén doan Phén thit qua dong khd% | Phan thit qua tuoi%
Sinh khdi kho 91 25
Hydrat cacbon 60 54
Chiét axit 21 14
Chiét kiém 12 7
Phin du 13 20
Puong hoa tan * 14 13

* Puong hoa tan dugc tinh todn 1a sy khac nhau cia céc ndng suit voi ham

luong hydrat cacbon.

D& 1am sach pectin, céc tac gia sang ché da phai rira mot vai lin bang ruou va
metanol, khé khin hon khi lam sach pectin dugce 0 véi lacaza so voi pectin khong cai
bién duoc chiét. Sau mot vai 14n rira bing etanol va metanol (tinh khiét), cac tic gia
sang ché da thu duoc gel voi mau hdng nhat. Céc téc gia séng ché da thu thap gel va
lam kho & nhiét do phong (20°C) duéi ludng khong khi trong 24 gio. Sau khi gel da
khd hoan toan, cac tac gia sang ché da nghién n6 bang tay trong c¢bi bang géln. Céc tac
gi4 sang ché da goi d6 1 pectin tir ca phé dugc cai bién (MCP). Dich chiét khong c6
cai bién ciing duoc rira bing dung mdi va duogc lam khd trong didu kién tuong tu,

pectin nay dugc goi 1a pectin tr ca phé (CP).

V6i pectin tir ca phé dugc cai bién (MCP), cic téc gia sang ché d3 do ham
lugng cta du lugng axit uronic khong bao hoa trong polysacarit pectic. Cac phén tich
do hoat dong ctia lyaza pectin phan cét lién két 1-4 o D cuia axit galacturonic. Khi d6 1a

khong bdo hoa (khong c6 sy hién dién cua cadc nhém metyl hay axetyl) va bing c4ch so
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sanh véi cdc mau pectin duge biét ham Iuong cua oligosacarit khong bio hoa cé thé

duoc ngoai suy. Cac két qua dugc tom tit trong Bang 12 duéi day:

Bang 12: Phan tich ndng d6 ciia pectin khong bio hoa theo JECFA (Uy ban
chuyén gia vé phu gia thuc phdm ctia FAO/WHO)

Polysaccarit San phdm khong bdo hoa X 10* M
HECP (pectin tir cam quyt este cao) 3,10
SBP (pectin tir cti cai dudng) 2,03
MCP (pectin dugc cai bién tir ca phé) 0,285
CP (pectin tr ca phé) 0,476
Carrageenan 0,004

Khdi lugng phén tir pectin duoc tinh toan nhu polyaxit galacturonic v&i hé sb

mé rong 4600M-'em!.

Céc két qua nay cho thiy su khéc biét giita pectin tir ¢t cai dudng (SBP), MCP
va pectin tir cam quyt c6 este cao (HECP). Gia tri trong bang cang thp, polysacarit c6
ving tu do cang it dé hinh thanh lién két hydro hodc twong tic véi céc ion. Diéu nay
c¢6 thé giai thich 1y do tai sao CP (pectin tir ca phé) va MCP (pectin tir ca phé dugc cai
bién) khong gel héa va do d6 n6 dem lai kha ning s dung céc enzym nhu pectin
metyl estereaza (PM) hoac phuong phap xur ly kiém dé khir metyl ctia polysacarit. Pic
diém quan trong khac ctia MCP 14 tinh khong bdo hoa clia né 1a thap hon so v6i SBP,
didu nay tt nhién cho thiy ring mic di ca hai déu 1a pectin, cic san phim riéng la
khac nhau & mirc phan t. Hon nita, n6 cho thdy ring MCP ¢6 tinh chét ki nu6c hon
HECP hoidc SBP va néu tang ham lugng protein, img dung ctia n6 nhu 13 phu gia thuc
phim c6 thé 14 rd rang trong nhii twong hoa, ma con trong cac tmg dung hoan toan m&i
khac. Do d6, thyc nghiém xéac dinh nay chi ra cac ngudn chét lugng khac nhau hosc
loai pectin. N6 cho thdy ring pectin tir ca phé thuc su 1 khac véi pectin tir cam quyt
va SBP. Diéu nay 13 duy nhat cho keo tan trong nuéec. Véi phan tich trong bang 12, bd
kit Megazyme dé nhan dang pectin da duoc sir dung, theo quy trinh thir nghiém K-
PECID 11/11 (Megazime International Ireland 2011).
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Béao quan

Dé hiéu sy phat trién qua trinh oxy hoa ciia cac hop chét phenolic ¢6 trong thit
quéa ca phé, can phai chiét (cac) enzym xtc tac phan ting trong khi tranh oxy hoa céac
hop chét nay. Trong céc tai liéu trude do, cac tac gid da chiét va x4c dinh dic tinh cia
cac enzym giy oxy hoa trong 14 ca phé va ndi nhii (hat). Ho phat hién ra rang céc
enzym gdy oxy hoa la tir ho peroxidaza polyphenyl PPO (EC 1.10.3.2). Céc loai
enzym ndy chtra dong trong céc trung tAm hoat dong ctia ching va giy ra hydroxyl hoa
monophenol @ o-diphenol va qué trinh oxy héa phu tiép theo tir o-diphenol dén o-
diquinon. Enzym PPO chiu trach nhiém cho mau héa niu bédi enzym trong hau hét cac
loai trai cdy va thuc vat. Mau nau la két qua ctia ca hai qua trinh oxy héa hop chét
phenolic bdi enzym va khong bdi enzym. Céc san pham oxy héa ban dau 1a quinon,
ma nhanh chéng ngung tu dé tao ra cac hop chit mau nau twong d6i khong tan
(melanin). Cac yéu t§ quan trong nhit dé xac dinh ty 1& mau hoa nau bdi enzym cia
céc loai trai cdy va rau qua la ndng dd ctia ca hai PPO va cac hop chét phenolic, pH,

nhiét dd va su san c6 oxy & md thuc vat.

