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Linh vie k§ thuat dwoe dé cap

Sang ché dé cép dén phwong phép thu san phim chira psicoza tir co chat
chira fructoza véi ning sudt cao trong thoi gian ngin & quy md cong nghiép bing
phén tng c¢b dinh bang cach st dung chét xtc tac sinh hoc dé san xuit psicoza, va
phuong phap san xuét psicoza dang 16ng hodc dang bot mot cach lién tuc béng cach
tach san phdm chira psicoza thu duoc bang phuong phap nay.

Tinh trang ky thuét cia sang ché

Viée phat trién cac phwong phép sinh hoc dé san xuét sird sacarit da dugc tap
trung chu yéu vao viéc san xudt sacarit cu thé & ndng dod cao véi ty 1€ chuyén hoa
cao bang cach sir dung enzym hodc té bao vi khuén.

Ly do cho viéc phat trién san xuét sird sacarit nay 13, do quy trinh ké tiép nhur
co, V.V.b sau khi san xudt sird sacarit 1a can thiét, dé 1am giam thiéu yéu cdu cua quy
trinh ké tiép va lam gidm chi phi va thoi gian cAn d& tach va tinh ché sacarit cu thé
bing cach sn xuét sacarit cu thé nay véi do tinh khiét cao.

M6i day, do sird sacarit c¢6 thanh phﬁn cu thé ¢o tinh ngot va dd ngot cao,
nén can lam giam thiéu viéc thuc hién céc quy trinh ¢6, tich va tinh ché bd sung, dé
san xudt chinh sird da san xut duoc hoic sau khi di qua quy trinh ké tiép tbi thidu.

Ngoai ra, c6 nhu cAu san xuit sird chtra sacarit cu thé v6i nang suét cao trong
thoi gian ngén & quy mo cong nghiép, va cling ¢6 nhu cdu san xuét sird nay mot
cach 6n dinh.

Bén chit ky thuit ctia sdng ché
Vén dé k¥ thuat

Sang ché d& xuit phuong phép sén xuét san pham chira psicoza tir co chét
chira fructoza véi ning sudt cao & quy md cong nghiép bing phan tng cb dinh bang
céch st dung chit xtc téc sinh hoc dé san xudt psicoza.

Ngoai ra, sang ché @& xudt phuong phép sén xuit psicoza dang loéng hodc

dang bot bang cach tach san pham chira psicoza thu duoc bing phwong phap nay.

Giai phap k¥ thuét
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Mot phuong an cua sang ché d& cap dén phuong phap san xuit san phim
chira psicoza tur co chét chtra fructoza bang phan tng ¢ dinh bing céach st dung

chat xuc tac sinh hoc dé san xuat psicoza.

Cu thé hon, sang ché d& cap dén phuong phép san xuét san phim chira
psicoza chura tdng ham luong ran cua psicoza va glucoza nho hon 20% trong lugng,
trén co s& 100% trong lugng ham luong ran cua psicoza, glucoza va fructoza trong
san phém, béng cach thuc hién phan Ung ¢ dinh & van tbe phan tng tr 8,5 dén 20,
trén co s& 1 1a toc d6 dong phan mg tai d6 psicoza chira trong san phim chira
psicoza dugc san xuét v6i lugng 16n hon hodc bang 25% trong lugng tinh theo

100% trong lugng tbng ham luong sacarit rén trong san pham chira psicoza.

Phuong én khéac cua sang ché dé cap dén phuong phap san xudt psicoza dudi
dang san phim 16ng hodc bot bang cach san xut san phim chira psicoza tir co chét
chira fructoza bang phan ung c¢b dinh bang cach str dung chét xtc téc sinh hoc dé
san xudt psicoza, tach phén doan psicoza chira ham luong psicoza 16n hon hodc
bang 80% trong lugng hodc 1én hon hodc bang 90% trong lugng (vi du, 90% trong
luong) va phan doan san pham tinh ché (raffinate) v6i thanh phan sacarit chra ham
luong psicoza nhdé hon hodc bing 5% bang cach s dung thiét bi tach c6 dd tinh

khiét cao, va thuc hién quy trinh bd sung trong trudng hop cua phan doan psicoza.
M5 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién dd thi phan nh su thay ddi cia ham luong psicoza trong san
pham phu thudc vao tbc do dong ctia cot trong khoang ham lugng fructoza long tur
75% dén 95% va khoang tir 5% dén nho hon 20% téng ham luong glucoza va
psicoza, trong quy trinh san xuét psicoza bang cach st dung phan tng c¢d dinh duge

nap hat chtra té bao dé san xuat psicoza, theo mot vi du cia sang che.

Fig.2 thé hién cong thirc phan dnh su thay dbi ctia ham luong psicoza trong
san phdm phu thudc vao tbc do dong cua cdt trong khoang ham lugng fructoza long
fr 75% dén 95% va khoang tir 5% dén nho hon 20% tong ham lugng glucoza va
psicoza, trong quy trinh san xuét psicoza bang cach sir dung phan ing c¢b dinh duoc

nap hat chira t& bao dé san xuat psicoza theo mot vi du cua sang ché.

Fig.3 thé hién vi du vé vecto bicu hién tai to hop d€ san xuat sird psicoza

theo sang ché (pCES_sodCDPE).
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Fig.4 thé hién so dd tién trinh cta quy trinh san xuét psicoza theo mot vi du

cta sang ché.
MGb ta chi tiet sang che
Sang ché s& duge md ta chi tiét hon dudi day.

Mot phuong 4n cua sang ché dé cap dén phuong phdp san xuét san pham
chira psicoza tur co chét chira fructoza bang phan ung ¢ dinh bang cach st dung

chét xuc tac sinh hoc dé san xuat psicoza.

Co chét dung cho phén ing ¢b dinh 1a co chat chira fructoza, va ham luong
fructoza dung lam co chét dé san xuét hiru higu psicoza c¢6 thé nam trong khoang tur
75 dén 95% (trong lwong/thé tich), vi dy, tr 80 dén 91% (trong lugng/thé tich), trén
co s& 100% (trong luong/thé tich) tong ham lugng rén clia toan bd co chét chia
fructoza. Fructoza c6 thé duge dung cho phuong phéap san xuét san phim chira
psicoza duéi dang long dugc hoa tan trong dung dich dém hodc nuédc (vi dy, nude
cht). Co chét chira fructoza khong bi gi¢i han cu thé, mién 1a chira fructoza dung
cho phan ng chuyén hoéa psicoza, va vi du, c6 thé 1a sird sacarit dugc dong phan
hoa. Khi sird sacarit dugc déng phan hoa dugc dung lam co chat dé san xuit
psicoza, quy trinh san xuét sird sacarit dugc ddng phan héa va quy trinh san xuét

psicoza co thé duge tién hanh mot cach lién tuc dudi dang day quy trinh.

San phim chira psicoza thu duoc theo sing ché c6 thé chira khong chi
psicoza ma con chura fructoza, glucoza va cac oligosacarit. Tong ham lugng psicoza
va glucoza chira trong san phim co thé nho hon 20% trong luong, khi tong ham
luong fructoza, glucoza va psicoza chira trong san phdm chtta psicoza la 100%
trong luong, va vi du, c6 thé 1a 16n hon hodc bang 9% trong luong dén nho hon
20% trong lugng. Khi tbng ham lugng fructoza, glucoza va psicoza chira trong san
pham 13 100% trong luong, tbng ham lugng rdn cua psicoza va glucoza la 16n hon
hodc bang 9% trong lugng dén nho6 hon 20% trong luong, va ham luong fructoza 1a
16n hon 80% trong lugng dén 91% trong lugng. Ham lugng psicoza chira trong san
pham ¢6 thé 1a tr 4% trong lugng dén 29% trong lugng, khi tbng ham lugng

fructoza, glucoza va psicoza la 100% trong luong.

Chét xtc tac sinh hoc dé san xuat psicoza dung dugc cho sang che, vi du,

enzym hodc té bao vi khudn co thé bi anh hudng béi yéu td nhu nhiét do phan tng
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chuyén hoa, thoi gian phan Gmg, ham luong fructoza clia co chét, v.v.. Vi dy, no c6
thé duogc st dung, trong do ty 1¢ chuyén héa psicoza tlr co chét trong vong 1 gio &

nhiét do phan (g nim trong khoang tir 50 dén 60 1a tir 4 dén 29%.

Chét xuc tac sinh hoc c6 thé 1a enzym chuyén hoa psicoza hodc té bao vi
khudn dé san xudt enzym chuyén héa psicoza, va enzym hogc t€ bao vi khuan nay

¢6 thé dugc chura trong hat, theo d6 dugc nap vao cot cho phan ting c¢d dinh.

Trong trudong hop chat xuc tac sinh hoc d€ san xuat psicoza la té bao vi
khudn, n6 c6 thé 14 chung tai t6 hgp trong d6 gen ma hoa ching dé san xuat psicoza

epimeraza hodc psicoza epimeraza dugc dua vao.

