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(54) PHUONG PHAP SAN XUAT D-PSICOZA CO BO TINH KHIET CAO

(57) Séang ché boc 16 phuong phap san xuat D-psicoza. Phuong phép san xuat D-psicoza
nay bao gdm viéc dwa D-fructoza vao budc epime héa D-psicoza dé tao ra dung dich chtra
D-psicoza, dwa dung dich chtra D-psicoza vao budc 1am mat thir nhit va budc tinh ché ion,
dua dung dich chira D-psicoza da tinh ché vao budc cd thi nhat va budc 1am mat tht hai,
dua dung dich chtra D-psicoza, 1a dung dich da dugc dua vao vao budc co thir nhét va
budc 1am mat thi hai, vao budc sic ky dé thu duge dich cai chira D-fructoza va dich tach
chira D-psicoza, va dua dich tach chira D-psicoza vao budc c6 thir hai va budc lam mat thu
ba dé thu dugc tinh thé D-psicoza, trong d6 dich cai chira D-fructoza tao ra dugc boi budc
sic ky duoc tai sir dung trong budc epime hoa D-psicoza.
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Linh vye k§ thuat dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén phwong phép san xuét D-psicoza, va cu thé hon, dé& cap
dén phwong phép san xuit D-psicoza d6 tinh khiét cao v&i higu sudt cao ma khong gay

bién dang nhiét trong qua trinh san xuét.

Tinh trang ky thuit ciia sing ché

D3 ¢6 bao céo rang D-psicoza 1a mdt chét 1am ngot it bi chuyén héa trong co
thé gibng nhu fructoza hodc sucroza, gan nhu khong chia calo, va it c6 4nh hudng dén
st ting trong lwong co thé do né we ché sy hinh thanh m& trong co thé (Matsuo, T. et.
Al.. Asia Pac. J. Clin. Untr.,, 10, 233-237, 2001; Matsuo, T. va K. Izumori, Asia Pac. J.
Clin. Nutr.,, 13, S127,2004).

Gan day, cac tac gia sang ché da bao cdo vé phuong phéap dé san xuét kinh té D-
psicoza bing cach ddng phan hoa D-glucoza thanh D-fructoza, sau @6 bang cach cho D-
fructoza thu dugc phan tng véi cac té bao bat dong co kha ndng sinh D-psicoza
epimeraza (Pon yéu cu cip bang sang ché Han Quéc s§ 10-2009-0118465).

Do dung dich phan ng chita D-psicoza tao ra bdi phan ing enzym cé san
phim c6 @6 tinh khiét thdp chira D-psicoza v6i ham lrong chit rin nim trong khoang
tir 20% (trong lwong/trong lwong) dén khoang 30% (trong luong/trong lugng), cin phai
tinh ché D-psicoza qua budc séc ky lién tuc dé tao ra tinh thé D-psicoza do6 tinh khiét
cao c6 do tinh khiét 13 98% (trong lugng/trong lugng) hodc cao hon.

Do hé s6 chuyén héa ciia phan ng enzym ciia D-psicoza tao ra tir D-fructoza
bdi phuong phép'néu trén 12 nim trong khoang tir 20% (trong luong/trong luong) dén
30% (trong luong/trong lwong), phan tmg nay thé hién quy trinh san xuét trong d6
luong dich céi tao ra trong quy trinh nay, cu thé 1a lugng dich cai D-fructoza dugc tach
tir bude séc ky lién tuc va dich cai tach duge tir bude két tinh 1a cao hon lwgng D-
psicoza tao ra. K&t qua 13, sy giam lwong san xuit D-psicoza din dén viéc ting chi phi
san xuét didu ndy 1am tang chi phi san xuét, 12 vin d& trong san xuét cong nghiép khong
kinh té.

Do d6, d ngan viéc ting chi phi san xudt din dén hidu qua thip, ton tai nhu cau

vé mdt phwong phép c6 thé san xudt D-psicoza d tinh khiét cao véi hidu suét cao.
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Ban chét k§ thuit clia sing ché

Céc phuong an cua sang ché dé xuit phuong phép san xuét D-psicoza do tinh
khiét cao v6i hiéu suét cao.

Phu hgp v6i mdt phwong 4n cia sang ché, phuong phép san xuét D-psicoza bao
gbm céc bude: dua D-fructoza vao budc epime héa D-psicoza dé tao ra dung dich chta
D-psicoza; dua dung dich chita D-psicoza vao buéc 1am mat thi nhét va bude tinh ché
ion; dua dung dich chira D-psicoza da tinh ché vao budc ¢d tht nhat va bude 1am mat
thir hai; dua dung dich chira D-psicoza, 1a dung dich da dugc dua vao vao budc cd thi
nhét va budc lam mét thi hai, vao budc sic ky dé thu duge dich céi chira D-fructoza va
dich tach chira D-psicoza; va dua dich tdch chira D-psicoza vao budc ¢d thir hai va
bude 1lam mat thtt ba dé thu dugc tinh thé D-psicoza, trong d6 dich céi chira D-fructoza
tao ra dugc bdi bude sic ky dugc tai sir dung trong budc epime héa D-psicoza.

Phu hop véi phuong an khac ciua sang ché, phuong phap san xuét D-psicoza
bao gdm céc bude: dwa D-fructoza vao bude epime hoa D-psicoza dé tao ra dung dich
chita D-psicoza; dua dung dich chira D-psicoza vao budc lam mat thi nhéit va budc tinh
ché ion; dua dung dich chira D-psicoza da tinh ché vao budc b thi nhit va budc lam
mét tht hai; dua dung dich chira D-psicoza, 1a dung dich da dugc dua vao vao budc cd
thit nhat va buéc 1am mat tht hai, vao budc sic ky dé thu dugc dich céai chia D-
fructoza va dich tach chira D-psicoza; va dua dich tach chira D-psicoza vao budc co6 thir
hai va buéc 1am mat thir ba dé thu dugc tinh thé D-psicoza, trong d6 dich cai chtta D-
fructoza tao ra dugc bai bude sic ky dugc tai st dung trong budc epime héa D-psicoza,
va trong do6 dich cai tao ra dugc bdi bude két tinh D-psicoza dugc tai st dung trong
bude bat ky trong sb cac budce bude 1am mét thir nhit va bude tinh ché ion, budc cb the
nhét va bude 1am mat th hai, va bude séc ky.

