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(57) Sang ché dé cap dén quy trinh tao ra chat ran chtra tinh thé isomaltuloza va

trehaluloza, bao gdm céc bude xir 1y:

A) cho phtc hop enzym ma c6 kha ning xuc tic phan tng chuyén sucroza thanh

isomaltuloza va trehaluloza tiép xtc véi dung dich chira sucroza;

B) dong phan hoa it nhat mot phan sucroza thanh isomaltuloza va trehaluloza;

C) tach phirc hop enzym dé thu duoc dung dich chira isomaltuloza, trehaluloza va nuéc;

D) loai bo mdt phén nuée bang cach 1am bay hoi nuée cho t6i khi thu dugc dung dich dam

dic co, tinh theo téng khéi luong dung dich, ham lugng chat ran nam trong khoang tir 75%

khéi luong den 95% khoi lugng, t6t hon 13 nam trong khoang ttr 80% khéi luong dén 93%

khdi lugng, t6t hon nira 1a nam trong khoang tir 86% khdi lugng dén 92% khéi lugng;

E) nang nhiét do cua dung dich dam dac nay dén khoang tir 30°C dén 63°C, tét hon la

khoang tir 45°C dén 62°C, tot hon nita 1a khoang tir 55°C dén 60°C, va sau d6 thyc hién

két tinh isomaltuloza trong khoang nhiét do nay, tiép theo 1a 1am ngudi dé thu dugc chét

ran chira tinh thé isomaltuloza va trehaluloza.
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Linh vue ky thuat dwee dé cap

Sang ché dé cap t6i quy trinh sn xudt cht rin chira tinh thé isomaltuloza va

trehaluloza, bao gom céac budc xur ly:

A) cho phttc hop enzym ma c6 kha ning xuc tdc phan Gng chuyén sucroza thanh

isomaltuloza va trehaluloza tiép xuc véi dung dich chira sucroza;
B) ddng phan hoa it nhat mot phan sucroza thanh isomaltuloza va trehaluloza;

C) tach phtc hop enzym dé thu duoc dung dich chita isomaltuloza, trehaluloza va

nudc;

D) loai bd mot phin nuée bang cach 1am bay hoi nuée cho t6i khi thu duge dung dich
dam dic co, tinh theo téng khéi lugng dung dich, ham lugng chét rin nim trong
khoang tir 75% khdi lugng dén 95% khdi lwong, t5t hon 13 nam trong khoang tir
80% khdi lwong dén 93% khdi lugng, t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 86%
khéi lwong dén 92% khéi luong;

E) nang nhiét d cua dung dich dam diic nay dén khoang tir 30°C dén 63°C, t6t hon 1a
khoang tlr 45°C dén 62°C, tét hon nita 1 khoang tir 55°C dén 60°C, va sau d6
thue hién két tinh isomaltuloza trong khoang nhiét do nay, tiép theo 13 1am ngudi

dé thu duogc chét rin chta tinh thé isomaltuloza va trehaluloza.
Tinh trang ky thuit cia siang ché

Isomaltuloza (o0-D-glucopyranosyl-1,6-fructoza, con dugc goi la Palatinose®) la
chét thay thé duong, thu dugce tir dudng sucroza. Viée tao ra n6 dugc thuc hién béng cach
dong phan hoa sucroza, thuong duoc thuc hién nhd enzym bing cach st dung
isomaltuloza synthases (sucroza glucosylmutaza, EC 5.4.99.11). C4c tai liéu DE1049800,
DE2217628, EP 28900 va EP 91063 md ta nhidu phuong phép st dung té bao vi khuan
¢b dinh dé chuyén sucroza thanh isomaltuloza thong qua enzym. Nham muc dich nay, EP
0625578 st dung cac chung vi khuan tir nhém Protaminobacter rubrum (CBS 574.77),
Serratia plymuthica (ATCC 15928), Serratia marcescens (NCIB 8285), Leuconostoc
mesenteroides (NRRL-B 512 F (ATCC 1083 a)) va Erwinia rhapontici (NCPPB 1578).

EP 0392556 va EP1257638 mo ta viéc st dung cac ching vi khuan tir nhém Klebsiella
_2-
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terrigena JCM 1687, Klebsiella sp. No. 88 (FERM BP-2838) va Klebsiella
singaporiensis LX3 va LX21.

Cac phuong phap ddng phan héa nay duge thuc hién bang cach str dung té bao sdng
hodc té bao chét, cing véi sy c6O mat cua té bao ty do hoic té bao c¢b dinh: vi du,
DE3133123 va EP0915986, vi du, md ta cac phuong phap ¢b dinh chit xtc tdc enzym sur
dung canxi alginat hodc chét trao d6i ion, trong khi d6, EP0001099 md ta phuong phép
str dung céc té bao séng, tr do ma co thé tao ra isomaltuloza trong diéu kién 1én men. Céc
san phidm phu nhu trehaluloza (a-D-glucopyranosyl-1,1-fructoza) va ca fructoza ciing

nhu glucoza thudng dugce tao ra trong phan tmg dong phan héa sucroza nay.