Theo phuong an cu thé cua sang ché, chung san Xuét psicoza epimeraza co
thé 1a ching c6 dd 6n dinh cao va ¢6 thé san xudt psicoza epimeraza vdi hi¢u suat
cao, va chiing tai to hop nay c6 thé st dung cac té bao chu khac nhau, vi du, chung
E. coli, Bacillus sp., ching Salmonella sp. va ching Corynebacterium sp., v.v., song
15t hon néu n6 c6 thé 1a ching Corynebacterium sp., ddy 1a chiing GRAS, va ¢ thé

12 Corynebacterium glutamicum.

Trong truong hop st dung chung tai td hop, psicoza epimeraza co6 thé su
dung gen ma hoa clia cac enzym coO ngudn gbc tlr cdc chung khac nhau, va vi du, n6
¢6 thé 1a enzym dugc tao ra tir Treponema primitia dugc boc 16 trong Cong bd don
patent Han Québc sb 2014-0021974, enzym dugc tao ra tit Ruminococcus torques
duogc boc 16 trong Cong bd don patent Han Québc s6 2014-0080282 va enzym dugc
tao ra tir Clostridium scindens dugc boc 10 trong patent Han Quéc sb 10-1318422,
va cling co thé 12 enzym dugc tao ra tir Ensifer adhaerens. Theo mdt phuong 4n cu
thé, psicoza epimeraza theo sing ché c6 thé 1a enzym dugce tao ra tir Clostridium
scindens, va vi du, ¢ thé cha trinh tu axit amin néu trong SEQ ID NO: 7, va ¢6 thé
duoc ma hoa boi trinh ty bazo chira trinh tu axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 8
hoic SEQ ID NO: 9. Trinh ty axit nucleic néu trong SEQ ID NO: 8 1a trinh twr axit
nucleic dugc tdi vu héa cua E. coli, va SEQ ID NO: 9 14 trinh tu axit nucleic dugc

cai bién thich hop voi Corynebacterium.

Dé san xuit chung téi to hop theo mot phuong an cia sang ché, su biéu hién
ctia enzym c6 thé dugc dicu hoa bang cach st dung trinh ty diéu hoa ndm & déu cia

trinh tu axit nucleic ma hoa psicoza epimeraza, va trinh tu diéu hoa nay vé co ban
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chira gen khéi dau phién ma, va né c6 thé con chira ving lien két voi ribosom
va/hodc doan trong. Cac yeu to cau thanh trinh ty diéu hoa c6 thé duoge lién két truc
tiép hodc duge lién két bang cach chua mdt hodc nhiéu doan trinh tu axit nucleic

lién két c6 1 dén 100 bazo, vi du, 5 dén 80 bazo.

Theo mdt phuong 4n cu thé, gen khoi ddu phién ma c6 the 1a phan tir axit
nucleic bidu hién trinh tu axit nucleic md hoa psicoza epimeraza © ching
Corynebacterium sp., song ¢ thé 1a gen khai dau tacl, tac2, trc, sod. Gen khoi dau
sod ¢6 ngudn gbc tir Corynebacterium glutamicum, va t5t hon néu chtra trinh tu axit
nucleic néu trong SEQ ID NO: 1 lam vung 13i. Gen khoi dau trc 12 gen khoi dau co
ngudn gbc tir E. coli va duge tao ra bang cach t6 hop gen khoi dau trp va gen khoi
dAu lac cta UV5. Gen khoi dau tacl 1a gen khoi dAu c6 ngudn gde tir E. coli va
dugc tao ra bang cach td hop gen khoi dau trp va gen khoi dau lac cia UVS. Gen
khéi dau tac2 1a gen khoi dau c6 ngudn gbe tir E. coli va dugc tao ra bang cach to
hop gen khéi dau trp va gen khoi dAu lac cia UVS, va la dang dugc téi uu héa bang

cach cai bién trinh ty cta gen khéi dau Tac 1.

Ving lién két véi ribosom va trinh tu tréng c6 thé duge lién két truc tiép
bing con duong hoéa hoc hodc dugc lién két gian tiép bang cach dit doan trinh tu
axit nucleic lién két vao gitta. Theo mot phwong dn cla sang ché, vung lién két véi
ribosom va trinh tu tréng ¢6 thé chira mdt oligonucleotit dugc lién két trinh tu theo
th tu 5° dén 3°. Trinh tu axit nucleic cta trinh tu gen khéi du, ving lién két véi
ribosom va trinh tu tréng theo mdt phuong an cla sang ché duoc thé hién trong
Bang 1 dudi day. Cac phan in dam va gach chén trong Bang 1 chi ra vung lién két

v6i ribosom, trinh tu tréng, trinh tu li€n két, v.v. trong trinh ty diéu hoa.

Bang 1

SEQ ID

NO Trinh tu (5'-->3") Tén

1 aagcgcctcatcagcggtaaccatcacgggttcgggtgcgaaaaaccatgccataacagg Gen khai
aatgttcctttcgaaaattgaggaagccttatgcccttcaaccctactta.gctgccaattattccg dau Sod

ggcttgtgacccgctacccgataaataggtcggctgaaaaatttcgttgcaatatoaacaaaa
aggcctatcattgggaggtgtcgcaccaagtacttttgcgaagcgccatctgacggattttca
aaagatgtatatgctcggtgcggaaacctac

gaaaggattttttacccatggctgtatacgaactcccagaactcgactacgcatacgac

gaaaggattacaaa




36256

2 tgacaattaatcatcggetegtatattgtgtggaattgtgageggataacaatitcacacag Gen khai
gaaacagaattcccggggaaaggattacaaa dau tacl
3 tgacaattaatcatccggotegtataatgttaacaatttgtggaatigtgageggacacaca Gen khoi
goaaacagaccatggaattcgageteggtaceeggggaaaggattacaaa dau Tac2
4 tgacaattaatcatcggectcgtataatgt Gen khoi
dau trc
5 gaaagga Vung lién
ket voi
ribosom
6 ttacaaa Trinh tu
trong

T6t hon 13, psicoza epimeraza theo sang ché c6 hoat tinh enzym va do 6n
dinh nhiét cao, va theo phuong an cu thé cua sang ché, td hop cua gen khoi dau
phién ma hodc trinh tu didu hoa v6i gen ma hoa psicoza epimeraza, va tat ca céc
gen khoi dau tacl, tac2, trc, trip, sod cé thé tao ra murc biéu hién protein nhiéu hon
mirc ddy di véi psicoza epimeraza dung trong séng ché, va khi gen khoi dau sod
duoc st dung, tdt hon nira 13, do su gép nép protein manh m& va do 4n dinh nhiét

cao c6 thé thu duoc.

Phuong phép san xuét psicoza bang cach st dung ching tai td hop c6 thé
duoc thyc hién bang cac phuwong phap duge boc 16 trong Cong bd don patent Han
Quéc sb 2014-0021974, Cong bd don patent Han Quéc s 2014-0080282 va patent
Han Quéc sb 10-1318422, song khong gi6i han & cac phuong phap nay.

Phuong phép san Xuét psicoza bao gdm budc cho chung Corynebacterium
sp. phan tng v6i nguyén liéu tho chtra fructoza. Theo mdt phuong an cu thé, budc
cho chung Corynebacterium sp. phan Ung v6i fructoza c6 thé duge thyc hién bang
budc cho fructoza tiép xtc véi chét mang trong d6 chung hodc enzym dugc c¢b dinh.
Psicoza c6 thé dugc san xuét tir fructoza bang cach cho enzym hodc té bao vi khuan
cb dinh phan ung véi co chit chtra fructoza, theo do chuyén hoéa fructoza thanh

psicoza.
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Trong phuong phap san xuét psicoza, phan tng c6 thé dugc thuc hién trong
didu kién do pH nam trong khoang tir 6 dén 9,5, vi du, 46 pH nam trong khoang tir 7
dén 9, 6 pH nam trong khoang tir 7 dén 8, hodc do pH nam trong khoang tir 8 dén
9.

Ngoai ra, phan tng co thé dugc thuc hién trong diéu kién nhiét do 30°C hoac
cao hon, vi du, 40°C. Khi nhiét d¢ la 80°C hodc cao hon, hién tuong hoa niu cia co
chét fructoza c6 thé xay ra, va do d6 phan tmg c6 thé duoc thuc hién trong didu kién

nhiét do tir 40 dén 80°C, vi du, tir 50 dén 75°C, tir 60 dén 75°C, hotc tir 68 dén 75°C.