Theo mdt phuong an hodc phuong én khac, phwong phap nay con cd thé bao
gdm bude 1am mét dich cai chira D-fructoza tao ra dugc bdi bude séc ky hodc dich céi
tao ra duge bdi budce két tinh D-psicoza dén nhiét d6 tir 25°C dén 45°C, cu thé 13 30°C
dén 40°C trude khi dich cai chira D-fructoza tao ra dugc bdi budc séc ky hodéc dich céi
tao ra dugc boi budc két tinh D-psicoza dugec téi st dung. Budc séc ky co thé 1a, vi du,
sic ky lién tuc.

Theo mot phuong an hodc phuong an khac, budc lam mat th nhét va budc lam

mat thi ba c6 thé dé chi mot quy trinh 1am gidm nhiét d6 dung dich hodc nhiét d xung
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quanh dén nhiét d6 ndm trong khoéng tir 25°C dén 45°C, cy thé 12 tir 30°C dén 40°C, va
budc 1am mat thi hai c6 thé dé chi quy trinh 1am gidm nhiét 46 dung dich hodc nhiét do
xung quanh dén nhiét d6 nim trong khoang tir 45°C dén 65°C, cu thé 1a tir 50°C dén
60°C.

Theo mot phuong an hodc phuong an khac, budc c6 thir nhit d& chi quy trinh
c6 dic dung dich chira D-psicoza di tinh ché dé c6 ndng do6 D-psicoza nidm trong
khoang tir 50 brix dén 70 brix. Budc b thit hai @& chi quy trinh ¢ dic D-psicoza trong
dich tach duge d& c6 ndng do 1a 75 brix hoic cao hon, vi dy, 80 brix hodc cao hon hon.

Theo modt phuong an hodc phuong an khic, dbi voi dich cai chira D-fructoza
tao ra dugc bdi bude séc ky, c6 thé str dung phan doan chira D-fructoza c6 dd tinh khiét
1a 70% (trong lugng/trong lugng) hodc cao hon. Ddi véi dich céi tao ra duge boi bude
két tinh D-psicoza, c6 thé st dung phan doan chira D-psicoza c6 d tinh khiét 12 90%
(trong lugng/trong lugng) hodc cao hon.

Theo mdt phwong 4n hodc phuong an khéc, buéc epime héa D-psicoza ¢d thé
bao gdm budc epime héa & nhiét do nim trong khoang tir 40°C dén 70°C, cu thé, tr
40°C dén 60°C, cu thé hon 1a tir 40°C dén 50°C trong sy c6 mit clia D-psicoza
epimeraza, bién thé clia n6, cic chiing c6 kha ning tao ra enzym ndy hodc ching nudi
céy cua no.

Theo mot phwong an hodc phuong an khéc, budc tinh ché ion c6 thé duoc thuc
hién bang céach st dung nhwa trao dbi cation ¢6 tinh axit manh vd/hodc nhya trao dbi
anion c6 tinh bazo yéu.

Theo mot phuong 4n hodc phuong an khac, dich tach chira D-psicoza c6 thé
chira D-psicoza v6i lugng nim trong khoang tir 93% (trong lugng/trong lugng) hodc
cao hon, cu thé 95% (trong luong/trong lugng) hodic cao hon.

Theo mdt phuong an hodc phuong an khéc, budc lam mat thir nhit dén tht ba
c6 thé 14 1am mat bing trao ddi nhiét. Thuan loi, phwong phap 1am mat bang trao doi
nhiét ¢6 dién tich truyén nhiét rong va su trao ddi nhiét nhanh do xuét hién dong chay
xody chét 16ng, ngan can sw déng cin lam gidm nhe tinh ning, do d6 mang lai tinh kha
thi vé kinh té cao.

Theo mot phuong 4n hodc phwong 4n khéc, tinh thé D-psicoza thu dugc c6 thé
¢6 do tinh khiét 1a 95% (trong luong/trong lwong) hodic cao hon, cu thé hon 13 99%

(trong lugng/trong lugng) hodc cao hon.
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Theo mdt phuong 4n hodc phuong én khéc, tinh thé D-psicoza diéu ché dugc
bdi phuong phép nhu néu trén c6 thé c6 hiéu suét 1a 75% hogc cao hon, cu thé 1a 85%
hoéc cao hon.

Theo phuong an khac, phwong phéap san xult D-psicoza tao ra D-psicoza c¢6 dd
tinh khiét 1a 99% (trong lwong/trong lwong) hodc cao hon.

Phuong phap san xut D-psicoza theo céc phuong 4n cua sing ché c6 thé ngin
can sy bién dang nhiét ctia D-psicoza va cho phép san xult D-psicoza v6i hiéu suét cao
thong qua mdt quy trinh 6n dinh héa.

Hon nita, phwong phap san xuit D-psicoza theo cic phuong an cia sang ché
thu dugc dich cai chira D-fructoza tao ra dugc béi budce séc ky va/hoic dich cai tao ra
duoc bsi bude két tinh D-psicoza, 1an lugt duge ti sit dung trong budc epime hoa D-
psicoza, budc lam mat thir nhét va buéce tinh ché ion, budce ¢b thi nhét va buéc lam mat
th hai, hodic bude sic ky, bang cach d6 tao diéu kién tach 6n dinh D-psicoza br:flng sic
ky sau mot khoang doan dai quay vong, va dam bao viéc san xuét D-psicoza v6i hiéu

suat cao.