Tai liéu EP483755 ciing md t4 phuong phép tao ra trehaluloza, trong do, vé co ban,
phuong phap dugc md ta & trén da dugc t6i wu vé hiéu suat tbng hop trehaluloza, bing
cach st dung enzym sucroza glucosylmutaza tor mot s6 ching Pseudomonas hoic

Agrobacterium.

DE102012216955 bdc 10 quy trinh két tinh lién tuc isomaltuloza bao gdm cac budc
A) tao ra dich nudi chira isomaltuloza va nuéc, B) loai b6t mot phﬁn nudce bf?mg cach lam
bay hoi dé thu duoc huyén phu chira tinh thé isomaltuloza, C) tach huyén ph nay thanh

chét ran chtra isomaltuloza va nudce céi va D) tuy y rira isomaltuloza rdn nay.

EP2674500 boc 10 phuong phap tao ra chét rin tr sacarit 16ng chira isomaltuloza,
trong do sacarit 16ng nay thu dugc bing cich cho enzym ma tao ra isomaltuloza tir
sucroza tac dung véi sucroza 16ng, trong d6 phuong phap nay bao gdm cac budc: lam
nong sacarit 1éng néu trén dé diéu chinh ham luong chét ran cia sacarit 16ng ndy t&i 77
dén 96% khdi luong, dung lyc truot tac dong 1én hdn hop thu duge tir bude néu trén dé
tao ra nhan tinh thé, trong khi van duy tri nhiét do cta san pham nay & khoang tir 65 dén

120 do C va lam nguoi hdn hop nay d8 thu dugc chat ran.

Cé4c nhuoc diém cta giai phap k¥ thuat nay hodc chi thu dugc tinh thé isomaltuloza
tinh khiét, va bod phi trehaluloza chira trong d6, hodc khong thu dugc chét rén tinh thé ma
chi thu duoc chit rin vo dinh hinh, va hodc phai thuc hién quy trinh nay nhiét do cao,

tiéu ton nhidu nang luong.
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

Do d6, muc dich cia sing ché 13 dé xuit quy trinh nhim khic phuc it nhat mot

nhuoc diém cua cac quy trinh da biét trong tinh trang k§ thuét.

Cac tac gid sang ché d3 bt ngd phat hién ra rang quy trinh theo diém 1 yéu cau bao

hd ¢o thé dat dugc muc dich nay.

Vi vdy, sang ché dé xuat quy trinh san xuat chat ran chira tinh thé isomaltuloza va

trehaluloza, bao gom cac bude xur ly:

A) cho phtrc hop enzym ma c6 kha ning xuc tac phan ng chuyén sucroza thanh

isomaltuloza va trehaluloza tiép xtic véi dung dich chira sucroza;
B) dong phan hoa it nhét mot phan sucroza thanh isomaltuloza va trehaluloza;

C) tach phtrc hop enzym dé thu duoc dung dich chtra isomaltuloza, trehaluloza
va nudc;

D) loai bo mot phan nuéc bang cach lam bay hoi nude cho t6i khi thu duoc
dung dich dam dic co, tinh theo tbng khdi lugng dung dich, ham luong chét
rén nim trong khodng tir 75% khéi luong dén 95% khdi luong, tot hon la
nam trong khoang tr 80% khéi luong dén 93% khéi luong, tot hon nita 13

nim trong khoang tir 86% khéi lugng dén 92% khdi lugng;

E) ning nhiét do ctia dung dich ddm ddc nay dén khoang tir 30°C dén 63°C, tbt
hon 1a khoang tir 45°C dén 62°C, 6t hon nita 1a tir 55°C dén 60°C, va sau d6
thwe hién két tinh isomaltuloza trong khoang nhiét do nay, tip theo Ia lam

ngudi dé thu duoc chét rin chtra tinh thé isomaltuloza va trehaluloza.
Mot uu diém ctia quy trinh theo sang ché 1a chit luong sin pham 6n dinh.
Mot uu diém tiép theo ctia quy trinh theo sang ché 1a gia ting hidu suit khong gian-
thoi gian riéng cua thiét bi.
Mot wu diém nira cia quy trinh theo sang ché 1a khong cén t6i tinh thé mam va sy

phat tredng phtre tap cta ching.
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Con mot vu diém nira ciia quy trinh theo sang ché 13 c6 thé tiét kiém nang lugng, do

quy trinh nay dugc thuc hién ¢ nhiét do thép.

Con mot wu diém nita cla quy trinh theo sang ché 12 hiéu suét cao hon, do nhidu sin
pham duogc hoa ran hon so véi cac quy trinh két tinh chi tap trung vao isomaltuloza tinh
Khiét.