Enzym PPO tur ca phé cho hai bang dic trung trong SDS-PAGE, céc bang kich
¢& 64 va 29 kDa . Cac PPO tinh khiét cho théy ai luc cao véi axit chlorogenic, lan lugt
la, Xm = 0,14mM) DOPA (Km = 1,36mM), cathecol (Km = 4,75mM) va axit
pyrogallic (Km = 6,16mM). Médc du n6 dad duoc du kién ring axit chlorogenic c6 &i luc
hon véi PPO, qua trinh oxy hoéa ctia hop chit ndy dién ra nhanh hon so véi phenol
khac nhu cathecol. Cathecol da dugce quyét dinh sir dung c6 didu tiét t6t hon trong qué
trinh oxy héa, hinh thanh mau sdc cua cathecol con duoc sit dung boi céc tac gia khéic
do no ting hip thu & 420nm khi bi oxy héa. Céc tac gia séng ché da quyét dinh chiét
tht ca cac phirc hop enzym ctia thit qua va lam theo cdc qua trinh oxy hoéa ctia cathecol
nhu co chit nén bang cach st dung phan chiét enzym. Khi cd ddc enzym tir thit qua ca
phé, quan trong khi d& cdp ring cac phan con lai trén mang Amicon 1a mau nau dam.
Trong qué trinh chiét, PVPP duoc st dung dé gin mono va diphenol ma c6 thé c6
trong dung dich. Sau khi ly tam, nhidu hop chit mau duoc nhin thiy trong phan chiét
thit qua ca phé dugc gilt lai, didu nay c6 thé c6 nghia ring polyphenol duoc gin vao
phan t&r 16n hon nhu protein va polysaccarit. Cac hop chit mau khéng rira giai qua

mang ma nén d& cho céc phén tr nhé hon 10kDa di qua. Boi vi muc tiéu 12 dé kiém tra
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su (rc ché enzym bang cach bd sung cac chét héa hoc (natri bisulphit) hodc bang xt Iy
nhiét d6 trong truong hop xi ly, céc tac gid sang ché luu giir tat ca cac kich ¢& enzym
¢6 thé ma c6 thé c6 anh huodng trong qua trinh oxy héa cla cdc hop chét polyphenolic.
Dich chiét ctia enzym duoc sir dung nhur né duge chiét tir mang Amicon, va duoc tao

huyén pht trong dung dich dém phosphat 50mM & do pH 6.
Uc ché in vitro

Dé tinh toan su Gc ché cia qua trinh oxy hoa, thay ddi trong hép thy sau 24 gio
cua dung dich véi enzym va co chét dugc so sanh, véi thay dbi ctia d6 hip thy cia cac
mAu v6i dung dich Natri bisulphit hodc khi nhiét d§ dugc &p dung. Véi tc ché voi
natri bisulphit, d6 hdp thu ctia dung dich chiét enzym giam ma khong cin thém
cathecol. C6 su tuong tac rd rang cia dung dich bisulphit vdi cac hop chit mau trong
phan chiét enzym tir ca phé. Diéu nay ciing cing cb ¥ tudng rang polyphenol c¢6 thé 1a
mot phin cta cic phin tir 16n hon ma khong duoc tach rira qua mang Amicon. Hogc
céac polyphenol chinh 14 polyme 16n hon 10kDa. Tuong tic ctia protein va polysacarit
v6i polyphenol nhu resorcinol va cathecol dd dugc nghién ciru trong qua kha. Su
tuong tac cia albumin huyét thanh bd (BSA) véi cathecol chi ra rang phtic hop c6 thé
bi ddo nguoc, va dugce thuc déy bdi céc hién tugng bé mit khong dic hiéu. Phirc hop
nay x4y ra thong qua ca lién két hydro ctia céc polyphenol véi ketoimit ngoai thit, va
nhém phén cuc trén protein va tuong tac ky nude. Cac co ché nay c6 thé phu thude
vao ndng do protein va do pH. Nong dd polyphenol trong thit qua ca phé 1a cao.
Protein cling dugc phén tich trong thit qua ca phé twoi va da dugc tim thiy 1a 8% (d.b.)
(Bang 6). Néu protein tir cling mot phan chiét ca phé di vao dung dich khi xay, céc
polyphenol c6 thé lién két véi protein. Bai vi viée chiét dién ra & d6 pH ma lién két
cta polyphenol véi protein nhu BSA 1a thuin blqi, qué trinh lién két tuong tu c6 thé xay

ra vOi protein tir thit qua ca phé.

Mau duge xit Iy nhiét khong c6 co chét da thé hién su hép thu ting, so véi cling
loai mAu khong qua xtt Iy nhiét. Diéu nay da duoc dy doén vi nhiét do lam ting ti 18
x4y ra qué trinh oxy héa. Trong cdc mau chi ¢6 co chét, cling c6 su gia ting hip thu.
Ty 18 @tc ché da dugc lam cho ding véi cac thay dbi bang cach trir di d6 hap thu cia
dung dich enzym khong c6 co chét, ma c6 thé duoc quan sat thdy trong Bang 13 ¢6 do

hép thu cao hon sau 12 gid 0 & nhiét dd phong (20 ° C).
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Bang 13: Hip thu 4nh sang dugce do & 420nm sau 12 gior cho oxy hoa cathecol

(co chét)

Xt ly Co chét tring (AU | Chiét enzym Phan ting oxy | Uc ché oxy
(don vi hip thu)) | tring (AU) héa (AU) héa %

Khéng 0,072 0,158 0,385 0%

Natri bisulphit | 0,063 0,095 0,083 105%

Nhiét do 0,137 0,171 0,184 94%

Hop chét sulfit c¢6 thé dugc st dung dé trdnh qua trinh oxy héa trong thuc
pham. Nhu céc tic gia sing ché da thdy trén fig. Sc, phan chiét enzym tir ca phé oxy
hoa cathecol, nhung véi sy ¢6 mit cia natri sulfit, qué trinh oxy héa dung lai nhu
duoc thé hién ¢ bang 13. Phén chiét enzym 13 hdn hop clia enzym ndi sinh tu nhién;
PPO ¢6 mit trong phin chiét ndy. C4c qua trinh oxy héa cua cathecol cho thdy phan
tng chinh gép phin vao mau nau cla thit qua ca phé 1a qua trinh oxy hoa xtc tac boi

cac PPO.

Nhiét do 12 mot phuong phap khac dé ngin chin mau niu cia céc loai trai cdy
va rau. PPO ¢6 thé bi bat hoat khi nhiét do trén 40°C. Nhu phén 16n cac qua trinh cho
bét hoat bing nhiét dugc danh cho cac loai trai cdy twoi va rau, cc san phim duoc
mong mudn 14 tiép xac véi nhiét do cao it nhit ¢6 thé dé bao toan bé ngoai clia san
phim. Trong trudng hop cla thit qua ca phé, sy ché héa ndu boi enzym 1a mong
mudn bao toan sinh khéi thi cic qué trinh sau d6 méi c6 thé dugc ap dung. Khi bé
ngoai hodc két cdu clia san pham khong phai 12 quan trong, thit qua ca phé c6 thé chiu
nhiét dd cao hon va thoi gian dai hon. Tuy nhién, tdc dong cia phuong phép xtt ly nhu
vAy voi chit lugng cubi cling clia pectin phai dugc danh gia. Cac tic gid séng ché
quyét dinh dé gia nhiét phén chiét enzym tir cd phé trong 30 phut va 90 °C, do d6 dé
md phéng budc chin binh thudng d6i vé6i thit qua, theo cach nhu vay khong chi PPO
va cac enzym khac cling nhu hoat dong cua nim s& ngimg lai. Nhu c6 thé thy trong
bang 13, nhiét do cling trc ché hoa niu béi enzym, tuy nhién né ciing xtic tic qué trinh

oxy hoa do dé sy thay ddi v& d6 hép thu gitra co chit tréng, cic enzym tréng va cac
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mAu oxy hoa. D9 hép thu cao hon so véi cac phwong phap sulfit c6 thé 12 do qua trinh
oxy hoa khong phai bdi enzym cta polyphenol c6 trong phan chiét ca phé cling nhu
cac qua trinh oxy hoa cta cathecol boi sy c6 mét cia oxy. Trong moi treong hop, nhiét

do c6 thé duogc 4p dung cho thit qua ca phé dé ngan chin héa nau béi enzym.
Quy md béo quéan 16n cta phan thit qua ca phé

Vi dung dich sulfit da cho két qua duong tinh véi su trc ché oxy hoa, céc tic gia
sang ché st dung dung dich 1% natri bisulphit dé ngam thit qua thu duoc tlir phuong
phép xay uot.