MO ta vén tit hinh vé

Céc khia canh, dic diém va thuén 1oi trén va cac khia canh, dic diém va thuan
loi khéc cua sang ché s& dugc 1am 5 bdi phan md ta chi tiét cac phuong 4n sau két hop
v6i cac hinh v& kem theo, trong do:

Fig.1 12 hinh vé& so d6 mb ta phuong phap san xuét D-psicoza theo mdt phuong
an clia sang ché;

Fig.2 14 hinh v& so 0 md ta phuong phép san xuét D-psicoza theo phuong 4n
khac cta sang ché;

Fig.3 12 hinh v& so dd md ta phuong phap san xuét D-psicoza theo Vi du so
sanh 2; va

Fig.4 dén 8 thé hién cac bidu dd mo ta sy thay dbi v& d¢ tinh khiét % (trong

lugng/trong lugng) ciia D-psicoza phu thudc vao nhiét do va ndng d6 D-psicoza.
MO ta chi tiét sang ché

Sau day, cac phuong an clia sang ché s& duge md ta chi tiét. Cac mo ta chi tict

da rd rang v6i ngudi 6 trinh @6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay hodc linh vuc
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lién quan s& dugc bd qua.

Theo mot phuong 4n cua sang ché, phuong phép san xuét D-psicoza bao gom:
dua D-fructoza vao budgc epime héa D-psicoza dé tao ra dung dich chtra D-psicoza; dua
dung dich chira D-psicoza vao budc lam mat thir nhit va budc tinh ché ion; dua dung
dich chita D-psicoza da tinh ché vao budc co thit nhit va bude 1lam mat tha hai; dua
dung dich chira D-psicoza, 12 dung dich da dugc dua vao vao bude ¢o thu nhét va bude
lam mat tha hai, vao budc sic ky dé thu duogc dich cai chira D-fructoza va dich tach
chtra D-psicoza; va dua dich tach chira D-psicoza vao budc c6 thit hai va bude lam mat
thit ba dé thu dugc tinh thé D-psicoza, trong d6 dich céi chira D-fructoza tao ra duoc
boi bude sic ky dugc tai sir dung trong budce epime hoa D-psicoza.

Theo phuong an khic cia sang ché, phuong phap san xuét D-psicoza bao gdm:
dwa D-fructoza vao budc epime héa D-psicoza dé tao ra dung dich chira D-psicoza; dua
dung dich chira D-psicoza vao buéc lam mét thi nhét va buéc tinh ché ion; dua dung
dich chira D-psicoza da tinh ché vao budc co thit nhdt va bude lam mat thir hai; dwa
dung dich chira D-psicoza, 12 dung dich da dugc dua vao vao bude ¢6 tha nhét va budc
lam maét th@ hai, vao buédc séc ky dé thu dugc dich cai chtra D-fructoza va dich tach
chira D-psicoza; dua dich tach chira D-psicoza vao budc c6 thir hai va buGe lam mat
thir ba dé thu dugce tinh thé D-psicoza, trong d6 dich céi chita D-fructoza tao ra duogc
boi bude sic ky duoc tai sir dung trong budc epime hoa D-psicoza, va trong d6 dich cai
tao ra qua budc két tinh D-psicoza dugc tdi st dung trong budc bét ky trong sd céc
budc lam mat thir nhit va budc tinh ché ion, budce ¢d thir nhat va budc 1am mat thi hai,
va bude séc ky.

Theo phuong phép clia sang ché, dich cai chira D-fructoza tao ra dugc bdi bude
sdc ky hodc dich céi tao ra qua bude két tinh D-psicoza duoc tai sit dung trong budce bat
k¥ trong s cac budc epime héa D-psicoza, budc 1am mat thir nhit va budc tinh ché ion,
budc co thit nhit va budce 1lam mat ther hai, va budce sic ky, va do d6 co thé tao ra D-
psicoza v6i hidu suét cao, do d6 ting higu quéa san xuét trong khi van 1am gidm chi phi
san xuét.

Péu tién, D-fructoza sit dung 12 co chét dé epime héa c6 thé duoc sir dung véi
ndng d6 nim trong khoang tir 30 brix (%) dén 50 brix (%) va c6 thé duoc hoa tan trong
nudc & nhiét do nam trong khoang tir 30°C dén 40°C khi sir dung. Cach khéac, D-

fructoza c6 thé dugc phdi hop véi dich cdi chira D-fructoza tao ra duge boi budce sic ky
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va st dung v6i ndng dd nam trong khoang tir 30 brix (%) dén 50 brix (%) & nhiét do
nam trong khoang tir 30°C dén 40°C. Trong d06, 1a dich céi chtra D-fructoza tao ra dugc
b&i bude séc ky, phan doan chita D-fructoza c6 d¢ tinh khiét 70% (trong luong/trong
lwong) hodc cao hon, cu thé 13 75% (trong lugng/trong lugng) hodc cao hon ¢6 thé dugc
sir dung.

Budc epime hoa D-psicoza dé chi quy trinh tao ra D-psicoza thdng qua qua
trinh epime hoa D-fructoza trong sy ¢6 mit cuia D-psicoza epimeraza, bién thé ctia no,
cac ching c6 khad ning tao ra enzym ndy hodc ching nudi cdy cua né. D-psicoza
epimeraza theo sang ché c6 thé bao gdm enzym hoic bién thé ctia né c6 ngudn gbe tir
céc vi sinh vat cho khac nhau nhu Agrobacterium tumefaciens, Flavonifiractor plauti, va
Clostridium hylemonae. Cac chung dé bién nap c6 thé bao gdm Escherichia coli hodc
gidng Corynebacterium, gidng Bacillus, va gidng Aspergillus, ma khong han ché & céac
ching nay. Céc ching bién nap dugc boi Escherichia coli c6 thé bao gém, vi du,
BL21(DE3)/pET24-ATPE [Céng bd don yéu ciu cip bing sang ché Han Quéc sb 10-
2011-0035805A], BL21(DE3)/pET24-ATPE-2 [Bing sang ché Han Qudc sé 10-
1203856]. Cac ching cua gidng Corynebacterium c6 thé bao gdbm Corynebacterium
glutamicum ATCC13032/pCJ-1-ATPE [S6 luu trit KCCM11046 disclosed in Cong b6
don yéu cdu cp bing sang ché Han Qudc sé 10-2011-0035805A], Corynebacterium
glutamicum ATCC13032/pFIS-1-ATPE-2 [S6 Iuu trit KCCM11204P boc 19 trong Bing
séng ché Han Quéc sb 10-1203856], Corynebacterium glutamicum CJ KY [S5 luu trit
KCCM11403P bdc 10 trong Bing sing ché Han Quéc sb 10-1455759],
Corynebacterium glutamicum ATCC13032/pFIS-2-ATPE-2 [S6 luu trit KCCM11678P
boc 10 trong Cong bd don yéu ciu cép bing sang ché Han Quéc s6 10-2015-0047111A],
va ching tuong tu.