Khi thoi gian phan Gng dai hon, ty 1 chuyén hoa psicoza tang, va khi thoi
gian phan Ung ngén hon, ning suét tang. Vi du, tdt hon néu thoi gian phan ung la
0,5 gio (30 phit) hodc 1au hon, 1 gi¢ hodc lau hon, 2 gid hodc 1au hon, 3 gid hodc
lau hon, 4 gid hodc lau hon, 5 gid hodc Jau hon hodc 6 gio hodc lau hon. Do ty 1€
tang cua ty 1€ chuyén hoa psicoza 12 khong dang ké hodc tham chi giam, khi thoi
gian phan tng la trén 48 gio, t&t hon néu thoi gian phéan tng 1a 48 gio hodc it hon.
Do d6, thoi gian phan tmg c6 thé 1a tir 0,5 dén 48 gio, tir 1 dén 48 gio, tir 2 dén 48
gi0, tir 3 dén 48 gio, tr 4 dén 48 gio, tir 5 dén 48 gid, hodc tir 6 dén 48 gio, va vé
cdc khia canh cong nghiép va kinh té, c6 thé 1a tir 0,5 dén 48 gio, tir 0,5 dén 36 gio,
tir 0,5 dén 24 gio, tir 0,5 dén 12 gid, hodc tir 0,5 dén 6 gio, song khong gioi han &
d6. Dilu kién nay dugc chon lam diéu kién trong d6 hiéu qua chuyén hoa tir

fructoza thanh psicoza la cuc dai.

Viéc hoat héa enzym chuyén héa fructoza thanh psicoza (vi du, epimeraza)
¢6 thé duge kiém soét bang ion kim loai, va do d6, dé san xuat psicoza, khi ion kim
loai dugc bd sung, hiéu qua chuyén héa tir fructoza thanh psicoza, tirc la san xuét

psicoza, c6 thé tang.

Do d6, thanh phan dé san xuét psicoza chua ching Corynebacterium sp. cod
thé con chta ion kim loai. Ngoai ra, phuong phap san xuét psicoza bing cich su
dung chiing Corynebacterium sp. ¢6 thé con bao gdm budc bd sung ion kim loai.
Theo mdt phuong an cu thé, ion kim loai co thé dugc bd sung vao mdi trudng nudi
cay & budc nudi cdy, hodc budc nudi ciy co thé duoc thuc hién trong moi trudng
nudi cdy trong do6 ion kim loai dugc b6 sung vao. Theo phuong an khac, ion kim

loai c6 thé duge bd sung vao fructoza, hodc ¢ thé duoc bd sung vao chat mang
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trong d6 chung Corynebacterium sp. dugc ¢d dinh (trudc khi bd sung fructoza),
hoic c6 thé duoc bd sung vao hén hgp chia chdt mang trong d6 ching
Corynebacterium sp. dugc ¢d dinh va fructoza (sau khi bd sung fructoza), hodc co

thé dugc bd sung vao & thoi didm bd sung fructoza & dang hdn hop hoidc lan lugt.

Ton kim loai c6 thé 12 mot hoic nhiéu loai dugc chon tir nhom bao gém ion
déng, ion mangan, ion canxi, ion magie, ion k&m, ion niken, ion coban, 1on sat, ion
nhém, v.v.. Vi du, ion kim loai ¢ thé 13 mot hodc nhiéu loai dugc chon tr nhom
bao gdm ion mangan, ion magie, ion niken va ion coban, v.v., va theo mot phuong
an, ion kim loai cé thé 13 ion mangan, ion coban, hodc hon hop cua chung. Khi
lugng ion kim loai dugc bd sung nhé hon 0,5mM, tic dung ting cuong hiéu suat
san xuit psicoza 12 khong dang ké, va do do, luong ion kim loai duge bd sung c6
thé 12 0,5mM hozc hon. Mit khéc, do tac dung nay la khong dang ké so v6i muc du
thira ctia né, nén khi luong ion kim loai dugc bd sung 1a 16n hon SmM, luong ion
kim loai dugc bd sung 1a SmM hodc nho hon. Vi du, lugng ion kim loai duoc bd
sung co thé nam trong khoang tir 0,5mM dén SmM, vi du, ndm trong khoang tir 0,5

mM dén 2mM.

Khi enzym hodc té bao vi khudn dé san xuét psicoza theo sang ché duoc st
dung khi dugc ¢b dinh vao chit mang, chit mang nay ¢6 thé tao ra madi truong duy
tri hoat dong clia ching dugc ¢ dinh hodc enzym duoc sdn xuét tir ching nay trong
thoi gian dai, va c6 thé 12 tht ca cdc chit mang da biét mot cach cong khai khé dung
dé ¢ dinh enzym. Vi du, natri alginat dudi dang chit mang c6 thé duoc st dung.
Natri alginat 1& polysacarit dang keo tu nhién c¢6 nhiéu trong thanh té bao cua tao
bién, va dugc cAu fric boi axit manuronic (axit B-D-manuronic) va axit gluronic
(axit a-L-gluronic), va vé mit thanh phan, dugc tao ra ngau nhién bang cach tao lién
két B-1,4, theo dd ¢ dinh viing chic chung hogc enzym, va do d6 nd cd thé co loi

trong viéc tao hi¢u sudt psicoza cao.

vTheo mot phuong an cu thé, dé tang cuong hon nira hi¢u sut psicoza, nong
dd dung dich natri alginat nam trong khoang tr 1,5 dén 4,0% (trong lwong/thé tich)
(vi du, dung dich nudc natri alginat), vi du, natri alginat 2,0% (trong hrqng/thé tich)
co thé duge st dung dé cb dinh chung. Vi du, t& bao vi khuén cua ching, gidng nudi
cdy chira enzym dugc san xudt béi ching nay, hodc dich tan té bao ctia chung nay

¢6 thé duge ¢d dinh vao chit mang natri alginat, bang cach nho tirng giot dung dich
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hdn hop thu duge vao khoang 0,2M dung dich ion canxi bang cach st dung bom
tiém va bom chén khéng, theo do tao ra hat, sau khi bd sung té bao vi khuan cla
chung, giéng nudi cdy chita enzym dugc san xuét boi chiing nay, hodc dich tan té
bao cua chung nay vao tur 1 dén 2 14n thé tich dung dich nudc natri alginat cua té
bao vi khuén cta chung, gidng nudi cdy chtta enzym dugc san xuét boi chiing nay,
hodc dich tan té bao ctia ching nay. Enzym c6 thé duge tinh ché bang phuong phap
nhu phuong phéap chung, vi dy, tham tach, két tua, hép phu, dién di, sdc ky a1 luc,

sdc ky trao doi ion, v.v., tir chiing, giong nudi cay hodc dich tan té bao cia chung.

Chét mang trong d6 t€ bao vi khuan hodc enzym duoc mang, vi du, hat co
thé 12 hat dé san xut psicoza, n6 1am giam c& hat va lam giam sy truong no bang
céch xir Iy nén hat, theo d6 ting san xudt psicoza va co kha ndng dugc su dung mot

céch dn dinh trong khoang thoi gian dai.

Mot phuong 4n ¢o thé 1a hat nén chtra enzym hodc té bao vi khudn dé san
xuét psicoza va axit alginat hodc mubi ctia n6 1am chit mang, va co thé 1a hat dé san
xuét psicoza c6 duong kinh hat nén trung binh nim trong khoang tir 62 dén 100 trén
co s& 100 1a duong kinh hat trung binh trude khi XU Iy nén. Hat nén ¢6 thé lam giam
hién tugng truong nd khi phan ung voi co chét 16ng, va cu thé, ty 1& truong nd cla
duodng kinh hat trung binh co6 thé nim trong khoang tir 100 dén 155, vi du, ndm
trong khoang tir 100 dén 130, hodc nam trong khoang tir 100 dén 125, v.v., trén co

56 100 1a ty 1& truong ng ctia dudng kinh hat trude khi tiép xuc véi co chat léng.

Phuong phép san xuét hat nén theo sang ché c6 thé bao gdm phuong phép xu
Iy ion kim loai va phuong phdp xu ly ion kim loai va phu chét (rc ché trwong nd, va
phuong phép 1am kho & nhiét do thp. Ton kim loai cho phuwong phép xu ly nén hat
¢6 thé 1a mot hoic nhiéu loai ion kim loai héa tri hai dugc chon tir nhém bao gém
Mn?*, Zn?*, Co?*, Mg, Ni2*, Fe?*, va Cu?", va chit tc ché truong nd ¢o thé 1a mot
hogic nhidu loai dugc chon tir nhom bao gdm chitosan, chitin, polyetylen glycol
(PEG), polyetylen imin (PEI), chito-oligosacarit va polylysin. Phuong phap lam kho
& nhiét do thip c6 thé dugc thuc hién bang cach lam lanh ¢ nhiét do nim trong
khoang tir -90°C dén -10°C, va lam kho & nhiét do ndm trong khoang tir - 40°C dén

20°C & 4p suit nho hon 10 mtorr.
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Trong trudong hop hat duge xu 1y nén bang phuong phap xu ly ion kim loai
va phuong phap xr Iy ion kim loai va phu chét e ché truong no, ty 18 phén tram
mong mudn ctia ham lugng 4m c6 thé nam trong khoang tir 50 dén 88%. Ngoai ra,
trong trudng hop hat nén dugc san Xuét béng cach lam khd ¢ nhiét do thép, ty 1€
phan traim mong muén ctia ham luong 4m c6 thé nam trong khoang tur 10 dén 50%.