Trong 24 gid dau tién da c6 su thay dbi vé mau séc cia thit qua tir mau nau dam
t61 mau vang sang hon. Tuy nhién, khong c6 thay doi trong do hép thy & bt ky diém
nao & 420 nm. Mau vang sang cua dung dich dugc 6n dinh trong sudt phan con lai ctia
phan tich (15 ngay) sau dé c6 bang ching 16 rang cla qué trinh 1én men trong thing
chira. Didu quan trong 13 dé& cip dén ring, trong 3 ngay dAu tién cta thir nghiém thit
quéa ca phé ma 1a & bé mit va khong ngam trong dung dich Natri bisulphit, mau sdc
thay ddi (séc t6 mau nau sdm), va bi tn cong boi cac loai nAm (c6 thé 1a théi tring
béng phén tich vi sinh, khong hién thi). Tuy nhién, tat ca cac phan con lai cta thit qua
duogc ngép trong dung dich tiép tuc dé mét sic t6 (th mau d6 ciia qua ca phé tuoi sang
mau vang cia dung dich) va khong c6 cudc tdn coéng ctia nAm nao duoc ghi nhan. Vi
vily, dé tiép tuc cac thi nghiém 16p thit qua oxy héa di dugc g bd va trong lugng da

duoc 4p dung cho cac sinh khdi dé gitt cho n6 ngép trong dung dich.

Viée stt dung dung dich sulfit giai quyét mot van dé hau can rit 16n vi trong
dung dich nay thit qua ca phé cé thé duogc bao quan trong thoi gian 14u hon. Tuy nhién,
sau mot thoi gian (20 ngay) thit qua da dwoc bao quan trong dung dich sulfit bit dau
1én men. D& gift sy toan ven clia qué trinh 1én men pectin phai dugc lam ngung lai;
mdt cach thie bao quan t6t hon phai duoc thuc hién. Lam kho thit qua c6 thé giai
quyét cac vin dé cia qué trinh 1én men va gidm chi phi van chuyén. Cac ky thuat 1am
kho c6 thé dugc 4p dung cho thit qua ca phé dua trén céc yéu t6 k§ thuat va kinh té c6
thé bao gdm mot hodc nhiéu: sdy 10, phoi, siy hdm, sdy dai va sdy khong quay. Déi
v6i may sdy mé mét trong cac yéu t6 han ché 14 tinh nén dugc cua thit qua ca phé. Dbi

v6i bén cong nghé khac kha ning duoc tinh theo san xuét thit qua cho nha may uét
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quy md vira mdi ngay. Tai dinh diém ctia mia, nha may kich thuéc trung binh cé thé
san xuét w6t 63,50 tin thit qua mdi ngdy, cic tac gia st dung ham lugng nude tdi da
ma thit qua c¢6 d6 1a 85%. Vi vy 1a cin thiét dé loai bo 52,16 mét khdi nuéc trong 8

gidy dé c6 duoc thit qua ca phé véi do 4m 10%.

S4y kho s& 13 chi phi chinh trong viéc sit dung sinh khdi thit qua ca phé. Tai
thoi diém thit qua ca phé 1a dugc phoi kho duéi ludng khong khi khong ddi gan véi hé
thdng sdy kho bing mit trdi, mit khoang 8 ngdy cho tai trong 20kg cho mdi mét
vubng. Cac tdc gia sang ché da tim thiy rang sau khi chén va ép thit qua thoi gian nay

dugce giam xudng con 2 ngay ¢ cung diéu kién.

Khi thit qua dugc luu trit trong dung dich sulfit, sinh khédi co thé duge van
chuyén, khi dé r4o nude va ép, thit qua khong biéu hién qud trinh oxy héa. Sau khi rao
nudc, thit qua da dugc dat trong khay cho phoi ning, sau mot ngay thit qua biéu hién
sy ting trudng clia ndm. CAc tac gia séng ché kiém tra d6 pH clia sinh khéi va thdy n6
1a 6,0. Dé pH nay 1a t6i uu cho ném, day 13 1y do tai sao céc tac gia séng ché quyét
dinh didu chinh d6 pH cta sinh khéi t6i 3,5 ngay trude khi chin. Két qua 14 sinh khdi
chuyén mau sang mau dé tuoi sdng, va sau nhiéu ngay lam kho khong c6 bang chimg
v& sy phat trién ctia nAm hodc qué trinh oxy hoéa. Tuy nhién khi céc tic gia sang ché ép
thit qua, cac tac gid sang ché mét pectin hoa tan, dua ra xem xét rang, chan & d6 pH
thdp c6 thé din dén qua trinh thiiy phan, bao quéan va lam kho thit qua c6 thé din dén
ning suét thip cta pectin. Cac bidu db phat trién cho viéc bao quan thit qua ca phé véi

quy md 16n nhu sau trong fig. 5d voi céc sd chi din sau day.

Bang 14: s chi dAn cta fig. 5d

86 chi S6 chi
~ NghTa ! . Nglfﬁa
dan dan
2.1 100 Kg qua ca phé tuoi 2.12 Diéu chinh pH
22 M4t 1,26 Kg 2.13 Su ty tring
23 Loai bo phin thit qua 2.14 Ep
2.4 Thit qué 44,84 Kg 2.15 Thit qua duoc bio quéan
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86 chi S6 chi
N Nghia . Nghia
dan dan
27 Kg
2.5 Dich nhay+vo triu 56,15 Kg | [.2.16 Kho
. Thit qua duge bao quan
2.6 May khir dich nhay 2.17
kho 10 Kg
V6 trdu khd clia ca phé
2.7 2.18 NaHSOs3 1% 44,84 L
25,02 Kg
2.8 Kho 2.19 Axit nitric 20% 0,22 L
2.9 Nudc 22,96 Kg 2.20 Nuéc ép 71 L
2.10 Dich nhdy 8,17 Kg 2.21 Nude 17 Kg
2.11 Béo quan ngdm Sulphit