Mot vu diém khac ciia sdng ché 1a san pham thu duoc c6 thé dugc sir dung ngay va

khong cin doi khoang thdi gian kéo dai cho t6i lic két thiic qud trinh hoan thanh tinh thé.
MG ta chi tiét sang ché
Thuat ngir “isomaltuloza” duoc hiéu 13 6-O-a-D-glucopyranosido-D- fructoza.
Thuét ngit “trehaluloza” dugc hiéu 14 1-0-a-D-glucopyranosido-D-fructoza.

Thuét ngit “phttc hop enzym” dugc hidu 12 mot thanh phan hodc hdn hop thanh
phan chira it nhét mot enzym hoat tinh ma c6 thé ¢6 ban chit phirc tap, vi du, té bao sdng.
Céc vi du tiép theo vé phirc hop enzym 1a céc protein dung hop trong do it nhét mot
enzym hoat tinh dugc lién két voi it nhat mot polypeptit nita, va nhdm muc dich cta sang

ché, chinh mot enzym tinh khiét cling c6 thé 1a phirc hop enzym.

Lién quan téi sang ché, thuét ngit “phtrc hgp enzym c¢b dinh” duoc hiéu 1a phirc hop
enzym dugc lién két v6i chit nén hodc duge bao quanh boi chét nén dé phirc hop enzym
nay bi khéng ché, vi du, bi chadm, trong su khuéch tan tu do ctia nd hodc trong su chuyén
dong tu do ctia n6 trong dung dich nudc.

Lién quan t61 sang ché, thudt ngir “chét rin chia tinh thé isomaltuloza va
trehaluloza” duoc hiéu 1a chét rén chira chat két tinh véi lugng it nhét 1a 50% khéi lugng,
(5t hon 13 v6i luong it nhit 70% khéi lwong, tét hon nira 1 v6i luong it nhit 90% khoi
luong, tinh theo tdng khoi luong chét ran. Phuong phép thich hop dé x4c dinh ham luong
tinh thé 14 phuong phap nhiéu xa tia X.

Céc tri sb khéi lorong dugce dua ra dbi v6i chat duoc dung dé chi chét khan.

Trir khi ¢6 quy dinh khac, tAt ca phan trim (%) dugc duara la phén tram khéi lugng.

Trong quy trinh theo sdng ché, t6t hon néu ndng do sucroza c6 mit trong dung dich

chira sucroza & bugc xut Iy A) nam trong khoang tir 20% dén 80% khdi lugng, cu thé 1a
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nam trong khoang tir 30% dén 50% khéi lugng, tinh theo tdng khoi lwong dung dich chira

sucroza.

Quy trinh dugc vu tién theo sang ché dic biét thich hop dé tong hop chét ran chua
tinh thé isomaltuloza va trehaluloza bao gdm isomaltuloza v6i luong nam trong khoang
{ir 70% dén 90% khéi lugng, tét hon 1a ndm trong khoang tir 72% dén 89% khéi luong,
t6t hon nita 14 ndm trong khoang tr 74% dén 88% khdi luong, con tot hon nita 1a nim
trong khoang tir 75% dén 85% khdi luong, tinh theo téng khdi luong clia chit rdn. Chét
rin nay chua tinh thé isomaltuloza va trehaluloza bao gdm trehaluloza véi lugng nim
trong khoang tir 5% dén 25% khéi luong, cu thé 1a nam trong khoang tir 6% dén 20%

khéi lugng, tinh theo tdng khéi luong cla chét rén.

Chét rén nay chua tinh thé isomaltuloza va trehaluloza c¢6 thé chtta glucoza voéi
lwong nim trong khoang tir 0,1% dén 5% khéi luong, cu thé 1a chira tir 0,2% dén 4% khoi

lugng, tinh theo tdng khoi lugng cua chit ran.

Chét rin nay chira tinh thé isomaltuloza va trehaluloza c6 thé chira fructoza véi
lwgng nim trong khoang tir 0,1% dén 5% khdi lugng, cu thé 1a chira tir 0,2% dén 4% khoi

lugng, tinh theo tdng khoi lugng cia chét ran.

Chét ran nay chta tinh thé isomaltuloza va trehaluloza c6 thé chtra sucroza voi
luong nam trong khoang tir 0,05% dén 4% khdi lugng, cu thé 1a chira tir 0,1% dén 3%

khéi luong, tinh theo tdng khéi luong cla chét rén.

Tét hon 13, chét rin nay chua tinh thé isomaltuloza va trehaluloza chtra ca ba loai

duong nay.