Sang ché d& cap dén phuong phap san xuét psicoza dang 16ng hodc bot bang
cach thuc hién quy trinh tach tir san phdm chta psicoza tir co chét chira fructoza
bang phan Gng c¢b dinh bang cach st dung chét xuc tac sinh hoc dé san xuat psicoza.

Mot phuong an cu thé dé cép dén phuong phép sin xuét psicoza bang cach
thu san phdm 1ong chta psicoza bao gdm cic bude:

san xuAt san phdm chira psicoza tir co chit chtra fructoza bang phan Ung cd
dinh bang cach s dung chit xuc tac sinh hoc d& san xut psicoza theo sang ché;

khir mau hodc khir mudi sén phdm chua psicoza da san xuét dugc, va

cd san pham da khir mau hodc khi mudi dén ham lugng psicoza ran 16n hon
hodc bing 75 Brix (%).

Phuong an khéc dé cap dén phwong phép san xuét bot chira psicoza, bao gbm
cac budc:

san xuét san phdm chua psicoza tlr co chét chtra fructoza bang phéan tng cd
dinh béng cich st dung chit xtc tac sinh hoc dé san xuét psicoza;

khtr mau hogc khir mudi san phdm chta psicoza da san xuét duoc,

tach san phdm da khtr mau hodc khu mudi dé tach phan doan psicoza chira
ham lugng psicoza 16n hon hodc bing 90% trong luong va phan doan san pham tinh
ché c6 thanh phén sacarit chita ham luong psicoza nho hon hodc bang 5%;

c¢d phan doan psicoza da tach;

két tinh dich ¢6 & trang théi qua bio hoa psicoza; va

tach psicoza da két tinh tir nudce cai két tinh va lam kha.

San phim chtra psicoza thu dugc tur fructoza bang phuong phap theo sing
ché ¢6 thé thu dugc bang phuong phap chung, mot hodc nhiéu phuong phap nhu

khir mudi, khtr mau, co, tach tinh ché v6i do tinh khiét cao bang cach su dung sac
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ky SMB, két tinh, ly tdm, loc, v.v.. Budc két tinh c6 thé két tinh psicoza béng cach
tao ra psicoza & trang thai qud bdo hoa, va mét vi du vé phuong phép dé dat t6i
trang thai qua bdo hoa co thé 1a phuong phap 1am lanh dung dich chtra psicoza, song

khong gidi han ¢ phuong phéap nay.

Nguyén Iy co ban cua SMB dung trong budgc tinh ché bang céch st dung sic
ky SMB 1a md phong dong nguoc cua pha ¢ dinh va pha dong va tao ra qua trinh
tach lién tuc kha thi bang cach di chuyén vi tri gitta cac cot trong khodng thoi gian
xac dinh. Céc chét di chuyén nhanh do ai luc yéu v6i chit hép thu duoc tap trung té1
phéan doan chira psicoza c¢6 do tinh khiét cao duge tach ra biang cach di chuyén theo
hudng cia dong chét long, va céc chét di chuyén cham do 4i lyc manh vé6i chét hép
thu duge tap trung téi phan doan san pham tinh ché ¢ thanh phan sacarit chtra ham
luong psicoza nhoé hon hodc bing 5% dugc tach ra bang cach di chuyén theo huéng
cia dong pha ¢ dinh. Cac cot duge nbi lién tuc, va dau vao bao gdm hdn hop va
pha dong, va dAu ra bao gdm phan doan psicoza c6 do tinh khiét cao va phan doan
chtra ham lugng psicoza thip. SMB thuong gbm bén ving, va dugc chia theo vi tr
dAu vao va diu ra. Cong nghé SMB c6 thé tao ra qué trinh téch lién tuc kha thi va
thu duoc san pham c6 ndng dd cao va hiéu suét cao, so v4i quy trinh tach theo mé.
Thir nghiém SMB c6 thé duge thye hién bang cach xac dinh didu kién cu thé lién
quan dén cac yéu t6 co ban nhu ty 1€ hép phu, su khuéch tan va su phan tan cta moi

chét.

Psicoza c6 thé dugc san xuit mot cach lién tuc, béng c4ch tach psicoza co dd
tinh khiét cao duoc phan doan va phén doan san phém tinh ché duoc tach c6 thanh
phin sacarit chtra ham lugng psicoza nho hon hodc bang 5%.

Hiéu qua cua sang ché

Sang ché 1a phuong phép san xuét san pham chira psicoza tlr co chét chira
fructoza bang phin Umg c¢b dinh bang céach st dung chét xtc tac sinh hoc dé san xut
psicoza va phuong phdp san xuét lién tuc psicoza dang long hodc dang bot bang
cach tach san phdm chira psicoza thu duge bang phuong phap nay, va cé uu diém la
thu dugc psicoza véi nang suét cao trong thoi gian ngéan & quy mo cdng nghiép.

Vi du thye hién sang ché

Vi du 1: Thiét 1ap hé théng san xuét psicoza
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1-1: Chuén bi chiing san xuét psicoza

Gen ma hoa psicoza epimeraza cd ngudn goc tir Clostridiuim scindens
(Clostridiuim scindens ATCC 35704) (gen DPE; ngin hang gen: EDS06411.1)
dugc tdng hop dudi dang polynucleotit cdi bién dugc tdi wu héa cho E. coli va goi
1a CDPE. Polynucleotit dugc tdi wu hoa cho E. coli va gen khoi dau sod va gen két
thic T7 thu dugce tir vecto pET21a duge thu dudi dang mdi khudn thong qua PCR,
va cdc trinh tu nay duoc lién két dugi dang mot khudn bang phuong phap PCR
chdng l4p va nhan dong trong vecto pGEM T-easy thong qua viéc nhan dong vecto
T, dé xac nhan trinh ty bao gdm gen khoi dau sod (SEQ ID NO: 1), trinh tw CDPE
duogc tdi wu hoéa néu trong SEQ ID NO: 8 va gen két thac T7.

Toan bd polynucleotit nay dugc cai vao cung vi tri enzym gidi han cua vecto
biéu hién pCES208 (J. Microbiol. Biotechnol., 18:639-647, 2008) véi cac enzym
giéi han Notl va Xbal (NEB), dé tao ra vecto tai td hop pCES208/psicoza
epimeraza (pCES_sodCDPE). Ban dd phén cét clia vecto tai td hop duogc tao ra
(pCES_sodCDPE) dugc thé hién trén FIG.1.

Corynebacterium glutamicum dugc bién nap vecto tai td hop da san xudt
dugc (pCES_sodCDPE) bang bién nap dién. Khuén lac duge thu va U trong 4 ml
mdi trudng LB (trypton 10 g/L, NaCl 10g/L, dich chiét ndm men 5g/L) c6 bd sung
Kanamycin ¢ noéng do cudi 15ug/ml, va tiép theo dugc nudi cdy trong khoang 16
gi¢ trong cac didu kién nudi cdy 30°C va 250 vong/pht. Tiép theo, Iml dung dich
nudi cdy duge thu va U trong 100ml moéi truong LB chtra 15ug/ml Kanamycin, va
viée nudi cdy dugce tiép tuc trong hon 16 gio. Sau khi l1am tan té bao nudi cdy bing
may nghidn hat, chi thu dich ndi v tron véi dung dich dém mau theo ty 1¢ tron 1:1,
va tiép theo duoc gia nhiét & 100°C trong 5 phut. Cac mau san xuét duoc duoc chay
dién di trén gel SDS-PAGE 12% (thanh phan: gel chay — 3,3 ml H20, 4,0 ml
acrylamit 30%, 2,5 ml dung dich dém Tris 1,5M (do pH 8.,8), 100ul SDS 10%,
100pl APS 10%, 4ul TEMED/gel hoi tu — 1,4 ml H20, 0,33 ml acrylamit 30%, 0,25
ml dung dich dém Tris 1,0M (d6 pH 6,8), 20ul SDS 10%, 20ul APS 10%, 2ul
TEMED) & 180V trong khoang 50 phut, dé xéc nhan sy bidu hién protein. Sau khi
su biéu hién ctia CDPE dugc xéc nhan trén gen SDS-PAGE, viéc tinh ché duoi His
duge thuc hién bing cach st dung nhya Ni-NTA va ty 1¢ bidu hién duoc tinh bang
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cach st dung cong thtc tinh (ty 1€ biéu hién (%) = (protein tinh sach (mg)/tdng
lugng protein hoa tan (mg)) X 100), dé do chinh xdc muc biéu hién. Thé bién nap
Corynebacterium glutamicum da chudn bi san xudt dugc 16,62 mg tbng luong

protein hoa tan trong nudc va 1,74 mg protein enzym tinh sach.