Céac quy trinh bao quan cho phép giit thit qua 6n dinh trong thoi gian dai, mic
di sy 6n dinh ctia n6 va tac dong dén chét lugng pectin chua dugc danh gia. Céc tac
gi4 sang ché da chiét pectin tir vét liéu bdo quan cho két qua twong tw nhu vt lidu
dong kho. Céc tac gia sang ché chua kiém tra higu sudt ctia pectin & bit ky don xin cip

bang sang ché nao.
Chiét pectin quy mé 16n tir phan thit qua ca phé

Van dé dau tién khi mo rong quy md quy trinh nay véi thit qua bao quan wét 1a
su dong nhit cua sinh khéi v6i axit. Pha tron sinh khéi cung cap hdn hop thd, ting
ning suét 12 cAn thiét dé giam kich thudc hat ca thit qua. Cac tac gia sang ché ¢ ging
sir dung may dun thd so dé dat dugc qua trinh xay xat thit qua. Céc két qua 1a khong
t6t vi khéi thit qua lam dirng may dun rit nhanh. Kha ning giit nuée cta sinh khdi co

thé gay ra van dé nay. Vi vay, cach duy nhét dé dat dugc hdn hop tdt 12 v6i mot may
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xay ngam. Tuy nhién, qué trinh xay x4t thit qua phai dugc t61 wu hoa trong twong lai

dé chiét hodc thé tich 16n hon.

Déi v6i viee chiét quy mo 16n thir nhét, nguyén liéu ban ddu cla cac tac gia
sang ché 1 thit qua thu dugc tir quy trinh nghién w6t truyén théng. Thit qua duoc bao
quan trong dung dich sulphit (1%), va khong c6 qud trinh oxy hoa dugc nhin thdy. Céc
tac gia sang ché da ldy thit qua v6i mot ludi loc va ép ra lugng nude di dé tdi da hoa
lwong chét ran. Nude loc tir thit qua thé hién do duc. DAy c6 thé 1a pectin va vat lidu
hoa tan khac & dang huyén phu, vi trong qua trinh van chuyén céc tac gia sang ché da
¢6 mdt it nude tran, va khong thé 1am can bang khéi lwgng véi ban than chét long.
Mic du, thit qua dugc ngdm trong dung dich sulfit 18 quan sat dugc. Khi thit qua rdo
nuée duge trdn voi dung dich axit, mau sic ciia hdn hop chuyén sang mau dé. Nhu
thdo lun trude day, didu nay c6 thé 1a anh hudng cia su thay dbi pH ciia polyphenol.
Khi dun néng, bun tach rit nhanh nén viéc tron bn dinh 12 can thiét dé giit cho céc sinh

khéi tiép xuc véi dung dich axit.

Céc dung dich d3 c6 mot mau do dau tdy sang, nhung do nhét khong cao. Tuy
nhién, tai trong clia cac chit ran lo ling thi cao. PO Brix clia dung dich 1a 15°. Tinh
todn dd Brix bdi méy do chiét xuét 1a khong chinh xéc, do su két tha cia mot sd cac
chét rén theo thoi gian. RS rang 1a c6 céc hat li ti 1o ling trong dung dich, diéu nay lam
hong rat nhanh bat ky vai thua hodc gidy loc ma cac tac gia sing ché da thir. Pé co
duge mot dung dich trong cac hat phai dugc loai bo. O quy md phong thi nghiém, cac
tac gia sang ché loai bd tht c& cac chat rin bang cach loc qua gidy loc Whatman # 2
(100pm) bang cach loc chin khong hodc véi vai. O quy md 16n vai thua 12 khong hiéu

qua va céc tac gia sang che mat rat nhiéu vat liéu.

Vi sb lugng dung dich dugc loc, qua trinh ¢6 hiéu qua phai dugc st dung dé
loai bd cac hat. Cac tac gia sang ché di chon mot bo loc tdm ép truyén thdng 20cm x
20cm va bay khung (dién tich loc 0,28m?, Tellarini Pompe Italy). Ban dAu cac tac gia
sang ché st dung cling mot gidy Whatman # 2 nhu mang, ma céc téc gié sang ché ciing
st dung trong phong thi nghiém. That khong may, két qua 1a rét thip, vi gidy loc da bi
chin gin nhu ngay lap tic (hong). Dé lam cho c6 kha ning loc, céc tac gia sang ché
thiét ké mang vai téng hop c6 dudong kinh hat 100pm tiy chinh thuc hién véi kich

thuéce ép loc. Vi mang mai duge tao ra, loc duge céi thién, nhung chu ky hoat dong
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van 13 qué ngdn vai it hon mét lit dung dich trén mdi chu ky. Cac nha san xuit mang
sau d6 khuyén céc tic gia sang ché st dung tro loc, trong trudng hop nay dét min
(DIE) 12 vit lidu c¢6 hiéu suat tbt nhit. Vi vdy, céc tac gia sang ché tron 1in cac dung
dich véi 1Kg (DIE) cho mdi 101 ctia dung dich. Tir it hon mot lit mdi chu ky, céc tac
gia sang ché ting hiéu qua dén bay lit mdi chu ky. Céc hat lo ling dinh vao DIE va tao
thanh ving loc trén mang. Sau chu ky, banh dwoc hinh thanh cé thé duge rira sach cho
st phuc hdi cia cac hat lo ling va DIE. Cac téc gia sang ché thu hdi mot phan céc hat
lo g va da lam phéan tich thanh phan. Cac hat nay gdm 23% protein va 51% hydrat

cacbon, c4c hat ndy c6 thé dugc quan tAm trong tuong lai.

Sau khi loc, néng d6 Brix cua dung dich 1a 10°. Sau do, céc tac gia sang ché
thém etanol theo ty 1€ so v6i dung dich 4:1. Céc tac gia sang ché do ty 18 phéan trim
etanol v&i alcoholimeter (ty 1& phan trim trong thé tich/thé tich) va phat hién ra céc
dung dich da cao hon gié tri duoc dé xuit. Pidu nay c6 nghia 1a cic tic gia sang ché co
thé giam bat lugng etanol cho hidu qua két tia, trong cac dot tiép theo cAc tac gia sang

ché chinh gia tri nay chi dat 70%, sb ti 16 chinh x4c cla etanol 1a 1:1 thé tich/thé tich.