Theo mdt phuong an, budc epime hda cod thé dugc thyuc hién bfmg cach bt
dong D-psicoza epimeraza, bién thé cua nd, cac ching cé kha ning tao ra enzym nay
hodc ching nudi cdy ctia né vao mot chét mang, vi du, natri alginat, nhdi enzym bt
dong nay vao thiét bi ddng phan héa, vi dy, cot, va cung cép dung dich chira D-fructoza
dén cot da nhdi nay. Nhiét do trong thiét bi nay c6 thé dugc duy tri nim trong khoang tir
40°C dén 70°C, vi du, tir 40°C dén 55°C, dé epime héa. Nhiét d6 cia dung dich chira
D-fructoza dugc cung cép c6 thé, vi du, dugc ting dén khoang tir 40°C dén 60°C, vi du

50°C, v6i tbe @6 gia nhiét nim trong khoang tir 5°C dén 20°C trong mbi gid bing bd
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trao ddi nhiét sao cho SV [Téc dd dong chiy trong khong gian: tbc d6 dong
(L)/gio(Hr)/lwgng nhya (L)] dat gia tri tir 0,5 dén 3. D-psicoza tao ra dugc boi bude
epime hoa co thé c¢6 d0 tinh khiét nim trong khoang tir 15% (trong lugng/trong lugng)
dén 35% (trong luong/trong luong), vi dy, tir khoang 20% dén khoang 30% (trong
lugng/trong luong).

Dung dich chira D-psicoza dugc tao ra nhu trén dugc duge vao bude lam mat
thir nhit va budc tinh ché ion. Budc 1am méat thir nhit dé chi quy trinh 1am gidm nhiét
dd dung dich hodc nhiét d xung quanh dén khoang tlr 25°C dén 45°C, cu thé 1a tr
30°C dén 40°C. Theo mdt phuong 4n, dich cai tao ra dugc bdi budce két tinh D-psicoza
6 thé duoc tai sir dung trong budc 1am mat thir nhét va buéc tinh ché ion. Cu thé, bude
lam mat c6 thé dugc thuc hién sao cho nhiét @6 duoc giam tir tir véi tbc do 1°C dén
10°C trong mdi gior thong qua bd trao d6i nhiét. Néu D-psicoza dugce tiép xtc lién tuc
v6i mot nhiét d6 nhat dinh, D-psicoza c6 thé bi phan hiiy qua su bién dang nhiét, theo.
cach d6 1am gidm do tinh khiét ciia D-psicoza trong quy trinh san xuét. Do d6, kho dé
dat quy trinh san xuét hiéu suit cao cho D-psicoza (xem Fig.4 dén 8). Do d6, theo sang -
ché, su bién dang nhiét ciia D-psicoza dugc ngin can béng cach kiém soat nhiét do
trong mdi quy trinh cia phwong phap nay.

Tiép theo, budc tinh ché ion dé chi quy trinh tinh ché cho phép dung dich da
lam mat di qua c{t dugc nhdi nhya trao ddi cation c6 tinh axit manh va/hodc nhya trao
dbi anion c6 tinh bazo yéu. Néu st dung nhya anion c6 tinh bazo manh, D-psicoza ¢6
thé bi bién dang & nhiét do thap ndm trong khoang tir 25°C dén 45°C, bang céch d6 gay
ra gidm d9 tinh khiét. Do d6, dé tao ra D-psicoza véi hiéu sult cao, nhua trao dbi cation
¢6 tinh axit manh hodc nhya trao dbi anion c6 tinh bazo yéu c6 thé dugc st dung. Cu
thé hon, st dung 100% nhya trao dbi anion c6 tinh bazo yéu. Nhua trao ddi cation va
nhya trao ddi anion c6 thé dugc st dung cung thoi diém dé loai bo c6 hiéu qua cac
thanh phén ion. Trong truong hop, ty 1€ cua nhya trao dbi cation v6i nhya trao ddi anion
c6 thé ndm trong khoang tir 1:0,5 dén 1:3. Trong bude tinh ché ion, nhiét do nim trong
khoang tir 25°C dén 45°C, cu thé 1a tir 30°C dén 40°C dugc duy tri d& ngin can sy bién
dang ctia D-psicoza. Theo d6, ¢6 thé loai bo céc thanh phan ion thu duge 1am tap chét
trong dung dich chira D-psicoza. Sau buéc tinh ché ion, ham lwong cua thanh phén ion
14 20 microximen hodc thip hon, cu thé 13 10 microximen trén mdi cm hoic thip hon,

nhu do dugc boi may do do din dién. D-psicoza trong dung dich da tinh ché ion c6 dd
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tinh khiét nim trong khoang tir 10% (trong lugng/trong luong) dén khoang 35% (trong
lugng/trong lugng).

Sau d6, dung dich chira D-psicoza di tinh ché ion dugc dua vao budc co thir
nhét v bude 1am mat th hai.