Tbt hon 13, enzym c6 mit trong phirc hop enzym nay la it nhit mot sucroza
glucosylmutaza ctia 16p enzym EC 5.4.99.11. Uu tién didc biét st dung cic enzym
sucroza glucosylmutaza tir Protaminobacter rubrum, cu thé 1a chung Protaminobacter
rubrum CBS 574.77; Protaminobacter ruber Z12; Serratia plymuthica, cu thé 1a chung
Serratia plymuthica ATCC 15928; Serratia odorifera, cu thé 1a chiing Serratia odorifera
4Rx13; Serratia marcescens, cu thé 1a chung Serratia marcescens NCIB 8285;
Leuconostoc mesenteroides, cu thé 1a chiing Leuconostoc mesenteroides ATCC 1083 a;

Erwinia rhapontici, cu thé 1a cac chung Erwinia rhapontici ATCC29283, NCPPB 1578,
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DSM 4484, NX-5 va WAC2928, Erwinia sp., cu thé 1a chung Erwinia sp. DI12;
Agrobacterium radiobacter, cu thé 1a chung Agrobacterium radiobacter MX-232;
Klebsiella terrigena, cu thé 1 ching Klebsiella terrigena JCM 1687, Klebsiella sp., cu
thé 1a cac chung Klebsiella sp. FERM BP-2838, LX3 va NK33-98-8; Klebsiella
pneumoniae, Cu thé 1a chung Klebsiella pneumoniae 342; Klebsiella singaporensis, cu thé
1a chung Klebsiella singaporensis LX21; Pseudomonas mesoacidophila, cu thé 1a ching
Pseudomonas mesoacidophila MX-45; Pantoea dispersa, cu thé 1a ching Pantoea
dispersa UQG68J; Klebsiella planticola, cu thé 1a cac chung Klebsiella planticola CCRC
19112, MX10 va UQ14S; Enterobacter sp., cu thé 1a ching Enterobacter sp. FMB- 1
(trinh ty ID sb 16), SZ62 va Ejp617; Azotobacter vinelandii DJ trong quy trinh theo sang
ché, v6i Protaminobacter rubrum CBS 574.77 va Protaminobacter ruber 712 la dugc

dac biét uu tién.

Céc enzym c6 thé duge dung dudi dang da dwgc tinh sach nhu polypeptit. Pé thuan
tién cho qua trinh tinh sach, cac enzym co thé & dang protein dung hop trong do, vi du,
chudi danh déu (tag) cho phép d& dang tinh sach, vi nhu chudi danh ddu His (His tag),
chudi danh dau Strep (Strep tag), chudi danh diu GST (GST tag) hodc chudi danh dau
MBP (MBP tag), dugc gin vao enzym nay.

Trong quy trinh theo sang ché, t6t hon néu phtrc hop enzym nay 1a té bao nguyén
ven ma t6t hon 13 duwoc chon tr nhém Protaminobacter rubrum, cu thé 1a ching
Protaminobacter rubrum CBS 574.77; Protaminobacter ruber Z12; Serratia plymuthica,
cu thé 1a ching Serratia plymuthica ATCC 15928; Serratia odorifera, cu thé 1a ching
Serratia odorifera 4Rx13; Serratia marcescens, cu thé 1a chang Serratia marcescens
NCIB 8285; Leuconostoc mesenteroides, cu thé 12 ching Leuconostoc mesenteroides
ATCC 1083 a; Erwinia rhapontici, cu thé 13 cac ching Erwinia rhapontici ATCC29283,
NCPPB 1578, DSM 4484, NX-5 va WAC2928; Erwinia sp., cu thé 1a ching Erwinia sp.
D12; Agrobacterium radiobacter, cu thé 1a ching Agrobacterium radiobacter MX-232;
Klebsiella terrigena, cu thé 1a chung Klebsiella terrigena JCM 1687; Klebsiella sp., cu
thd 1a céc chung Klebsiella sp. FERM BP-2838, LX3 va NK33-98-8; Klebsiella
pneumoniae, CU thé 1a chung Klebsiella pneumoniae 342; Klebsiella singaporensis, cu thé

1a chung Klebsiella singaporensis LX21; Pseudomonas mesoacidophila, cu thé 1a chiing
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Pseudomonas mesoacidophila MX-45; Pantoea dispersa, cu thé 1a ching Pantoea
dispersa UQG68J; Klebsiella planticola, cu thé 1a cac chung Klebsiella planticola CCRC
19112, MX10 va UQ14S; Enterobacter sp., cu thé 12 ching Enterobacter sp. FMB- 1,
S762 va Ejp617; Azotobacter vinelandii D], v&i Protaminobacter rubrum CBS 574,77 va
Protaminobacter ruber 712 dugc uu tién dic biét. Té bao nguyén ven tdt nhét dugc bao
gbm trong quy trinh duoc vu tién theo sang ché c6 thé & trang thai bit ky, nhu dang ting
trudng, dang nghi, con sdng hodc da chét, trong do6 té bao & trang thai nghi duge uu tién

dac biét.

Viéc ¢ dinh céc phtrc hop enzym cd thé dién ra, vi du, dudi dang CLEAs (khéi két
tu enzym lién két ngang khong hoa tan - insoluble crosslinked enzym aggregates ) (Cao,
L. et al., 2000, Cross-linked enzym aggregates: a simple and effective method for the
immobilization of penicillin acylase, Org. Lett., 2: 1361- 1264) hodc trén cac vat lidu hd
tro ¢6 ngudn gbc tu nhién hodc tdng hop. Vat liéu ty nhién 13, vi du, polysacarit nhu
alginat, thach, sepharose, xenluloza va cac dAn xuét cua ching (vi du, DEAE- hodc CM-
xenluloza). C6 thé ding sepharose bién tinh, nhu sepharose di hoat héa bing epoxy,
sepharose da hoat hoa bang brom xyanua, sepharose da hoat hoa bang NHS, sepharose da
hoat héa da hoat hoa bang thiol. Céc sepharose nay c6 san trén thi truong, vi du, tir cac

cong ty GE Healthcare, BioRad, Sigma va Pierce.