Sau khi ¢ dinh ndong d9 etanol va cac van dé loc cac tdc gid sang ché tién t6i

chiét quy mo 16n theo quy trinh ciia luu d6 trén Fig. Se véi cac s6 chi dan sau day:

Bang 15: s6 chi din cta fig. Se

S6 chi | Nghia S6 chi | Nghia S chi | Nghia
dan dan din
3.1 Thit qua dwoc| |3.19 |30L chatléng 337 |ETOH 96%
bao quan udt 10 39Kg
Kg
3.2 Dong héa 320 | Axit nitric 1% 40 | [3.38 | Suloc
Kg
3.3 Chiét axit 321 |DIE4Kg 339 |ETOH
70%+Hoa tan
9,9Kg
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S6 chi | Nghia S6 chi | Nghia S6 chi | Nghia
dan dan dan
3.4 Ep 3.22 | Suloc 3.40 | Chétrin5Kg
3.5 T=92°C t=3h | [3.23 |chét rin dugc tao | |3.41 |Kho
pH=2,0 huyén phu 20 Kg
3.6 Banh 20 Kg 324 |14L 342 |Pectin dugc
cai bién 170 g
3.7 Chiét kiém 325 |Pidu chinh pH
ddng hoa
3.8 Piéu chinh pH 3.26 | két tiia Alcohol
3.9 Ep kho 327 |ETOH9% 31,2
Kg
3.10 Su loc 3.28 | Suloc
3.11 | chét rin dugc tao | |3.29 |EOH 70%+Sol,
huyén phu 34 Kg 652 Kg
3.12 |NaOH 0,5% 40| [3.30 |6Kg
Kg
3.13 | Kho 331 | Ddnghoa
3.14 | Chitrin2Kg 332 |Dung dich dém
amoni pH 6,0
3.15 Banh 4 Kg 3.33 | phan ing enzym
3.16 |DIE4Kg 334 | T=20°C t=12 gio
pH=6,0
3.17 | T=10°C t=1 gio 3.35 | Lacaza 18 mg/ml

pH=9,0

1 ml
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S6 chi | Nghia S6 chi | Nghia S6 chi | Nghia
din dan dan
3.18 |26 L Chéat long 3.36 | két ta alcohol

Vi thong tin vé cin bang khdi luong, cic tac gia sang ché tinh toan san luong
chiét tir thit qua bao quan uét, c6 tinh ring thit qua wét 12 75% do im, tong ham luong
chit rén chi 1a 2,5 kg. Sau khi lam kho gel cudi ciing, pectin ¢6 khéi lugng chi 1a 170g.
Didu nay dem lai cho céc tac gia sang ché chi ¢6 6,8% san luong. Bing céch cai bién
cdc quy trinh, céc thiét hai rd rang nhit cia polysacarit c¢6 thé 1a trong cac budc loc.
Céc chét rin dugc tao huyén phi ¢6 ham luong protein va hydrat cacbon cao nhu da
dé cp tru6e day. Tuy nhién, cac hat khong hoa tan & do pH nim trong khoang tir 3,5
dén 7,0 ma 1a d6 pH dé én dinh pectin. Yéu t6 khac lam giam ndng suét 1a viéc chiét
chét rn hoa tan. Trong phong thi nghiém, cic tac gia sang ché do ham luong chét rin
hoa tan trong nudc nhung khong hoa tan trong rugu (S¢i hoa tan bang 7), phuong
phép phan tich nay lam ding ham lugng protein (AOAC 985.29 4n pham lan thir 18)
va gié tri cta no 1a khoang tbt ctia ham luong cia vat lidu pectic. San lugng 170g
pectin tir 10K g thit qua w6t (6,8% trong diéu kién kho) 1a it hon mot nira ctia chét xo
hoa tan (12%) trong thit qua ca phé. Ciing rit quan trong dé dé cap dén 13 mau cta
pectin dugc chiét rat tbi, c6 thé chi ra su c6 mit cta flavonol lam gidm ham lugng
dudng trong tong khéi lugng. Phan 16n cong viée van duogc thuc hién trong qué trinh

chiét va tinh ché pectin tir thit qua ca phé.

Kha ning tai san xuét cla phuong phép trong phong thi nghiém dé chiét pectin
tir thit qua ca phé da duge thir nghiém va két qua dong nhét v6i qué trinh chiét trude
day. Mic di phuwong phap nay c6 thé tai san xuét, vin con nhiéu cai thién vé thong sb
k¥ thuat chiét va loc dé ting ning suét, phwong phdp méi dé chiét pectin st dung trong
céc thiét bi nha may khac nhu chiét nd hoi nudc, 10 vi séng hodc 4p suét cao cé thé
ning cao ning suit cua pectin. Khia canh khac dé nghién ctru con 12 tinh ché pectin. Vi
thit quéa ca phé c¢6 sb luong polyphenol, 13 can thiét dé tim cach loai b6 chung dé pectin

c6 thé dugce sir dung trong céc ing dung thuc phdm ma khéng thay d6i mau sic.
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Dé tranh qua trinh oxy héa nhanh chéng clia thit qua ca phé, cac tac gid sang
ché ¢6 thé st dung dung dich natri sulfit dé thu thap va luu tr sinh khéi. Dung dich
sulfit thé hién tac dung chdng oxy hoa khi 4p dung cho thit qua ca phé. Phuong phép
nay c6 thé duge ting quy mdé mdt cdch nhanh chéng va c6 vé 1a ¢ hiéu qué chi phi
cho sinh khdi sb luong 16n. Cac téc gia sang ché cling 1am rdo nudc va kho sinh khéi
dé tranh qu4 trinh 1én men. Sau khi sy, thit qua 13 dn dinh va c6 thé dugc van chuyén
khip moi noi ma qua trinh chiét dwgc thuc hién. Chét luong va tinh Ung dung cia
pectin tir ca phé duoc chiét tir thit qua dugce bao quan va sdy kho can dugc kiém tra

trong tuong lai dé x4c nhan tinh hitu ich ctia phuong phép nay.

Trong khi m¢& rdng quy mo cla quy trinh nay, cdc tic gia sang ché gip mot s6
tr& ngai cin chu ¥ trong viéce tdi wu hoa trong twong lai. Mot trong cac véAn dé chinh 1a
ning sut thip cta pectin, ma cac tic gia sing ché nhan duoc tir thit qua ca phé (bio
quéan) tuoi . Ngoai ra con ¢ nhidu vin @& k§ thuét trong cac phuwong phap loc noi ma
thiét hai xay ra 1a rit quan trong. Cudi cung, cin dat cha ¥ nhiéu hon vao viée tinh ché
pectin da duge chiét. Trong tAm chinh ngay bay gid nén tim ra qua trinh t61 wu dé chiét

va tinh ché ma tranh viéc st dung dung moi.

Tinh chét tao gel ciia pectin tir ca phé thu dugc theo sang ché tot mot cach déng
ngac nhién va dugc so sanh v6i cic chét tao gel khac. Tham chi, tinh chét tao gel
dudng nhu t&t hon so véi gum arabic, khi so sénh & cing ndng d6. Tuong tu nhu vay,
ciing c¢6 thé, cac thudc tinh tao gel cla pectin tir ca phé nhu duge md ta trong tai liéu
ndy, 14 dang ké hon so véi pectin tlr ci cai dudng (& cing ndng d6). N6 con xuét hién
rang khong cén xir Iy bang enzym theo séng ché, cai bién enzym hon nita ciia pectin tir
ca phé 1a rat kho, tham chi khong thé. Do d6, dang ngac nhién 12 ban than cai bién
enzym cua pectin tir ca phé 1a rat khé khin hodc tham chi khong thé, trong khi d6 véi
céc pectin khac 14 khong c¢6 van d&. Chi sau khi 4p dung quy trinh theo sang ché, bao

gbm chiét axit va cai bien enzym, c6 thé ti€p tuc cai bién enzym véi cac enzym khac.