1-2: San xuét hat ¢d dinh

D& san xudt psicoza tir fructoza bang cach su dung ching tai td hop san Xudt
psicoza epimeraza trong Vi du 1-1, cac té bao duoc thu bang cach ly tdm trong moi

truong nudi cdy té bao.

Tiép theo, huyén phu té bao duge xir Iy bang 0,05% (thé tich) chat nhil hoa
(Ryoto(tkSugar Ester, M-1695) trong thé tich cudi va xir Iy & 35°C (£5°C) trong 60
phut. Khi phan Gng két thac, té bao vi khuan duoc thu sau khi loai bé dich ndi chira

chét nhil hoa ciing bang céch ly tAm.

P& san xudt hat c¢b dinh, t& bao vi khuin da thu duoc dugc tron voi nude cit
dén ndng do t& bao vi khudn cudi 5% (thé tich), va 5% (thé tich) té bao vi khuén da
thu dugc duge tron vai 4% (thé tich) axit alginic dugc hoa tan trong nudc theo ty 1€
tron 1:1, va duge lam lanh ¢ 4°C dé loai bo bong bong sinh ra trong qué trinh tron.
Dung dich tron da duge lam lanh nay dugc ¢p dun qua Needle (duong kinh trong
0,20~0,30mm) va dugc tao thanh dang giot do trong luong, va dung dich tron dang
giot nay dugce xu ly bing cach nho giot vao dung dich canxi clorua (CaCly) 100mM,
dé tao ra cac hat hinh ciu hodc hinh elip (dudng kinh 2,0~2,2mm). Céc hat tao ra
dugce ngam trong dung dich canxi clorua 100mM va tron déu bing may khudy dé xur
Iy tiép. |

Sau khi toan bd dung dich tron duoc ép dun, céc hat duoc xt ly tiép bing
cach gilr laﬁh trong 4~6 gio, va tiép theo dugc xu ly trong khoang 6 gior ¢ trang thai
lanh véi viéc thay bang dung dich canxi clorua 100mM mdi. Sau khi cac hat dugc
xtr ly hoan toan, cc hat duoc hét bot va chat Am duoc loai bo hoan toan. Céc hat
nay dugc khudy trong 10 phut sau khi bd sung nudc gdp 3 lan thé tich hat. Quy trinh
nay duoc lap lai ba 1an dé loai bo dung dich canxi clorua. Sau khi loai bd hoan toan
chat Am khoi hat uét, co chét chira fructoza (50 brix fructoza va ImM MnCl,.4H,0)
duge dua vao gép 3 lan thé tich hat, va tiép theo khudy trong 10 phut. Bude xtr ly

nay duogc thyc hién 2 1in hodc hon dé thay bing co chét chtra fructoza dung lam co
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chét phan @ng. Co chét phan (mg nay dugc diéu chinh dén do pH 6,8~7.2 bing
NaOH 3N. Fructoza long hodc fructoza két tinh c6 thé duoc ding lam co chit phu
thudc vao loai san pham.

Céc hat dugc thay bing co chét phan tng dugc nap vao cot phan img cb

dinh, va tiép theo dugc str dung deé san xuat sird psicoza.

1-3: San xult sird psicoza

Sau khi nap cac hat san xuét duoc trong Vi du 1-2 vao cot phan ting cd dinh,
sird psicoza dugc san xudt trong céc didu kién phan Gng sau. Nguyén li¢u tho la
50% ham luong rén, va bao gbm 88,8% trong lugng fructoza va 4,8% trong luong
glucoza, trong 100% trong lugng tbng ham luong rén cla sacarit ctia co chat chia
fructoza (dd pH 6,8~7,1) v6i ham luong rn 16n hon hodc bang 50% (trong luong),
duoc cip cho cot phén ing ¢6 dinh duéi day, theo d6 tao ra sacarit hdn hop cua sird
psicoza.

<Céc diéu kién phan ung cua cot ¢b dinh>

(1) Nhiét do phan ing: 50°C la nhiét d6 bén trong ctia vo cot

(2) Co chét phan tng: co chat chia 88,8% trong lugng fructoza va 4,8%
trong lugng glucoza trong tong ham lugng rAn cta co chét chia fructoza véi ham
luong rén 16n hon hodc bang 50% (trong luong), va chira it hon 6,4% trong luong
cac sacarit khac c6 dd trung hgp (DP: Degree of Polymerization) bang 1 hodc cao

hon ngoai trir fructoza va glucoza.

(3) Tiéu chudn san xuAt: san xudt sird chira 24% trong luong ham luong
psicoza tinh theo 100% trong luong tong ham lugng sacarit ran trong san pham.

Két qua cia phan tng 1a 24% trong luong sird psicoza co ty 1€ trong luong
glucoza:fructoza:psicoza:oligosacarit 1a 5:65:24:6 di dugc thu tr dung dich phan
ung.

Vidu2: San xuét psicoza phu thudc vao tdc d6 dong phan ng ting

Sau khi nap cac hat san xuét dugc trong Vi du 1-2 vao cot phan g c¢d dinh,
lugng sird psicoza san xuét dugc phu thudc vao tdc d6 dong cua cot trong cac didu
kién phan ung sau dugc so sanh bang cach clp co chét phan tmg & 5 lan thé tich cot

trong 1 gios theo 1y 1¢ tang toc do dong, tai thoi diém khi ham lrong psicoza (%)
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trong cot 1a 4n dinh. Cot nay duoc cép nguyén liéu thd dung dich co chét phan Gng
véi 50% (trong luong) ham lugng rén chira ham lugng fructoza 16n hon hodc bing
88,8% trong lugng va ham lugng glucoza 1a 4,8% trong lugng, trén co s& 100%

trong luong tdng ham lugng sacarit ran.

Viéc phan tich ham luong sacarit duogc phat hién bing RI bing cach tiém 10
pL mau duge pha loang thich hop bang dung mdi nudc & tdc dd dong 0,6ml/phut
bang cach st dung cot Aminex HPX-87C (80°C) ctia hang Biorad, va trong vong 30
phut phén tich, fructoza, psicoza va cac sacarit khac c6 DP bang 1 ho#c hon duoc
hop nhét, theo d6 phan tich mdi ving. Ngoai ra, dé phan tich ham lugng bing moi
thanh phan sacarit, céc gia tri twong Gmg voi ving bdi mdi thanh phan sacarit dugc
phén tich dud¢i dang ham lugng cia mdi sacarit, khi gid tri tong ving cta fructoza,
psicoza va céc sacarit khac c6 DP bang 1 hodc hon duoc thé hién trong vong 30

phut phén tich.
<Céc didu kién phan Gmg cta cot cd dinh>
(1) Nhiét @6 phan ung: 50°C 1a nhiét do bén trong cia vo cot,

(2) Co chit phan ung: co chét chua 88.8% trong lugng fructoza va 4,8%
trong lugng glucoza tinh theo 100% trong luong téng chat rén sacarit cia co chat
chira fructoza v6i ham luong ran 50% (trong luong) (d6 pH 6,8~7,2) va chua it hon
6,4% cac sacarit khac c6 DP bang 1 hodc hon ngoai trir fructoza va glucoza, la
nguyén li¢u tho chira 94,9% trong luong ham lugng fructoza va 5,1% trong lugng
glucoza trong co chit nguyén liéu thd, khi ching da dugc chuyén hoa trén co s

100% trong lugng tdng ham lugng cia fructoza, glucoza va psicoza,

(3) Téc dd dong ctia cot: ham lugng psicoza trong san pham dugc danh gia
phu thudc vao ty 1€ tang tdc do dong, khi phan tmg dugc thyc hién bang cach téng
tbc do dong phan tng tir 1 dén 20 1an, trén co s& 1 1a téc do dong phan ung tai do
psicoza chua trong san pham chura psicoza dugc san xudt vai luong 1on hon hoac
bang 25% trong luong tinh theo 100% trong luong tong ham lugng sacarit rén trong

san pham chira psicoza,

(4) Tiéu chudn san xuét: tong ham lugong glucoza va psicoza nim trong
khoang 16n hon hodc bing 9% trong luong dén nho hon 20% trong luong, tinh theo

100% trong lugng tdng ham lugng cua fructoza, glucoza va psicoza trong san pham.
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Két qua thtt nghiém dugc thé hién trong Bang 2 dudi ddy va trén FIG.1.
Trong Bang 2, ham luong cua mdi sacarit dugc thé hién, trén co s& 100% trong
luong tong ham lugng fructoza, glucoza va psicoza trong tdbng ham luong sacarit

ran trong san pham.