Uu tién poly(met)acrylat dugc chon tir cac polyme acrylat ankyl co tur 1 dén 10
nguyén tir cacbon, polyme metacrylat ankyl co tr 1 dén 10 nguyén t&r cacbon va
copolyme metacrylat ankyl co tir 1 dén 10 nguyén tr cacbon — acrylat ankyl co ttr 1 dén
10 nguyén tr cacbon. Quy trinh bao nang va xu Iy tiép theo wu tién st dung cac polyme

poly(met)acrylat da duoc mo ta trong don EP311421 8.

Chat mang v0 co c6 the 1a vt liu nén oxit silicon hodc oxit nhdm, hodc hén hop

ctia chung.

Viéc ¢b dinh cac phic hop enzym nay co thé dién ra bang cach bao nang ching
trong cac gel polyme ¢o nhidu 18 x&p, vi du, cdc vat liéu sol-gel ky nude cua RSi(OCH3)s
hodc hdn hop ctia RSi(OCH3)s va Si(OCHs)s (Reetz, M.T.; Zonta, A.; Simpelkamp, I
Rufinska, A.; Tesche, B. J. Sol-Gel Sci. Technol. 1996, 7, p. 35-43) hodc cua silica gel
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polyme co nhiéu 18 Xép (Elgren, T.M.; Zadvorny, O.A.; Brecht, E.; Douglas, T.; Zorin,
N.A.; Maroney, M. J. & Peters, J. W.). Nano Lett. 2005, 5, 2085-2087.

Hon nita, ngoai viéc ¢6 dinh, enzym nay con dugc st dung cho nhiéu muc dich

trong cac binh phan tmg mang enzym.

Céc phtrc hop enzym dugc dung trong quy trinh theo sang ché, cu thé 14 cac té bao,
t6t hon 1a duoc ¢d dinh trong polysacarit nhu alginat, pectin, carageenan, chitosan hodc
polyvinyl alcohol, vi nhur lentikats, hoéc hdn hop cta ching, cu thé trong alginat; xem vé
vAn dé nay &, vi du Shimizu, H. va ddng tac gia (1997) Screening of novel microbial
enzyms for the production of biologically and chemically useful compounds, in: Advances
in biochemical engineering biotechnology, Vol58: New Enzyms for Organic Synthesis

(Scheper, T., ed.) pp. 45-88, Springer, New York.

Viéc ¢ dinh duge wu tién dic biét cho dang phtrc hop enzym bat ky duoc su dung
trong quy trinh theo sang ché 13 quy trinh da duge mo ta trong don EP2011865, trong do
cac phtrc hgp enzym duoc ¢ dinh trén gia d& tro da duoc trang silicon thu duogc bang

phan g hydro-silic hoa.

Budc B) cia quy trinh theo sang ché dugc vu tién hon 14, 6 pH nam trong khoang
tir 4 dén 9,5. Do pH nay duoc thiét 1ap dé dang nh¢ axit, cu thé 1a axit vo co, tot hon 14 tir

nhém axit sunphuric, axit clohydric hodc axit axetic.

Buge B) cta quy trinh theo sang ché duoc uu tién hon 13, nhiét do nim trong

khoang tir 20 dén 40°C, &t hon 14 tir 25 dén 35°C, dugc do trong dung dich chira sucroza.

O bude C) theo quy trinh, phirc hgp enzym nay va cic tap chét rén tich tu dugc tdch
ra khoi isomaltuloza; viéc tach nay dién ra, vi du, béng cach loc, két tia, séc ky trao dbi
ion hodc ly tam. Do déc diém cb dinh d6 cta phiic hop enzym nay, viéc tach nay la thuén

tién so v6i enzym khong dugce co dinh.

Vi ly do kinh té cua quy trinh, vu tién hon theo sing ché néu phtrc hop enzym nay
da c6 dinh duge dung dudi dang nén rin ma dung dich chta sucroza chay qua (H.
Schiweck, Zuckerind. (1990), 115 (7), 555-565). Céc quy trinh nén rén twong tng dugc
md ta trong A. Liese, et. al. Processes in A. Liese, K. Seelbach, C. Wandrey (Eds.),
Industrial Biotransformations 2nd Edition (2006), Wiley-VCH, Weinheim.
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C6 thé c6 loi néu cac tap chét rin tich tu duge tich ra khoi isomaltuloza nay bf?mg
cach két tua. Tt hon 13, viéc nay duoc thuc hién bé‘mg cach dé léng trong mot khoang
thoii gian tir 2 ngdy dén 60 ngay, tot hon 1a tir 10 ngay dén 50 ngay, tot hon nita 1a tir 20
ngay dén 40 ngay, tét hon 13 & khoang nhiét 4o tir 2°C dén 30°C, 5t hon nita 1a tir 3°C
dén 25°C, tham chi t6t hon nita 14 tir 4°C dén 12°C, trong khi cc tap chét rén tich tu

chim xubng day cua dung dich chira isomaltuloza, trehaluloza va nudc.