Céc ngudn pectin khac nhau c6 céc dic diém phan tr khac nhau va mtc d
metyl héa, hodc axetyl hda khac nhau. Theo nhu céc tai li€u k¥ thuét cé li€n quan
truge day, chi pectin chiét tir ¢t cai dudng c6 thé thé hién este feruloyl gén véi cdu
tric pectin. Tuy nhién, theo sang ché, dugc phat hién ra mot cach bat ngd ring pectin

duge chiét bang quy trinh dugc mo ta trong ban mo ta ndy tir thit qua ca phé thé hién
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sw ¢6 mit clia hop chét phenol (axit ferulic 1a hop chét phenol con dugc goi 13 axit
cinamic). Ngoai ra, hop chit phenol dugc gén v6i phan doan c6 trong luong phéan tir
cao hon ctia vat liéu thanh té bao khong tan trong ruogu, tan trong axit cua thit qua ca
phé. Chi pectin véi nhém feruloyl co6 thé duoc lién két chéo bing enzym st dung
enzym nhu lacaza theo quy trinh theo sang ché. Pectin tir cam quyt hodc pectin tir téo
khong thé hién nhém feruloyl gin voi nhanh trung hoa ciia cic phan tir. Phan tir pectin
c¢6 thé duge xem nhu xuong sdng cla axit galacturonic (viing min hogc HG) gén lién
v6i chu truc nhanh bao gdm rhamnoza, arabinoza va galactoza unitit (ving r4m hodc
RG). Nhom metyl va nhém axetyl dugce gin vao phan doan cua axit galacturonic,
trong khi nhém feruloyl chi dugce tim thdy trong céc chudi bén trung hoa. Tai do pH
cao hon, nhém metyl c6 thé duoc thiy phan tir xwong sdng pectin. Cac nhém axetyl
can diéu kién khéc nghiét dé dugc thiy phan (vi du d6 pH cao va nhiét d cao hon).
Tai do pH cao, céu triic pectin dugc phd v& thong qua co ché loai bo beta, ma chi anh
huéng dén phan doan galacturonic ma khong ¢6 cac nhoém phy khéc. Tém lai, & do pH
cao, nhém metyl dugc thily phan va khu vuc min bi chia cit & cac vi tri ma khong c6
c4c nhom phu khéc. Khi cai bién enzym xay ra, dic biét 13 né co thé xay ra théng qua
céc chudi bén trung hoa trong ving RG. Pidu nay dem lai phan t& méi véi DM thap
hon va DA cao hon. Lién két chéo béi enzym ctia pectin chi c6 thé xay ra khi nhém
feruloyl c6 mat trong phan t. Tir tai liu, cac tac gia sang ché biét rang chi ¢ pectin
tir ¢t cai dudng va bay gidr 1 pectin tir ca phé thé hién kiéu nhom nay trong cu tric
pectin cua ching. Cic phéan ung lién két chéo duoc xuc tic dic biét vi du bai PPO
(polyphenyl peroxidaza) ma chira peroxidaza cai dau va lacaza. Do d6 cdng nghé dua
trén ca loai enzym dugc st dung va ngudn gbe cha pectin. CAu trac pectin tir ¢l cai
duong thé hién cdu hinh loai RGI trong @6 RG c¢6 khoang tlr 49 dén 59 mg/g chét kho
va tdi da 1a 656 mg/g chét kho cua axit galacturonic khi khtt este hoa st dung PME
thuc vét, trong khi so v4i pectin tir ca phé RG chi c6 10 mg/g chit kho va axit
galacturonic ¢6 281 mg/g chét khd. Do d6, pectin tlr ca phé vé co ban khong gidng véi
pectin tir cd cai dudng v& mit céu tric. Hon nita, pectin tir cd phé c6 mic do axetyl
hda cao hon so vdi pectin tir cu cadi d6. Trong qué trinh thu pectin tr ca phé, ham
lugng polyphenol trong cé hai phén chiét 13 rit cao, d3 duoc ching minh & quy md
phong thi nghiém 12 néu khong c6 xir Iy bat ky dé 1am giam polyphenol hoat hoa trong

phin chiét pectin, vé& co ban khong c6 phan tng enzym dién ra. Phan Gng duy nhét
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duoc thuc hién ma khéng c6 han ché bét ky 13 lién két chéo oxy hoa clia pectin. Vi
véy, cn c6 thé cai bién pectin bang enzym trong chét nén cta ca phé (pectin tir ca phé)
dé loai bo gifra cac tanin khac hodc 1am cho ching phan @ng nhu dwge mo ta trong ban
md ta nay. Néu khong c6 lacaza va/hodc oxidoreductaza, c6 thé khong thuc hién duoc

cac phan ing enzym khéc vai pectin tur ca phé.

Nhu két ludn thir nghiém, pectin tir ca phé c6 thé dugc chiét tir thit qua ca phé
véi san lugng cao. Ngoai ra, pectin tr ca phé co thé dugc cai bién vé mit héa hoc hodc
enzym dé san xuft pectin c6 tinh chét tao gel st dung duge. Polyphenol trong pectin
chiét thé hién thay d6i budc séng hip thu (quang hoc) theo d6 pH ting 1én, va diéu nay
thé hién chic chin sy c6 mit cta polyphenol trong mang phirc hgp nhu flavonoit.

Chudi bén trung hoa do d6 c6 thé feruloy este héa hop 1y trong ciu tric.

Pectin ¢6 ban trén thi truong dugce dic trung bdi ham luong cao cua axit
polygalacturonic, dinh nghia hop phép cho pectin dugc str dung nhu chit phu gia thuc
pham hoic cho cic muc dich duge doi héi phai c6 it nhit 65% cua tro va ndng dd 4m
tu do 14 axit galacturonic. Yéu cau nay han ché ngudn pectin thuc phdm va duoc phdm
tiém nang. Su khac biét vé axit galacturonic gifta cic ngudn pectin c¢é lién quan chu
yéu dén su khéac biét v& ndng do cua duong trung hoa ma 1a mot phan cua arabinana

16n, phan tir va gbc galactan.

Céc dic tinh dugc biét dén nhidu nhét cia pectin 1a no tao ra gel véi dudong va
axit. Didu nay c6 thé duge xem nhu 13 sy khir nwéc mot phan clia phan tir pectin dén
murc d6 ma né 1a thé trung gian giita dung dich va két tia, CAu triic dic biét ctia pectin
dit ra mot sd han ché cu thé. Pectin metoxyl cao, khong gidng nhu alginat, khong chira
nhom axit du dé gel hoa hay két tia v6i ion canxi. Tai do pH ngay trén gia tri pK cho
cac nhom axit, phan tir ¢6 dién tich 4m di dé ngin chin sy gel hoa trong diéu kién
thuc t& & hé nuée dudng. Vi do pH giam dén, pectin c6 kha ning tao thanh gel diu tién
& ham lugng duong cao (khoang 80% trong quy mo d¢ Brix) va véi ham lugng duong

thip dan khi d6 pH giam.