Buéc cd th nhit dé chi quy trinh ¢ dic dung dich chira D-psicoza da tinh ché
ion sao cho dung dich ndy c¢6 ndng do D-psicoza nim trong khoang tir 50 brix dén 70
brix, vi du, tir 55 brix dén 65 brix. Cu thé 13, ¢6 thé c6 dung dich chira D-psicoza da tinh
ché ion & nhiét d nim trong khoang tir 60°C dén 80°C, vi dy, tir 65°C dén 75°C trong
1 pht dén 1 gid, cu thé tir 1 phit dén 30 phit. D& ¢, ky thudt bdc hoi & nhiét do thip
6 thé duoc st dung dé ngan can su bién dang ctia D-psicoza. Nhu sir dung trong day,
thuat ngit, brix d& chi trén phin trim trong lugng cua D-psicoza hodc D-fructoza tinh
trén tong trong lugng cla dung dich. Sau budce co thi nhét, bude 1am mat thir hai c6 thé
dugc thuc hién. Khi tién hanh budc 1am mat thir hai, nhiét do dung dich hodc nhiét d
xung quanh c6 thé dugc giam dén nhiét do thdp hon it nht 10°C so véi nhiét dd & bude
¢6 thtr nhét. Theo mdt phwong 4n, nhiét do ctia bude 1am mat tha hai cé thé ndm trong
khoang tir 50°C dén 60°C. Cu thé, nhiét do c6 thé giam nhe v6i toc d6 1am mat 1a tir
5°C dén 25°C trong mdi gid béng b trao ddi nhiét. Theo mot phwong an, dich céi tao ra
duoc boi buse két tinh D-psicoza c6 thé duge tai st dung trong budc c¢d thir nhét
va/hodc budc lam mat tha hai.

Sau d6, dung dich chira D-psicoza da co va lam mat c6 thé duogc dwa vao budc
sdc ky dé thu duoc dich cai va dich tach chira D-psicoza.

Séc ky 1a d@é chi quy trinh tach D-psicoza bang céach loi dung lyc lién két yéu
gitta D-psicoza va ion kim loai gin véi nhya ion. Vi dy, budc sic ky c6 thé 1a sic ky
lién tuc. Nhya ion st dung trong phép sic ky c6 thé 12 nhya trao ddi cation c6 tinh axit
manh ma cac géc K, Na, Ca, hoac Ma duogc gén vao. Trén quan diém tach D-psicoza va
D-fructoza, K, Ca, hodc Na dugc sir dung mot cach thuén loi. Béng cach séc ky, c6 thé
thu dugc dung dich chira D-fructoza- va dich tach chira D-psicoza. Dich tich chira D-
psicoza c¢6 thé 1a phan doan chira D-psicoza ¢6 d¢ tinh khiét 12 90% (trong lwong/trong
lugng) hoic cao hon, vi dy, 95% (trong lugng/trong lugng) hodc cao hon. Cu thé hon,
D-psicoza c6 d0 tinh khiét ndm trong khoang tir 90 dén 99% (trong lugng/trong lugng)
hodc cao hon.

Dung dich chirta D-fructoza c6 thé 1a phan doan chira D-fructoza c6 d¢ tinh
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khiét 13 70% (trong lugng/trong lugng) hodc cao hon. Dung dich chta D-fructoza c6
thé dugc tai st dung trong budc epime héa D-psicoza. Trude khi tai st dung, phuong
phép nay c6 thé con bao gdm buéc 1am mét dung dich dén nhiét d6 nam trong khoang
tir 25°C dén 45°C, cu thé 1a khoang tir 30°C dén 40°C.

Sau d6, dich tach chira D-psicoza dugc dua vao bude cd thir hai va bude lam
mat thi ba @8 thu dugc tinh thé D-psicoza. Dung dich D-psicoza tach duoc bang sic ky
va ¢6 dd tinh khiét 13 90% (trong lwgng/trong lwong) hodc cao hon, vi dy, do tinh khiét
12 95% (trong lugng/trong lugng) hodc cao hon, duge dua vao budce cb thir hai sao cho
dich tach cé néng d6 D-psicoza 1a 75 brix hodc cao hon, vi du, 80 brix hodc cao hon.
Viéc ¢6 duoc tién hanh cu thé & nhiét do nam trong khoang tir 60°C dén 80°C, vi du, tir
65°C dén 75°C trong tir 1 phtt dén 1 gid, cu thd hon 1a tir 1 phit dén 30 phut. DE ¢d, c6
thd st dung quy trinh béc hoi & nhiét do thip @& ngan can su bién dang cia D-psicoza.
Sau budc cd thir hai, budc lam mat thi ba ¢ thé dugc thuc hién. Budc 1am mat thir ba
sir dung dé két tinh D-psicoza, va c6 thé bao gdm budc gidm nhiét do dung dich hodc
nhiét 6 xung quanh dén nhiét do nam trong khoang tir 30°C dén 40°C. Cu thé hon,
budc 1am mat tht ba c6 thé duge thuc hién tir tir sao cho nhiét do dung dich hodc nhiét
d0 xung quanh dugc giam véi tde do tir 5°C dén 20°C trong mdi gid' dén nhiét d6 ndm
trong khoang tir 25°C dén 45°C, vi dy, tir 30°C dn 40°C. Trong khoang nhiét d6 nay,
viéc gia nhiét va 1am mat ¢6 thé dugc tién hanh I3p lai tir 5 1an dén 10 14n trong khoang
tir 40 gidr dén 120 gio dé thuc hién budc két tinh. Tinh thé D-psicoza thu dugc c6 thé
con dugc khir nuée va lam khd. Tinh thé D-psicoza thu dugce c6 thé c6 do tinh khiét 95%
hodc cao hon, cu thé 13 99% hoic cao hon. Hon nita, tinh thé D-psicoza c6 thé c6 hiéu
suét 12 75% hodc cao hon, 80% hoic cao hon, hodc 85% hodc cao hon, theo tinh toan
pht hop véi Phuong trinh 1:

Hiéu suit (%) = (trong lugng tinh thé D-psicoza da khitt nu6c va 1am khd/trong
lugng D-psicoza chira trong dung dich dugc két tinh) x 100.

Khi tinh toan hiéu suét, trong lwong (g/L) ctia D-psicoza c6 trong dung dich can
duoc két tinh dwgc xac dinh bang phan tich HPLC (séc ky 16ng hiéu ning cao). Sau do,
gié tri do dugc dugc thé vao trong Phuong trinh 1, bang cach d6 tinh trong lugng cia
D-psicoza c6 trong dung dich cu thé (L).