Diéu nay c6 hiéu qua k¥ thudt dang ngac nhién, réng viéc két tinh isomaltuloza c6
thé thue hién & nhiét do thip nhu 30°C. Vi vy, quy trinh khac dugc vu tién theo séng
ché dac trung & chd: & bude C) theo quy trinh, phirc hop enzym nay va cac tap chét rin
tich tu dugc tach khoi isomaltuloza nay bang cach dé lang trong mot khoang thoi gian tir
2 ngay dén 60 ngay, tdt hon 13 cuing v6i cdc md ta & bude D), nude dugce loai bo bang
céch 1am bay hoi nuéc cho t6i khi thu dugc dung dich dam ddc chira chat ran v6i ham
lwong nam trong khoang tir 86% khéi luong dén 92% khéi lugng va cac mo ta trong bude
E), tinh theo tong khéi luong dung dich,dung dich ddm dac nay duoc nang nhiét do dén
khoang tir 30°C dén 50°C.

Bing cach thay d6i do bay hoi, c6 thé thu duoc cac ham lugng chit ran khéc nhau;
d6 bay hoi c6 thé duoc kiém soat thong qua, vi du, thoi gian luu trong bude D) cua quy

trinh.

Quy trinh dugc vu tién theo sang ché dic trung & chd: bude D) cua quy trinh duoc
thire hién & nhiét do ndm trong khoang tir 50°C dén 80°C, tdt hon 1a tir 60°C dén 75°C,
t6t hon nira 14 tir 63°C dén 68°C, va ap suit nam trong khoang tir 70mbar dén 200mbar,
t6t hon 13 tir 100mbar dén 180mbar, tét hon nita 1a tir 130mbar dén 160mbar. Cu thé, vu
tién trong pham vi nay 13, trong quy trinh theo sang ché, bude D) clia quy trinh dugce thuc
hién & nhiét d6 ndm trong khoang tir 63°C dén 68°C, va & 4p suét nam trong khoang ti

130mbar dén 160mbar.

Quy trinh khéc duge uu tién theo sang ché dic trung & chd: bude D) cia quy trinh
duoc thuc hién ¢ nhiét do ndm trong khoang tir 50°C dén 80°C, t6t hon 1a tir 60°C dén
75°C, tbt hon nira 13 tir 63°C dén 68°C, va & 4p sudt ndm trong khoang tir 250mbar dén

500mbar, tot hon 1a tir 275mbar dén 450mbar, t6t hon nita 1a tr 300mbar dén 400mbar.
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Cu thé, vu tién trong pham vi ndy 13, trong quy trinh theo sang ché, budc D) ctia quy
trinh dugce thuc hién & nhiét do nidm trong khoang tir 63°C dén 68°C, va ap suit nim

trong khoang tir 300mbar dén 400mbar.

Quy trinh nita dugc wu tién theo sang ché dac trung & chd: bude D) cua quy trinh
dwoc thue hién ¢ nhiét 4o nim trong khoang tir 95°C dén 130°C, tét hon 1a tir 106°C dén
121°C, tt hon nira 13 tir 108°C dén 118°C, va ¢ ap suit nam trong khoang tir 250mbar
dén S00mbar, tdt hon 1a tir 275mbar dén 450mbar, tot hon ntta 13 tir 300mbar dén
400mbar. Cu thé, wu tién trong pham vi nay 1a, trong quy trinh theo sang ché, bude D)
cua quy trinh duge thuc hién & nhigt do nam trong khoang tir 108°C dén 118°C, va & ap

suét nim trong khoang tir 300mbar dén 400mbar.

Biang cach théy ddi @6 bay hoi, c6 thé thu dugc cac ham luong va/hodc san lugng
chit rfin khac nhau; do bay hoi c6 thé duge kiém soat thong qua thoi gian luu, ap suit va
nhiét do, vi du, trong buéc D) cta quy trinh. Qua trinh bay hoi co thé thyuc hién trong

thiét bi bay hoi lién tuc hodc theo mé.

O budce D) cla quy trinh theo sang ché, t6t hon néu do pH nam trong khodng tur 3,5
dén 9.5.

§ buse E) cua quy trinh nay, dung dich ddm dac nay duoc nang nhiét do toi khodng
tr 30°C dén 63°C, tdt hon 13 nim trong khoang tir 45°C dén 62°C, t6t hon nita 1a ndm
trong khoang tir 55°C dén 60°C, t&t hon 1a & 4p sudt ciia mdi trudong. Uu tién ddc biét néu
& bude D) cua quy trinh theo sang ché, thu dugc dung dich ddm dédc voi, tinh theo téng
khéi lugng dung dich, ham lugng chét rén chiém tir 86% khéi lugng dén 92% khéi luong
va & bude E) cia quy trinh, dung dich ddm dic nay duogc nang nhiét do toi khoang tir
55°C dén 60°C.