M0ot trong cac bién thé thuong mai cua cau tric pectin 12 mo hinh axetyl hoa va
metyl hdéa do cdc moi quan hé¢ cua gid tri ndy vdi cac hanh vi gel hoa. Axit

galacturonic & dang polyme hoa, c¢6 kha ning thé hién nhém metyl gin vao nhém
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carboxylic. Phan trim metyl hoa dugc biéu dién duéi dang ty 16 ctia nhém metyl véi
mdi mol axit galacturonic c6 trong pectin. That vy mot trong cic dic tinh thuong mai
cta pectin 12 mirc d¢ metyl hoa DM. Mtic do metyl héa ngén cach giita pectin thiét 1ap
nhanh va pectin thiét 1p cham. Tai gié tri d6 pH thip hon 3,0 pectin thiét lap rdt nhanh
v6i mirc do este hoa trén 72% s& tao thanh dang gel véi 55% hodc it hon dudng. Pectin
thiét 1ap chim 13 san phdm cta qua trinh thiy phan nhe nhém este dén muc do ndm
trong khoang 58% -65% DM, va do d6 mang nhiéu dién tich hon & do pH da néu. Hau
qua 1a do bén gel va duong cong nhiét do thiét 1ap dugc dua t6i do pH thip hon. Cac
pectin nay dugc dung & noi can nhiét do thiét lap thép hon, hodc néu khong 1a noi ma
ty 1& thiét 14p s& 1a qué cao vi chét rin dudng cla san phdm ting. Pectin metoxyl thip
duoc san xudt boi khir este hoa dén diém ma it hon 50% tong s céc nhém carboxyl
duoc este hoa. Néu qué trinh nay dugc thuc hién bé’mg cach str dung axit hoac kiém, su
cin bang ton tai dudi dang nhom axit tw do; cac pectin nay dugc goi la pectin metoxyl
béc thip thong thuong hoidc khong dugc amit hoa. Ngoai ra, pectin ¢6 thé duoc cho
phan (g v6i amoniac, thudng 1a do phan Gng khéng déng nhit trong huyén phu rugu.
Phan mg nay san xuét pectin amit hoa chira nhém amit axit ngoai nhém este axit. Ca

hai loai pectin metoxyl bac thip duogc cho 14 gel trong co ché hdp-tring vdi ion canxi.

K ét ludn 13, pectin c6 thé dugc cai bién béi enzym dé dép tng d6 metyl hoa va
axetyl hoa ddc hiéu nhu pectin tir cd phé dugc md ta trong ban mé ta nay, cho phép
dap ng cac loai dic tinh thiét 1ap khac nhau cling nhu cac hanh vi khac nhau khi bi
gel hoa, do d6 pectin thu duge véi qué trinh ndy c6 thé dugc phi hop cho céc tng

dung khéc nhau.

Do d6, sang ché ciing d& xuit quy trinh san xut san pham dua trén pectin bao
gbm st dung phan chiét pectin tir ca phé dugc thém nhém chirc polyphenol c6 thé dat
dugc boi qué trinh nhu dugc x4c dinh trong ban mo ta ndy (va/) hodc phan chiét pectin
ttr ca ph€ dugc thém nhém chirc polyphenol duge x4c dinh trong ban mé ta nay va xi
Iy phan chiét pectin tir ca phé dwoc thém nhém chirc polyphenol cung vdi mdt hodc
nhiéu thanh phén khéc tao thanh céc san phim dya trén pectin. Vi du, san phim dua
trén pectin c6 thé bao gdm san phdm thuc phdm. Theo phuong 4n khac, sén phim duwa
trén pectin bao gébm san phdm dugc. Theo phuong 4n khac, san pham dua trén pectin

bao gdm san pham dinh dudng. Thuét ngir "san phim dua trén pectin” c6 thé lién quan
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t61 san phdm bét ky bao gdm phin chiét pectin tir ca phé dugc thém nhém chirc
polyphenol, thdm chi khi lwong 12 thip. Mot hozc nhidu thanh phin khac c6 thé 1in
luot 13 thanh phdn khic bt ky cin thiét dé tao ra san pham thuc phdm, dugc phém,

dugc phdm dinh dudng nay.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh xir Iy phan thit qua ca phé bao gbém:

a.  cung cap phan thit qua ca phé, c6 thé thu duoc tir quy trinh san xuét dé tao ra hat

ca phé thd tir qua ca phé tuoi;

b.  chiét phan chiét chira pectin tir phan thit qua ca phé dé cung cép phan chiét chira

pectin, trong do:

(i) phan thit qua ca phé duoc dwa vao budc chiét thtr nhit & didu kién axit, thu
duogc san phdm chiét thi nhét va san phdm du, trong d6 san phdm du con dugc dua
vao budc chiét thir hai & diéu kién kiém, thu duoc san phém chiét thir hai va san
phim du thir hai, va trong d6 tir bude chiét thir hai nay thu duge san phdm chiét the
hai duoc két hop v6i san phdm chiét tht nhit con lai tir bude chiét thir nhat, va
trong d6 cac san pham chiét pectin duoc két hop ndy sau d6 con dugc dua vao xu 1y

bang enzym & giai doan c, hodc

(ii) phdn thit qua ca phé duoc dua vao budc chiét thir nhat & didu kién kiém, thu
dugc san phdm chiét th nhét va san phdm du, trong d6 san phim du con duge dua
vao bude chiét thir hai & diéu kién axit, thu dugc san phém chiét tht hai va san
pham du thi hai, va trong d6 tir bude chiét thir hai nay thu duge san phdm chiét thu
hai dugc két hop v6i san phdm chiét thir nhat tir bude chiét thir nhét, va trong d6 céac
san phdm chiét pectin duoc két hop nay sau d6 con duge dua vao xir Iy bing enzym

¢ giai doan c;

¢. XU Iy biang enzym phan chiét chira pectin, trong d6 viéc xir Iy bang enzym bao
gém xtr ly voi mot hodc nhiéu enzym dugc chon tir nhém gém esteraza va reductaza,
dé cung cip vat liéu pectin duoc xir 1y bing enzym, trong dé reductaza la
oxidoreductaza, trong d6 viéc xu 1y bing enzym bao gdm it nhit xi 1y voi

oxidoreductaza; va

d.  chiét phan chiét chira pectin tir ca phé dwgc thém nhém chirc polyphenol tir vat

lidu pectin dugc xir Iy bang enzym.
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2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 viéc xtt ly bing enzym bao gdm it nhat xir Iy v6i

mot hodc nhiéu oxidoreductaza duoc chon tir nhém g&n EC 1.10 hoac EC 1.11.