Dich céi ngoai trr tinh thé D-psicoza tao ra trong budc két tinh D-psicoza c6

thé duoc tai st dung trong mdi quy trinh trén. Theo mt phwong é&n, dich ci tao ra
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trong budc két tinh ¢6 thé dugc tai sit dung trong mot hodc nhiéu quy trinh dugc chon
tir budc lam mat thér nhit va bude tinh ché ion, bude cd thir nhit va budce lam mat thi
hai, va budc shc ky. Dich céi tao ra dugc boi bude két tinh D-psicoza ¢6 thé dugc lam
mét dén nhiét d6 ndm trong khoang tir 25°C dén 45°C va sau d6 tai st dung. Dich cai
tao ra dugc bdi budce két tinh D-psicoza c6 thé 13 phan doan chira D-psicoza c6 d¢ tinh
khit 12 90% (trong lugng/trong lugng) hodc cao hon, dd tinh khiét 1a 92% (trong
lugng/trong lugng) hodc cao hon, hodc do tinh khiét 1a 95% (trong lugng/trong lugng)
hoac cao hon.

Sau day, sang ché s& dugc md ta chi tiét hon c6 vién dan dén mot s6 vi du. Nén
hidu ring cac vi du nay dugc cung cép chi nhim minh hoa va khong dugc hiéu theo
cach bit ky dé giéi han sang ché.

M5 t4 chi tiét d& rd v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc nay s& dugc

bd qua trong day.

Vi du thye hién sang ché
Vidul

Fructoza tinh thé c6 do tinh khiét 13 99% (trong lugng/trong lwgng) hodc cao
hon, dich cai thu dugc tir bude séc ky lién tuc & khoang 30°C, dich céi thu dugc tur
bude két tinh & khoang 30°C, va nude & khoang 30°C duge phdi hop trong binh dung
dung dich dé diéu ché dung dich co chit 50 brix (%) cho phan img enzym.

Nhu boc 16 trong Pon yéu cau cip bing séng ché Han Qudc s6 10-2009-
0118465, phan ng enzym dugc thuc hién bang cach b4t dong D-psicoza epimeraza
tach duoc tir Corynebacterium glutamicum KCCM 11046 & natri alginat 1a cht mang,
sau d6 nap enzym bit dong vao thiét bi ddng phan héa (cot ddng phan hoa, san xuét boi
Hanju Machine Industry Inc.), 4p dung dung dich co chét da didu ché cho phan tng
enzym lén ¢t dong phan héa, va gia nhiét dung dich co chit & nhiét 46 nim trong
khoang tir 5°C dén 20°C trong mdi gios 1én dén 50°C bing bo trao ddi nhiét sao cho SV
[tdc d6 dong chay trong khong gian: tbc d6 dong (L)/gio (Hr)/lugng nhya (L)] dat gid
tri 0,5. Tai day, D-psicoza thu dugc c6 do tinh khiét khoang 24% (trong lugng/trong
lugng).

Dung dich D-psicoza c6é d9 tinh khiét 1a 24% (trong lugng/trong lugng) duge

dua vao budc lam mat thir nhét véi toe do tir 5°C dén 10°C trong mdi gi xubng dén
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nhiét d6 nim trong khoang tir 30°C dén 40°C thong qua bd trao d6i nhiét, va sau d6 cho
di qua cdt da dugc nhdi nhya trao dbi cation c6 tinh axit manh dugc thé bdi cac nhom
hydro (Lewatit S 1668) va cot da duoc nhdi nhua trao dbi anion c¢6 tinh bazo yéu duoc
thé boi cac nhém hydroxyl (Lewatit S 4528) sao cho SV [Téc @6 dong chiy trong
khong gian: tbc d6 dong (L)/git (Hr)/lugng nhya (L)] dat gid tri 3, bang céch d6 loai bo
thanh phan ion con lai trong dung dich phan img enzym. Viéc loai cic thanh phén ion
dugc do bing may do d din dién. Trong d6, d6 din dién dugc diéu chinh dén khong
qué 10 microximen/cm, va d¢ tinh khiét ctia D-psicoza dugc duy tri & muc 24% (trong
luong/trong lugng).

Dung dich chtta D-psicoza da tinh ché ion dugc dua vao quy trinh bdc hoi &
nhiét do thép (Forced Thin Film Evaporator, Welcronhantec Co., Ltd.), c6 dén 60 brix
(%) (dung dich D-psicoza x100/téng dung dich) & nhiét do nim trong khoang tir 65°C
dén 75°C trong mot khoang thoi gian ngén tir 10 phut dén 15 phat. Dung dich thu dugc
duge dua vao bude 1am mat thir hai vai toe dd nim trong khoang tir 5°C dén 25°C trong
moi gioy thong qua bd trao d6i nhiét, va sau d6 dugc dua qua cot da duge nhdi nhya trao
dbi cation c6 tinh axit manh c6 gin nhém hoat dong canxi gin & nhiét do nim trong
khoang tir 50°C dén 60°C. Thong qua budc séc ky lién tuc nhu vy, phan doan chia D-
psicoza c6 do tinh khiét 12 95% (trong luong/trong lugng) hodc cao hon va phén doan
chtta D-fructoza c6 dd tinh khiét 13 75% (trong lugng/trong lwgng) hodc cao hon dugc
tach.

Dich céi dugc tach qua budc séc ky lién tuc, cu thé, phan doan D-fructoza c6
d0 tinh khiét 1a 75% (trong lugng/trong lwong) hodc cao hon, duge thu thdp va 1am mat
vé6i téc d0 ndm trong khoang tir 20°C dén 30°C trong mdi gio. Khi phan doan nay dat
30°C, phan doan nay dugc quay vong trd lai quy trinh phan g enzym.