Quy trinh dugc wu tién theo sang ché dac trung & chd, & bude E) cua quy trinh, dung
dich dam dic nay dwoc ning nhiét do t6i khoang tir 30°C dén 63°C, tot hon la tir 45°C
dén 62°C, &t hon nita 1a tir 55°C dén 60°C, va sau d6 viéc két tinh isomaltuloza dugc
cam g boi phuong phép duge chon tur it nhit mot trong cac cach bao gbm sy b sung
tinh thé mam isomaltuloza, luc trugt, sy khuéy trdn, su ma sat, phong xa va siéu am, voi

luc truot duge vu tién ddc biét. Trong pham vi nay, uu tién dac biét 1a viéc két tinh duoc
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cam ung béi phuong phap duge chon tir lyc truot nhung khong bao gbm su bd sung tinh

thé mam isomaltuloza.

Quy trinh dugc uu tién theo sang ché dic trung & chd, néu bd sung tinh thé mam
isomaltuloza & buéc E) cua quy trinh, cic tinh thé nay dwoc bd sung véi lugng nim trong
khoang tir 0,01% dén 10% khdi luong va tét hon nira 1a tir 0,1% dén 1% khoi lugng, tinh

theo tdng khdi lugng isomaltuloza c6 trong dung dich dam déc nay.

Quy trinh dugc uu tién theo sang ché dic trung & chd, & budc E) cta quy trinh, luc
trrot cam ng tinh thé isomaltuloza bé.ng thiét bi tao luc truot, t6t hon 13 khong bao gé)m

viéc bo sung tinh thé mam isomaltuloza.

Theo sang ché, "thiét bi tao luc truot" 1a thiét bi tac dung luc truot vao vat liéu.
Thiét bi nay ¢6 thé I3, vi du, thiét bi ¢6 kha nang nhao tron vat liéu c6 do nhét cao, vi thé
thiét bi theo do luc di chuyén vat liéu dugc tic dung theo mot hudng va hudng nguoc lai
d& nghidn, nhao tron, hodc tron 1An vét liéu. Thiét bi nay dac biét c6 thé 1a thiét bj c6 chirc
nang nhu mdy nhao, ddc biét hon 1a thiét bi c6 thé 1am néng va cao vat liéu dé vat ligu da
xir If ndy khong bi bé lai, bdm vao binh chita cta thiét bi. Thiét bi ndy c6 thé 13 méy
nhao, may ép dun, may nhao, may khudy, va méy khudy va tron pho thong, trong d6 uu

tién st dung may ép dun.

Cic thiét bi tao lyc truot nay ¢6 thé 1a may nhao nhé dung trong phong thir nghiém
¢6 binh chira v6i thanh binh gdm hai 16p véi dung tich tir 100ml dén 300ml. Ut tién thiét
bi c6 tbc do quay tir 10 dén 40 vong/phut, wu tién hon tdc dd quay tir 20 dén 40
vong/phut. Thiét bi nay c6 thé ¢6 thé c6 thé c6 mang nhao ngang véi hai ludi nhao dong
xoay va md-men quay cuc dai cua thiét bi nay co thé 12 40Nm hodc 30Nm. Nhiét do cua
san phédm c6 thé dugc diéu chinh théng qua chét 16ng gia nhiét & 16p boc thanh binh hai
16p. Vi du, thiét bj IKA HKD-T 06. San phim va thiét bi nay dwoc chuyén dong theo
chuyén dong tron va dugc truot gitra cac canh nhao. Trong thiét bi nay, khoang thoi gian
can thiét dé hoan thanh su két tinh va tao ra san phim rin ¢6 mau tring (sau diy goi la
“thoi gian xir Iy”) ¢6 thé tir 1 dén 40 phut, tt hon 1a tir 3 dén 15 phdt. Trong sudt thoi

gian xur Iy, st dung luc truot mot cach lién tuc trén hon hop isomaltuloza nay béng cach
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nhao vi khudy tron. Thiét bi nhao nay hoat dong & ché do theo mé. Sau khi két thuc thoi

gian xtt 1y, san phdm nay duoc dua ra khoi mang tron.