Béang 2
Ty 1€ tang tbc | Ham luong Ham luong | Ham luong Tbng ham lugng
do dong fructoza (% psicoza (% | glucoza (% psicoza va
trong lugng) | trong luong) trong glucoza (%
luong) trong lugng)
Co chét trude 94,9 0 5,1 5,1
khi phan tng
1 67,8 27,1 5,1 32,2
2 69,7 25,2 5,1 30,3
4 73,5 214 5,1 26,5
6 76,7 18,2 5,1 233
8 79,6 15,3 5,1 20,4
10 81,8 13,1 5,1 18,2
12 83,8 11,1 5,1 16,2
16 87,5 7,4 5,1 12,5
20 90,3 4,6 5,1 9,7

Nhu duoc thé hién trong Bang 2, khi tbng ham lugng ran cua fructoza,
glucoza va psicoza chira trong co chét phan tmg 1a 100% trong luong, nguyén li¢u
thd chira 94,9% ham lugng fructoza va 5,1% glucoza dugc st dung. Do fructoza
duoc chuyén hoa thanh psicoza, khi phan (mg chuyén héa tiép dién, 94,9% ham
luong fructoza dudi dang co chét bi giam dan, va ham luong psicoza tang, c6 su

duy tri 5,1% glucoza.

Khi ting tc do dong cta cdt, ty 1¢ chuyén héa psicoza giam dan. Ham luong
psicoza 1a 4,6%, khi dugc phéan tmg ¢ tdc do dong cao hon 20 14n toc do dong san
xuét 27,1% ham luong psicoza trong Bang 2. Khi dugc phan ng ¢ tbc dd dong cao
hon 10 1an toc do dong san xuit 25% ham luong psicoza cta Vi du 1, thanh phan

sird ¢6 it hon 20% trong luong tong ham luong glucoza va psicoza duoc san xuat.
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Su thay d6i v& ham lugng psicoza bdi sy thay dbi vé toc do dong cua cot
trong Bang 2 duoc thé hién trén FIG.1, theo d6 thé hién su thay ddi vé ham luong

psicoza trong san phim theo ty 1¢ tang tbc d6 dong cua cot.

Nhu duge thé hién trén FIG.2, khi céc tri sd toe do dong cua cot duge dua
vao cong thiure, O thé thiy ring diéu kién san xuét d6i v6i thanh phén sird chira 16n
hon hodc bing 9,7% trong lugng dén nho hon 20% trong luong tbng ham luong rin
ctia glucoza va psicoza, trén co s¢ 100% trong luong tbng ham luong fructoza,
glucoza va psicoza trong san pham, c6 thé duoc kiém soat bing tir 8,5 dén 20 lan
tbc do dong dé san xuAt thanh phdn sird chia 25% trong lwong ham luong psicoza
trong Vi dy 1. Két qua nay thé hién toc do dong tang khoang 10 1an dé san xuat
thanh phan sird chtta 25% trong lugng ham luong psicoza trong Vi du 1, tbe do don
g cta cot kha dung d8 san xuét thanh phn sird ¢ it hon 20% trong luong téng ham
luong ran cla glucoza va psicoza, khi tdc dd dong ting khoang 8,5 1an so vdi the do
dong dé san xuét thanh phan sird chira 25% trong lugng ham luong psicoza trong

Vidu 1.

Ngoai ra, theo két qua phén tich ham lugng ctia cdc vét li€u san xuét duoc
trong dé viéc san xuat dién ra hoan toan trong phan tmg co tbc d6 dong clia cdt cao
hon 10 1an trong céc diéu kién phan Gng c¢b dinh bang cich st dung cdng thirc néu
trén FIG.2, thanh phén chra 76,5% trong lugng fructoza, 12,3% trong luong
psicoza, 4,8% trong luong glucoza, va 6,4% cac sacarit khac c6 DP bang 1 hodc
hon, trén co s& 100% trong lugng téng ham luong sacarit ran dugce thu, khi né dugc
chuyén hoa 1a 100% trong lugng tdng ham lugng cua fructoza, glucoza va psicoza,
tdng ham lugng psicoza va glucoza co thé duoc san xuat 1a 18,2% trong luong.

Vi du 3: Banh gia do 6n dinh phan ung

Sau khi nap céc hat san xuit dugc trong Vi du 1-2 vao cft phan ung ¢b dinh,
co chét chira fructoza va didu kién phan ung la gidng nhu trong Vi du 2.

Bing cach st dung cong thirc néu trén FI1G.2, tbc do dong trong tbc do dong
cia cOt trong do tbng ham luong psicoza va glucoza la nho hon 20% trong lugng
dugc chon va ¢d dinh, trén co s& 100% trong luong téng ham luong fructoza,
glucoza va psicoza trong céc sacarit clia san phdm, va sy thay d6i vé ham lugng

psicoza cua san pham dugc do 6 s0 ngay khac nhau doi véi phan ung. Cu the, ket
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qua do su thay ddi vé ham luong psicoza chira trong san pham dugc thé hién trong
Bang 3 dui day, bing cich cb dinh toc do dong & mire cao hon 8,5 lan téc do dong
san xudt 25% trong lugng ham lugng psicoza tinh theo 100% trong luong tong ham

luong sacarit ran trong Vi du 1 va cho phan Umg trong 15 ngay.
<Céc diéu kién cua phan tmg c6 dinh >
(1) Nhiét do phan trg: 50°C,
(2) Co chét phan tmg: co chét phan tng gidng nhu trong Vi du 2,

(3) Pidu kién cot: the do dong tang 8,5 1an so véi toc do dong sin xuét 25%
trong lugng ham lugng psicoza tinh theo 10% trong lugng téng ham lugng sacarit

ran trong Vidu 1, va
(4) Tiéu chuin san xudt: tong ham luong glucoza va psicoza nam trong

khoang tir 16n hon hodc bing 15% trong lugng dén nhé hon 20% trong lugng, khi

tbng ham lugng fructoza, glucoza va psicoza trong san pham 1a 100% trong luong.

Bang 3
Thoi gian phan Ham luong Ham luong Téng ham lugng
ung (ngay) fructoza (% trong |psicoza (% trong| psicoza va glucoza

lugng) luong) (% trong luong)
0 80,5 14,4 19,5
1 80,1 14,8 19,9
2 80,1 14,8 19,9
4 80,1 14,8 19,9
6 80,1 14,8 19,9
8 80,1 14,8 19,9
9 80,2 14,7 19,8
12 80,3 14,6 19,7
13 80,5 14,4 19,5
14 80,6 14,3 19,4
15 80,7 14,2 19,3

Nhu duge thé hién trong Bang 3, ham lugng psicoza trong san phdm dugc do

trong qua trinh phan Gng trong 15 ngdy ¢ tbc d6 dong phan Gng cao, thanh phan
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chira ham lugng psicoza 16n hon hodc bang 10% trong lugng dén nhé hon 15%
trong lugng va tbng ham lugng psicoza va glucoza 16n hon hodc bang 15% trong
lugng dén nho hon 20% trong luong, trén co s6 100% trong lugng tong ham luong

fructoza, glucoza va psicoza, c¢6 thé duge san xudt mot cach 6n dinh trong 15 ngay.
Vi du 5: Tai san xuét psicoza li€n tuc

Hé théng san xuét psicoza dugc thiét 1ap dudi dang quy trinh san xuét lién
tuc bang cach san xudt lién tuc sird psicoza co6 it hon 20% trong luong tong ham
lugng glucoza va psicoza, khi tbng ham lugng fructoza, glucoza va psicoza chira
trong san phém 1a 100% trong lugng, va tach phén doan psicoza khoi san pham va

phén doan san pham tinh ché fructoza.

Cu thé, phan (mg chuyén hoa psicoza dugc thuc hign bing cach kiém soat
tdc do dong cua cdt phan Ung chuyén hoa psicoza trong didu kién san xudt nhé hon
20% trong lugng glucoza va psicoza trén co sO 100% trong luong tbng ham lugng
clia fructoza, glucoza va psicoza chira trong san pham, va phan doan psicoza c6.do
tinh khiét 1én hon hodc bing 90% va phan doan sin pham tinh ché fructoza chtra
luong du fructoza duge tach khoi san pham chtra psicoza bang cach st dung quy

trinh tach ¢6 do tinh khiét cao.

So dd cua toan bd quy trinh phan Ung san xuét psicoza dugc thé hién trén
FIG.4, va quy trinh nay co thé duoc léng vao hodc loai trur theo chét luong san Xuét

hodc quy trinh san xuét. Quy trinh san xudt chi tiét 1a nhu sau.

Sau khi fructoza long c¢6 ham lugng ran 75 Brix (%) (khi tong ham luong ran
14 100% trong luong, ham lugng fructoza dugc chira 12 88,8% trong luong) duoc b
sung b?mg nude dén ham luong rén 50 Brix (%), va dugc didu chinh dén do pH 7,0
bing céch bd sung NaOH 5N, dé san xudt nguyén lidu thd cua phan Gng. Nguyén
liéu thd nay dugce clp vao cot phan Gng da dugc nap cac hat ¢b dinh té bao vi khuin
cia Vi du 1-2 (nhiét do khong dbi 50°C) va sird chira it hon 20% trong luong
glucoza va psicoza dugc san xudt vé co ban 1a theo phuong phéap néu trong Vi du 3,
khi fructoza trong nguyén liéu tho dugc chuyén héa thanh psicoza, trén co sO 100%
trong lugng tbng ham lugng fructoza, glucoza va psicoza cua nguyén li¢u thd phan

ung.
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V& quy trinh tach sir6 psicoza sdn xuét duge, sird chtra psicoza da san Xudt
duoc khir mau & 50°C trong 30 phut bang céch bo sung 0,05% (trong lugng) cacbon
hoat tinh vao ham lugng rén trong sird, va sird chira psicoza da khir mau hoan toan

duoc cho qua bd loc micro, theo d6 loai bo than hoat tinh.