Dung dich D-psicoza c6 d9 tinh khiét 12 95% (trong lugng/trong lugng) hodc
cao hon tach dugc qua budce sic ky lién tuc duge co dén 80 brix (%) & nhiét do nam
trong khoang tir 65°C dén 75°C trong khoang thdi gian ngin nim trong khoang tlr 10
phat dén 15 phat. Dung dich D-psicoza ¢6 duge c6 dd tinh khiét 13 95% (trong
lwong/trong lwgng) hodc cao hon duge 1am mét nhanh dén 40°C véi toe do tir 5°C dén
20°C trong mdi gior thong qua bd trao dbi nhiét. Viéc gia nhiét va lam mat dugc 13p lai
tr 5 @n 10 1an trong khoang nhiét 4o tir 35°C dén 40°C sao cho budc két tinh duoc tién
hanh trong 80 gidr dén 120 gid, bang cach d6 thu duge D-psicoza (xem Fig.1). Ngoai ra,
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dich céi tach dugc qua budce két tinh, cu thé 13, phan doan D-psicoza c6 dd tinh khiét 1a
90% hodc cao hon, dugc thu thap, lam mat dén 30°C, va cho di qua cot da duoc nhdi
nhua trao ddi cation c6 tinh axit manh dugc thé boi cac nhém hydro va cot da duoc
nhdi nhya trao d6i anion c6 tinh bazo yéu dugc thé bai nhém hydroxyl.

Qua quy trinh trén, dung dich D-psicoza duoc cd trong khoéng thoi gian ngin
trong quy trinh bdc hoi & nhiét do thAp trong khi nhiét do ciia quy trinh dugc diéu chinh
dén nhiét @ thép thong qua bd trao ddi nhiét, bing cach d6 thu dugc D-psicoza do tinh
khiét cao c6 do tinh khiét 12 99% hodc cao hon véi hidu suat ndi bat 1a 75% hodc cao
hon.

Vi du so sanh 1

D-psicoza d9 tinh khiét cao c6 do tinh khiét 1a 99% hoic cao hon dugc tao ra
duoc bdi phuong phdp twong tw nhu trong Vi du 1 trong d6 dich cai chira D-fructoza
tao ra trong budc sic ky lién tuc dugc tdi sit dung trong budc epime héa D-psicoza va
dich cdi tao ra qua buédc két tinh D-psicoza dugc tai st dung, ngoai trlir viéc bo qua céc
bude 1am mét bao gdm budc 1am mét thir nhét va budc 1am mat thi hai. Hiéu suét quy
trinh san xuét 12 60%.

Do tinh khiét ctia D-psicoza bi giam di & mot ndng do nhét dinh hodc ndng dd
thap hon va sau mot khoang thoi gian nhét dinh (xem Fig.4 dén 8). Do d6, néu dich cai
chita D-fructoza tach dugc qua budc séc ky lién tuc va dich cai tach duge qua budce két
tinh dugc quay vong lién tuc ma khong lam mat, 4o tinh khiét cua D-psicoza dugc dua
vao sic ky lién tuc s& bi gidm di tir d6 tinh khiét ban dau la 24% (trong luong/trong
lwong) ty 18 voi sb 1an lip lai viéc quay vong, va hiéu suit ctia phan doan D-psicoza do
tinh khiét cao c6 do tinh khiét 1a 95% (trong luwgng/trong lugng) hodc cao hon can phai
két tinh ciing s& bi giam. Do 6, ngudi ta coi rang hiéu suit thap nhu vy cla phan doan
D-psicoza d6 tinh khiét cao c¢6 do tinh khiét 12 95% (trong lugng/trong lugng) hodc cao
hon 1a nguyén nhan gidm hiéu sudt quy trinh san xuit ctia D-psicoza dj tinh khiét cao
c6 dd tinh khiét 1a 99% hoic cao hon. Hon nita, ¢6 su tich tu tap chét bién dang tir D-
psicoza dugc tich 12 phin doan D-fructoza trong giai doan tach bang sic ky lién tuc,
bing cach d6 giy ra cac van & trong bude tach bing sic ky lién tuc trong céc 14n quay
vong. Pé kiém so4t su tich tu tap chét nay, x4 bo phan doan D-fructoza véi lugng nim
trong khodng tir 5% (thé tich/thé tich) dén 10% (thé tich/thé tich), do d6 1am giam hi¢u

sudt quy trinh san xuit D-psicoza d9 tinh khiét cao c6 do tinh khiét 1a 99% hogc cao
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hon.

Néu khong xa bo dich céi chira D-fructoza voi lugng nim trong khoang tir 5%
(thé tich/thé tich) dén 10% (thé tich/thé tich) tach dugc qua budc sic ky lién tuc, do tinh
khiét cua D-psicoza dugc dua vao sdc ky lién tuc s& bi giam lién tuc do tap chét tich tu.
Do d6, dé tach D-psicoza do tinh khiét cao c6 do tinh khiét 13 95% (trong lugng/trong
luong) hodc cao hon, cac diéu kién tach cta phép sic ky lién tuc phai dugc lién tuc didu
chinh, do d6 gay gidm hi¢u qua san xuét trong cong nghiép. Hon nita, dé tach D-psicoza
d6 tinh khiét cao c6 d6 tinh khiét 12 95% (trong lugng/trong lwgng) hodc cao hon, luong
nude khir ion héa ciing dugc ting 1én, do d6 gdy ganh nidng cho qua trinh co. Két qua 13,
hién tugng tic nghén xay ra trong quy trinh san xuét, do d6 gdy giam lugng san xuét va
tang chi phi san xuét.

Vi du so sanh 2

D-psicoza d9 tinh khiét cao c6 dd tinh khiét 12 99% hoc cao hon tao ra dugc
b&i phuong phép twong tw nhu trong Vi du 1 ngoai trir viéc bé qua vige téi st dung dich
céi chira D-fructoza tao ra qua budc sic ky lién tuc trong budc epime hoa D-psicoza va
tai stt dung dich cai tao ra qua budc két tinh D-psicoza. Hiéu sudt quy trinh san xuét 13
20% (xem Fig.3).