3. Quy trinh theo diém bt ky trong sé cac diém néu trén, trong d6 diéu kién axit
ctia bude chiét the nhat & diéu kién axit 1a & do pH nam trong khoang 0,5-4, trong d6
buédc chiét thtt nhit duoc tién hanh & nhiét do it nhit 80°C, trong d6 diéu kién kiém 6
bude chiét thir hai & d6 pH nim trong khoang 8-14, va trong d6 oxidoreductaza dugc
chon tir nhém gdm diphenol oxidoreductaza, peroxidaza, lacaza, va esteraza dugc
chon tir nhém gdm pectin-esteraza, metyl-esteraza, poly galacturanaza, polyglucanaza

ndi sinh, va polyglucanaza ngoai sinh.

4. Quy trinh theo diém 3, trong d6 trong buédc chiét thtr nhit, chét 1ong chiét thu

nhét dugc ap dung chua H2O».

5. Quy trinh theo diém bat ky trong s6 cac diém 1-2, trong d6 didu kién kiém &
buéc chiét thi nhét 1a & didu kién kiém & do pH nam trong khoang nim 8-14, trong d6
diéu kién axit cta budc chiét thu hai & d6 pH nam trong khoang 0,5-4, trong do budce
chiét th hai duoc tién hanh & nhiét do it nhét 12 80°C, va trong d6 oxidoreductaza
dugc chon tr nhom g6m diphenol oxidoreductaza, peroxidaza, lacaza, va esteraza
dugc chon tr nhém gbém pectin-esteraza, metyl-esteraza, poly galacturanaza,

polyglucanaza ndi sinh, va polyglucanaza ngoai sinh.

6. Quy trinh theo diém bt ky trong s6 diém 3 hodc diém 5, trong d6 bude chiét ¢
didu kién axit & d6 pH nam trong khoang 1,5-3 va/hodc trong d6 budce chiét & didu

kién kidm & d6 pH nam trong khoang tir 9-11.

7. Quy trinh theo diém bat ky trong sd céac diém néu trén, trong d6 trude khi chiét,
phan thit qua ca phé dugc dua vao quy trinh rita, trong d6 quy trinh rira bao gbm viée
tron phdn thit qua ca phé v6i dung mdi va tiép theo 14 loai bo it nhét mot phan cia

dung moi, trong d6 ham lugng nude clia dung moéi la < 80% theo trong Iuong.

8.  Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 trude khi chiét
phén thit qua duoc dua vao qua trinh bdo quan, trong d6 qué trinh bao quan bao gdm
mdt hodc nhiéu trong sb (i) bd sung chét bao quan vao phan thit qua va (ii) lam kho

phén thit qua.
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9.  Quy trinh theo diém bat ky trong s cic diém néu trén, trong d6 chiét phan chiét
chtra pectin tr ca phé dugc thém nhom chire polyphenol tir vt li€u pectin dugc xi 1y
bang enzym bao gém viéc tron it nhit mot phan cta vit lidu duoc xir Iy bang enzym
v6i chit 16ng chiét va tiép theo 1a loai b it nhat mdt phan cia pectin tir cd phé duogc

thém nhém chtic polyphenol, trong d6 chit 1éng chiét c6 do pH nam trong khoang 4-6.

10.  Pectin tir ca phé duge thém nhoém chirc polyphenol c6 ti 1€ phan tir clia nhom
phenolic trén tong cia don vi arabinoza cdng véi galactoza 13 ndm trong khoang tir

20% dén 60%, va c6 khdi lugng phén tir > 90000 Da.

11.  Pectin tir ca phé dugc thém nhém chic polyphenol cé6 mirc d§ metyl héa (DM) >
75% va muc do axetyl héa (DAc) > 75%.

12.  Pectin tlr c phé dugc thém nhém chire polyphenol theo diém bét ky trong sb cac
diém 10-11, trong d6 ham luong protein nam trong khoang 5-18% theo trong lugng va

trong 6 ham luong polyphenol nam trong khoang 0,06-0,18% theo trong luong.

13.  Pectin tir ca phé dugc thém nhém chirc polyphenol theo diém bt ky trong sb cac
diém 10-11, ¢6 khéi luong phén tir trong khoang 90000-120000 Da, c6 téng ham
luong duong rhamnoza, arabinoza, xyloza, manoza, galactoza, glucoza, axit
galacturonic, tinh trén tbng ham luwong dudng, nim trong khoang 70-95% theo trong
lwong, véi tong ham lugng axit galacturonic, tinh trén tong ham luong dudng, nim
trong khoang tir 55 dén 80% theo trong luong, va co téng ham luong glucoza, tinh trén

tdng ham luong dudng, nam trong khoang 3-15% theo trong luong.

14.  Quy trinh san xuat san pham duya trén pectin bao gdm sir dung phén chiét chua
pectin tir ca phé dugc thém nhém chire polyphenol nhu duge x4c dinh theo diém bét
ky trong s cac diém 10-13 va xtr Iy phéan chiét chira pectin tir ca phé dugc thém nhém
chire polyphenol cling véi mot hodc nhiéu thanh phan khéc tao thanh san phdm dua

trén pectin.

15.  Quy trinh theo diém 14, trong d6 san pham dya trén pectin bao gdm san phim

thuc phém, san phém duogc hodc san phém dinh dudng.
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FIG. 2b

-68-



35251

phut

60 70 80 90 100 110 120

FIG. 3

-69-

13,0

14,0

15,0 16,0 16,5



35251

1805
170
160+
150 DP2
1401 |
1304 DP4
1207 :

1104 |

k S/— > |
- o |
803 n
70 "
60 32—
50 |
40 i
301 i

3 I
209, ::

] 1] \ \ 1
104 ;\_L____n_,\,’\__, _____ 4 2 d N s foannnn
0_:J~—_——

-103
-20

phut
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0 50,0 55,0 60,0 65,0 70,0 75,8

FIG. 4

-70-



35251

-71-

GB
44.,7%

Ss (P)
5,8%



35251

1.28

1.29

R

1.30

—1.22

1.26

FIG. 5b

-72-



35251

0,60
0,50

0,40 /;:/,/o
0,30

0,20 ?/4/#—-/’%
0.10 ﬁﬁ/

0,00

2.2 & 4
z.r/O‘t‘j—’z'5—’[+ I + 2.8

2.10 2.9

AU

2.11—"] <+ 2.18

2.72_/— <—2.79

2.13—" |

2.20 ‘i ——2.14

2.15

2.21 216

)

2.17

FIG. 5d



35251

3.1

s2d__F(_Js0

3.21
Vs 3.5
= - 3.23
3.47] 3.221
3.67] Y ~—3.24

3.14 3.26”] *(—_1“\327
Rl S— ;

Ao . 3.29

343~”<:i:>*j*4i2 S1&s28l 530

3.15 ‘ \
[ - | 3,31 [ —3.32
3.16

[ ~—3.35

3.36-] *{ —3.37

W
N
N
A
o
AN

-74-