Sird chira psicoza trong d6 than hoat tinh da duoc loai bo dugc khtr mubi
bing cach cho chay qua cdt duoc nap nhya trao dbi cation, nhua trao ddi anion va
nhua hén hop ciia né & nhiét do trong phong dé loai bo cae tap chét nhu thanh phan
ion, v.v., 6 ty 1€ thé tich 2 1an (1~2 lén) nhua trao ddi cation/gio. Psicoza dugc tach
& ty 18 0,15:1 cta tdng trong luong chét rén trong nguyén ligu thd dung cho phan
ung chuyén hoa psicoza, trong tAng chuyén dong mod phong (simulated moving bed:
SMB) da nap nhua trao ddi ion loai canxi (Ca*") & tdc do dong 0,06SV, trong didu
kién ma ty 1¢ tach psicoza:fructoza la 0,7:1, dé thu duoc phan doan psicoza c6 do
tinh khiét cao (d6 tinh khiét psicoza 96%) vai 4 Brix (%) ham luong rén. Nuge cit

ba lan dugc dung cho pha dong cua cdt do dung lam thuc pham.

Déng thoi, phan doan san phém tinh ché chtra 5,5% glucoza, 83,9% fructoza,
3,4% psicoza, va 4,2% céc sacarit khac 1a ham luong thanh phin ngoai trir phén
doan psicoza c6 do tinh khiét cao duoc thu & ty 1€ 0,85, khi téng trong luong chét
rdn cua nguyén liéu thd dung cho phan ng chuyén hoéa psicoza la 1. Sau khi dugc
phén doan, san phim tinh ché duoc chuyén va dit vao ham luong ran 50 Brix (%)
duédi dang co chét chira fructoza ciia qua trinh chuyén héa psicoza, va dugc didu
chinh dén do pH 7,0 bang cach st dung NaOH 5N, s& dugc cép vao cot phan tmg va

duoc tai sinh dé thuc hién phan tmg chuyén héa psicoza.

Psicoza c¢6 do tinh khiét cao tach duge bang SMB duoc chuyén sang thung
trit va co6 dén ham luong rén 80 Brix (%) hodc hon & 60°C, va dugc lam lanh dén
trang thai quéa bdo hoa theo phuong phap két tinh lanh, tao ra tinh thé psicoza. Tiép
theo, bot psicoza c6 do tinh khiét psicoza 99% cudi cung duge thu ¢ hiéu suét 81%

bing céach ly tdm loai nuée va lam kho.
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YEU CAU BAO HO
1. Phuong phép san xuét san pham chira psicoza tir co chét chura fructoza bang phan

tmg ¢6 dinh bang cach str dung chat xtc tic sinh hoc dé san xuat psicoza,

trong d6 chit xdc téc sinh hoc nay co ty 1€ chuyén hoa psicoza tir co chét
chita fructoza nim trong khoang tir 20% dén 29% & nhiét do phan (ng nim trong

khoang tir 50°C dén 60°C trong vong 1 gio,

trong d6 phan Ung ¢ dinh duoc thuc hién & tbc do dong phan ung 1a tir 8,5
dén 20, trén co s¢ 1 12 tbe dd dong phéan tng tai d6 psicoza chira trong san phim
chtra psicoza dugc san xuét v6i lwong 1én hon hodc bang 25% trong lugng tinh theo

100% trong luon tdng ham luong sacarit rén trong san pham chira psicoza, va
g g tong g g p p

trong d6 ham lugng rdn cla psicoza va glucoza 1a 1én hon hodc bing 9%
trong lugng dén nho hon 20% trong luong, tinh theo 100% trong luong ham lugng

rén cla psicoza, glucoza va fructoza chira trong sén pham chira psicoza.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phéan tng ¢b dinh dugc thuc hién & toe do
dong phan g la tir 10 dén 18, trén co s& 1 1a tbe do dong phén g tai do psicoza
chtra trong san phdm chira psicoza dugc san xuét v6i luong 16n hon hodc bang 25%
trong luong tinh theo 100% trong lugng tobng ham luong sacarit rén trong san pham

chtra psicoza.

3. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 phén tng ¢ dinh duoc thuc hién dé dat duoc
ham lwong rén cla psicoza va glucoza 1a 9% trong luong dén nho hon 20% trong
luong, va ham lugng fructoza rén tr 80% dén 91% trong luong, trén co s¢ 100%
trong lugng tbng ham lugng cua fructoza, glucoza va psicoza trong san phdm chira
psicoza.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 co chét chira fructoza chtra tir 75% trong
luong dén 95% trong luong fructoza tinh theo 100% trong luong tbng ham luong
sacarit ran trong co chét.

5. Phuong phép theo diém 1, trong do co chit chira tir 80% trong lugng dén 95%
trong lugng fructoza tinh theo 100% trong luong tbng ham lugng sacarit ran trong

co chat chtra fructoza.
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6. Phuong phép theo diém 1, trong do co chét chira fructoza 1a sird sacarit dugc

ddng phan hoa.

7. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 chét xtic tac sinh hoc 1a enzym dé san xuét

psicoza hoic té bao vi khuan san xuat psicoza.

8. Phuong phép theo diém 1, trong do phan ung ¢ dinh dugc thuc hién bing cach
str dung cot ¢b dinh duoc nap hat chira enzym dé san xuét psicoza hodc té bao vi

khuén san xuat psicoza.

9. Phuong phéap theo diém 8, trong d6 phéan ung ¢ dinh dugc thuc hién bing cach
stt dung hat chura té bao vi khudn hodc enzym dugc Xt ly bang ion kim loai hoa tri
hai va duoc bao b?mg mot hodc nhiéu chat tc ché truong nd dugce chon tir nhém bao
gdm chitosan, chitin, polyetylen glycol (polyethylene glycol - PEG), polyetylen

amin (polyethylene amine - PED), chito-oligosacarit va polylysin.

10. Phuong phéap theo diém 8, trong d6 phan tng c¢d dinh duoc thuc hién bing cach
sit dung hat chira té bao vi khuén ho#c enzym duge xu ly bang cach lam kho & nhiét
do thép va duogc nén.

11. Phuong phéap theo diém 7, trong d6 té bao vi khuin san xuét psicoza la chung

Corynebacterium dugc bién nap gen psicoza epimeraza.

12. Phuong phép theo diém 11, trong d6 chung Corynebacterium 1a mét hoac nhiéu
ching Corynebacterium sp. dugc chon tu nhém bao gdm Corynebacterium
glutamicum, Corynebacterium acetoglutamicum, Corynebacterium
acetoacidophilum, — Corynebacterium thermoaminogenes, — Corynebacterium

melassecola va Corynebacterium efficiens.

13. Phuong phép theo diém 7, trong d6 té bao vi khuén san xuét psicoza la ching

san xult psicoza epimeraza.

14. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phan Ung ¢d dinh dugc thuc hién ¢ nhiét do
ndm trong khoang tir 40°C dén 80°C trong 0,5 dén 48 gio.

15. Phuong phép san Xuét psicoza bang cach thu san phdm léng chira psicoza, trong

d6 phuong phap nay bao gbm cac bude:

thu sén phdm chira psicoza theo diém bat ky trong s& cac diém tir 1 dén 14,
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khir mau hodc khir mudi san pham chira psicoza da san xuat dugce, va

¢d san pham da khir mau hodc khir mudi dén ham lugng rén cua psicoza lon

hon hodc bang 75 Brix (%).