Mic du mot sb phuong an dd dwgc mo ta trong ddy, nén hiéu ring cac phuong
an nay chi dugc dua ra nhim minh hoa, va cac bién di, didu chinh va thay @i c6 thé
duoc thuc hién bdi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay ma khong vuot qua
pham vi va tinh than cua séng ché. Do dé, pham vi cua sang ché s& chi gidi han & bo

Yéu cau bao hd va cac phuong an twong duong cua no.
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YEU CAUBAO HQ
1. Phwong phép san xuit D-psicoza, phuong phap nay bao gbm cac budc:

dua D-fructoza vao bugc epime héa D-psicoza dé tao ra dung dich chua D-

psicoza,
dua dung dich chira D-psicoza vao budc lam mat thi nh4t va budc tinh ché ion,

dua dung dich chtra D-psicoza di tinh ché vao budc cb thir nhit va budc lam

mat th{ hai,

dwa dung dich chtta D-psicoza, 12 dung dich dd dugc dua vao vao bude cb thir
nhét va budc 1am mat thi hai, vao budc sic ky dé thu duge dich céi chra D-fructoza va

dich tach chira D-psicoza, va

dua dich tach chira D-psicoza vao budc cd thit hai va buéc lam mat thir ba aé

két tinh D-psicoza, theo d6 thu dugc cac tinh thé D-psicoza va dich cai chira D-fructoza,

trong d6 dich cai chira D-fructoza tao ra dugc boi bude sdc ky dugc tai st dung
trong budc epime héa D-psicoza, va trong d6 dich cai chira D-fructoza dugc tai sir dung
trong budc lam mat thir nhét va budc tinh ché ion, budc ¢ thir nhit va budc lam mat

thir hai, hodc budc sic ky.

2. Phwong phap san xuét D-psicoza theo diém 1, trong d6 dich cai chira D-psicoza dugc

tai st dung trong trong budc lam mat thi nhét va buée tinh ché ion.

3. Phuong phép san xuét D-psicoza theo diém 1, trong d6 budce sic ky 1a séc ky lién

tuc.

4. Phuong phép san xuét D-psicoza theo diém bét ky trong s cac diém tr diém 1 dén
3, trong d6 dich cai chira D-fructoza tao ra dugc bdi bude sdc ky hoic dich céi chira D-
psicoza tao ra dugc bdi budc két tinh D-psicoza dugc lam mat dén nhiét do nam trong

khoang tir 25°C dén 45°C trudc khi téi st dung.

5. Phuong phép san xuét D-psicoza theo diém bét ky trong sb cac diém tir diém 1 dén
3, trong d6 bude 1am mét thr nht va budc 1am mét thir ba duge tién hanh biang céch
lam mét nhiét 4o dung dich hodc nhiét d6 xung quanh dén nhiét d6 nim trong khoang
tir 25°C to 45°C, va budc lam mat thi hai dugc tién hanh bang cach lam giam nhiét do
dung dich hogc nhiét d6 xung quanh dén nhiét do nim trong khoang tlr 45°C dén 65°C.
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6. Phuong phap san xuit D-psicoza theo diém 5, trong d6 buéc 1am mat thi nhét va
bude lam mat thir ba dugc tién hanh b%mg cach lam mat nhiét 46 dung dich hodc nhiét
d0 xung quanh dén nhiét do ndm trong khoang tir 30°C dén 40°C, va budc 1am mét thir
hai duoc tién hanh bang cach ha nhiét do dung dich hodc nhiét d6 xung quanh dén nhiét
d6 nim trong khoéang tir 50°C dén 60°C.

7. Phuong phéap san xudt D-psicoza theo diém bat ky trong sb cac diém tir diém 1 dén
3, trong d6 budce co thu nhét duge tién hanh sao cho dung dich chira D-psicoza di tinh
ché c6 ndng d D-psicoza nim trong khoang tir 50 brix dén 70 brix, va budc co thit hai
dugc tién hanh sao cho dung dich da tach dugc c6 ndng dd D-psicoza nim trong

khoang tir 75 brix hodc cao hon.

8. Phwong phép san xuét D-psicoza theo diém bat ky trong sb cac diém tir diém 1 dén
3, trong d6 dich cai chia D-fructoza tao ra dugc boi bude sic ky 13 phan doan chira D-

fructoza c6 do tinh khiét 12 70% (trong lugng/trong lugng) hodc cao hon.

9. Phuong phap san xuit D-psicoza theo diém 1, trong @6 dich cai tao ra dugc bdi
buéc két tinh D-psicoza 13 phan doan chtra D-psicoza c¢é dd tinh khiét 12 90% (trong

lugng/trong luong) hodc cao hon.

10. Phwong phap san xuit D-psicoza theo diém bat ky trong sb cac diém tir diém 1 dén
3, trong d6 budc epime hda D-psicoza duge tién hanh & nhiét d6 ndm trong khoang tir
40°C dén 70°C trong sy c6 mit ctia D-psicoza epimeraza, bién thé cta né, cic ching c6
kha ndng tao ra enzym nay hodc chung nudi ciy cua no.

11. Phuong phap san xudt D-psicoza theo diém bt ky trong sb cac diém tir diém 1 dén
3, trong d6 budc tinh ché ion sir dung nhva trao ddi cation c6 tinh axit manh ho#c nhya
trao dbi anion c6 tinh bazo yéu.

12. Phuong phap san xuit D-psicoza theo diém bat k¥ trong sb cac diém tir diém 1 dén
3, trong d6 dich tach chira D-psicoza bao gbm D-psicoza c6 do tinh khiét 13 93% (trong
lugng/trong lugng) hodc cao hon.

13. Phuong phap san xuit D-psicoza theo diém bét ky trong sd cac diém tir diém 1 dén
3, trong d6 budc bét ky hodc nhidu bude hon trong s cac budc lam mat tht nhét dén

budc 1am mat thi ba 13 1am mat bang trao d6i nhiét.

14. Phuong phép san xut D-psicoza theo didm bét ky trong sb cac diém tir diém 1 dén
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3, trong d6 tinh thé D-psicoza thu dugc c6 do tinh khiét 12 95% hoic cao hon, t6t hon 12

99% hodc cao hon.

15. Phuong phap san xut D-psicoza theo diém bét ky trong sb cac diém tir diém 1 dén

3, trong d6 tinh thé D-psicoza c6 hiéu sut 14 75% hoic cao hon,
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[Fig. 1]
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[Fig. 2]
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(Fig. 3]
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[Fig. 4]
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[Fig. 5]
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[Fig. 6]
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[Fig. 7]
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