16. Phuong phép san xuét psicoza bao gbém san xuét bdt chtra psicoza, trong do

phuong phap nay bao gom céc budgc:
thu san pham chira psicoza theo diém bat ky trong s6 cac diém tur 1 dén 14,
khir mau hodc khtr mudi san pham chira psicoza da san xuat duoc,

tach san phdm da khit mau hodc khir mudi dé tich phén doan psicoza chtra

1én hon hodc bing 90% trong lugng ham lugng psicoza va phan doan san phém tinh

¢d phan doan psicoza da tach,
san xuét dich ¢ & trang thai qua bdo hoa psicoza d¢ ket tinh psicoza, va

tach psicoza da két tinh tlr nude cai két tinh va lam kho.
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Fig.2

Phuong trinh: Pa thuc, Béc hai

f=y0+a*x+b*x"2
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Céc két qua cho giai phép tdng thé phu hop nhét

R Rsqr
0,9995  0,9991
Heé sb
y0 26,7829
-3,6566
b 0,1418

Adj Rsqr
0,9988

Sai s0 chuan

0,2192
0,1042
0,0099
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t
122,1627
-35,1008
14,3734

0,2537
P
<0,0001
<0,0001
<0,0001

VIF
6,7233<
43,0514<
24,7607<
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Fig.3

Diém khoi dau p15A

pCES_sodCDPE
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Fig.4
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<11e>

<120>

PSICOZA TU CO CHAT CHUA FRUCTOZA

<130> OPP20163639KR

<160> 9

<170> KopatentIn 1.71

<210> 1

<211> 356

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

220>

<223> gen khéi dau sod (6)
<400> 1

aagcgcctca tcageggtaa ccatcacggg
aatgttcctt tcgaaaattg aggaagcctt
attccggget tgtgacccge tacccgataa
tcaacaaaaa ggcctatcat tgggaggtgt
gacggatttt caaaagatgt atatgctcgg
atggctgtat acgaactccc agaactcgac
<210> 2

<211> 93

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> gen khdi dau Tacl (4)
<400> 2

36256

SAMYANG GENEX CORPORATION

ttcggetece
atgcccttca
ataggtcggc
cgcaccaagt
tgcggaaacc

tacgcatacg

adaaaaccatg
accctactta
tgaaaaattt
acttttgcga
tacgaaagga

acgaaaggat

ccataacagg
gctgccaatt
cgttgcaata
agcgccatct
ttttttaccc

tacaaa

tgacaattaa tcatcggctc gtatattgtg tggaattgtg agcggataac aatttcacac

aggaaacaga attcccgggg aaaggattac aaa
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<210> 3

<211> 112

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

220>
<223> gen khdi dau Tac2 (4)

<400> 3

tgacaattaa tcatccggct cgtataatgt taacaatttg tggaattgtg agcggacaca 60
caggaaacag accatggaat tcgagctcgg tacccgggga aaggattaca aa 112
<210> 4

<211> 30

212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> gen khadi dau Trc (1)

<400> 4
tgacaattaa tcatcggcct cgtataatgt 30
<210> 5
<211> 7

<212> ADN
<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> vung lién két vdi ribosome

<400> 5

gaaagga 7
<210> 6

<211> 7

<212> ADN
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Trinh ty tréng
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<400>
ttacaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

220>
<223>

<400>
Met Lys

Asp Tyr

Leu Glu

Lys Glu
50

Gly Tyr
65

Ile Arg

Ala Gly

Pro Val

Val Glu
130

Asn Leu
145

Thr Ser

6

7

289

PRT

Trinh ty nhan tao

trinh ty axit amin cua
Clostridium scindens

7
His Gly Ile Tyr Tyr Ala

Lys Arg Tyr Val Glu Lys
20

Val Gly Ala Ala Pro Leu
35 40

Leu Lys Lys Cys Ala Asp
55

Gly Pro Ala Phe Asn His
70

Glu Glu Ala Leu Gln Trp
85

Leu Asp Ile His Leu Ile
100

Asp Phe Ala Thr Ala Asn
115 120

Gly Met Gln Ile Leu Ala
135

Gly Met Glu Val Leu Asn
150

Glu Glu Gly val Lys Phe
165

36256

protein

Tyr

Ala

25

Pro

Asp

Asn

Tyr

Gly

105

Lys

Pro

Arg

Val

Trp

10

Ala

Asp

Asn

Met

Lys

90

Gly

Glu

Ile

Phe

Thr
170

-31-

enzym c6 ngudn goéc tw

Glu

Lys

Tyr

Gly

Gly

75

Arg

Ala

Glu

Ala

Glu

155

Glu

Gln

Leu

Ser

Ile

60

Ser

Leu

Leu

Asp

Ser

140

Ser

Val

Glu

Gly

Ala

45

Gln

Ser

Phe

Tyr

Trp

125

Gln

His

Gly

Trp

Phe

30

Gln

Leu

Asp

Glu

Ser

110

Lys

Tyr

Ile

Met

Ala

15

Asp

Glu

Thr

Pro

Val

95

Tyr

His

Gly

Leu

Asp
175

Ala

Ile

Val

Ala

Lys

80

Met

Trp

Ser

Ile

Asn

160

Asn
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Val Lys Val Met Leu Asp Thr Phe His Met Asn Ile Glu Glu Ser Ser
180 185 190

Ile Gly Asp Ala Ile Arg His Ala Gly Lys Leu Leu Gly His Phe His
195 200 205

Thr Gly Glu Cys Asn Arg Met Val Pro Gly Lys Gly Arg Thr Pro Trp
210 215 220

Arg Glu Ile Gly Asp Ala Leu Arg Glu Ile Glu Tyr Asp Gly Thr Val
225 230 235 240

Val Met Glu Pro Phe Val Arg Met Gly Gly Gln Val Gly Ser Asp Ile
245 250 255

Lys Val Trp Arg Asp Ile Ser Lys Gly Ala Gly Glu Asp Arg Leu Asp
260 265 270

Glu Asp Ala Arg Arg Ala Val Glu Phe Gln Arg Tyr Met Leu Glu Trp
275 280 285

Lys

<210> 8

<211> 870

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

Zgigz trinh ty axit nucleic bién d6i (1) cua protein enzym néu trong SEQ ID
NO:7

<400> 8

atgaaacacg gtatctacta cgcgtactgg gaacaggaat gggcgecgga ctacaaacgt 60
tacgttgaaa aagcggcgaa actgggtttc gacatcctgg aagttggtgc ggcgecgetg 120
ccggactact ctgcgcagga agttaaagaa ctgaaaaaat gcgcggacga caacggtatc 180
cagctgaccg cgggttacgg tccggegttc aaccacaaca tgggttcttc tgacccgaaa 240
atccgtgaag aagcgctgca gtggtacaaa cgtetgttcg aagttatggc gggtctggac 300
atccacctga tcggtggtge gectgtactct tactggecgg ttgacttcge gaccgcgaac 360
aaagaagaag actggaaaca ctctgttgaa ggtatgcaga tcctggegee gatcgegtcet 420
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cagtacggta
acctctgaag
ctggacacct
ggtaaactgc
cgtaccccgt
gttatggaac
gacatctcta
ttccagegtt
<210> 9
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>
NO:7

<400> 9
atgaagcacg
tacgttgaga
ccagactact
cagctgaccg
atccgcgagg
atccacctga
aaggaggags
cagtacggca
acctccgagg

ctggacacct

tcaacctggg
aaggtgttaa
tccacatgaa
tgggtcactt
ggcgtgaaat
cgttcgttcg
aaggtgcges

acatgctgga

870
ADN
Trinh tu nhan tao

gcatctacta
aggcagcaaa
ccgcacagga
caggctacgg
aggcactgca
tcggeggcegce
actggaagca
tcaacctggg
agggcgttaa

tccacatgaa

tatggaagtt
attcgttacc
catcgaagaa
ccacaccggt
cggtgacgceg
tatgggtgst
tgaagaccgt

atggaaataa

cgcatactgg
gctgggcettc
ggttaaggag
cccagcattc
gtggtacaag
actgtactcc
ctccgttgag
catggaggtt

gttcgttacc

catcgaggag

36256

ctgaaccgtt
gaagttggta
tcttctatcg
gaatgcaacc
ctgcgtgaaa
caggttggtt

ctggacgaag

gagcaggagt
gacatcctgg
ctgaagaagt
aaccacaaca
cgeectgtteg
tactggccag
ggcatgcaga
ctgaaccgct
gaggttggcea

tcctccateg
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tcgaatctca
tggacaacgt
gtgacgcgat
gtatggttcc
tcgaatacga

ctgacatcaa

acgcgegtcg

trinh ty axit nucleic bién d6i(2) cua protein

gggcageaga
aggttggcgce
gcgcagacga
tgggctcctc
aggttatggc
ttgacttcgc
tcctggeacc
tcgagtccca
tggacaacgt

gcgacgcaat

catcctgaac
taaagttatg
ccgtcacgceg
gggtaaaggt
cggtaccgtt
agtttggegt

tgcggttgaa

480

540

600

660

729

340

870

enzym néu trong SEQ ID

ctacaagcgc
agcaccactg
caacggcatc
cgacccaaag
aggcctggac
aaccgcaaac
aatcgcatcc
catcctgaac
taaggttatg

ccgccacgcea

60

120

180

240

3600

360

420

480

540

609



ggcaagctgc
cgcaccccat
gttatggagc
gacatctcca

ttccagegct

tgggccactt
ggcgcgagat
cattcgttcg
agggcgeagsy

acatgctgga

36256

ccacaccggc gagtgcaacc gcatggttcc aggcaaggsc
cggcgacgca ctgegegaga tcgagtacga cggcaccgtt
catgggcgge caggttggct ccgacatcaa ggtttggegce
cgaggaccgc ctggacgagg acgcacgccg cgcagttgag

gtggaagtaa

660

720

780

840

870