Thiét bi tao luc truot lién tuc nhu may ép dun dung trong phong thi nghiém, dac biét
la may ép dun hai truc vit xoay déng truc, vi du, cé thé dung Haake PolyLab O. Ty 1&
chidu dai/duong kinh (L/D) cta vit ¢6 thé 1a 25. Vit ¢6 thé duge dinh hinh dé chtra céc
yéu t6 van chuyén va yéu té nhao. Vat liéu duge van chuyén theo chiéu ngang tir ctra nap
lidu dén ctra x4 ctia may ép dun. Thanh phim dugc trugt trong vit va cu thé 1a gifra céac
yéu t6 nhao. Mo-men quay cuc dai cla thiét bi nay c6 thé 1a 130Nm hodc 100Nm. May
ép dun nay c6 thé c6 éng din lam néng bing dién. Tdc do quay clia may ép dun nay co
thé tr 5 dén 100 vong/ phut, tdt hon 1a tir 10 dén 50 vong/ phut. Thoi gian xir Iy trong
may ép dun nay c6 thé tir 20 gifly dén 5 phit, tot hon 1a tir 30 gidly dén 2 phat.

Thiét bi tao luc truot quy md 16n hon nhu may nhao-dun, dc biét 1a may nhao véi
cép liéu kidu quay don truc c6 thé dugc ding. Vit nay c6 thé c6 thé c¢6 cac yéu td van
chuyén va nhao. Vit liéu dugc vén chuyén theo chiéu ngang tir ctta nap liéu dén cta xa
ctia may €p dun nay. San phim nay duge truot trong vit nay va cu thé 1a giira cac yéu to
nhao.

Quy trinh duoc wu tién theo sang ché dic trung & chd, & budce E) cta quy trinh, viée
két tinh isomaltuloza bang siéu 4m dwgc thuc hién bing cach ding séng 4m v6i mat do
cong suét bé mit cu thé trong pham vi tor 20W/cm? dén 400W/cm?, cu thé 1a tir 80 W/cm?
dén 300W/cm2, cu thé hon 1a tir 120W/cm? dén 180 W/cm2

Ut tién theo sang ché 14 & bude E) cta quy trinh, do pH nim trong khoang tir 3,5
dén 9,5.

Céc vi du duge dua ra dudi ddy mo ta sang ché dé 1am vi du ma khong c6 muc dich
gi6i han sang ché.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Déng phan hoa dung dich chira sucroza

Dai voi tat ca cac thir nghiém, sy dong phan hoa duoc thyc hién nhu sau:
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Cac té bao tr dich cdy truyén cia ching Protaminobacter rubrum (CBS574.77)
duoge rira bang 1 dén 5 ml mdi truong dinh dudng v tring chira 50g/kg sucroza, 15g/kg
ngd ngdm nudc, 7g/kg amoni sulphat, 0,5g/kg dich chiét nim men, lg/kg Kkali
dihydrosulphat, 0,41g/kg magié clorua heptahydrat, 0,004g/kg mangan clorua tetrahydrat,
0,047g/kg sat xitrat monohydrat va 926g/kg nuéc, chinh do pH dén 7,2, néu can. Huyén
phu nay duoc ding lam dung dich nuoi cdy ban dau, bao gdbm 200ml dung dich dinh

dudng néu trén trong binh nudi cdy dung tich 11.

Sau khi cdy & 30°C trong 20 gio, 21 dich 1én men, v6i mot lit moi truong sén pham
vb tring chtta 50g/kg sucroza, 15g/kg ngd ngdm nude, 3g/kg amoni sulphat, 4 g/kg
amoni hydrophosphat, 0,5g/kg dich chiét nAm men, 1g/kg kali dihydrosulphat, 0,41g/kg
magié clorua heptahydrat, 0,004g/kg mangan clorua tetrahydrat, 0,047g/kg sdt xitrat
monohydrat va 926g/kg nude, diéu chinh do pH dén 7,2, dugc dua vao dich nuoi céy ban

dau sao cho mat do quang hoc ban dau (OD600) 1a 1.

Viéc 1én men dugc thuc hién ¢ 30°C, d6 pH = 7 (da duoc diéu chinh) va pO2 1a
30% (méy khudy tao dong chay, Airflow). Sucroza dugc nap vao qua trinh 1én men nay.

Sau 15h dén 20h, qué trinh 1én men nay duoc hoan thanh va thu sinh khdi dé c6 dinh.

Nhim muc dich nay, tron huyén phu thu duge véi nude va dung dich alginat ndng
do 4% theo ty 18 1:1 vé thé tich. Sau do, huyén pht ndy duoc c¢b dinh bang cach nhé giot
huyén phu vao dung dich CaCl2 nong d6 2%. Cac hat thu dugce da dugc hoa cling bang
polyetyleneimin va glutarandehyt. Chét xuc tac sinh hoc thu duge c6 thé duge bao quan
trong vai tudn & nhiét do nim trong khoang tir 4 dén 10°C.

Pua céc té bao cb dinh da thu duoc vio 10 phan Gng cdt nhiét va nang nhiét do téi
khoang ttr 20 dén 35°C, va pha lodng nudc ép dic tir cu cai duong voi ham luong sucroza
1a 41% khoi luong, tinh theo tbng khdi luong nude ép dic, cho di qua dudi dang dong

lién tuc.

Ché phim sau khi ddng phan hoa duoc néu trong Bang 1.

Fructoza [% khdi luong] 1,4%
Glucoza [% khdi luong] 0,5%
Sucroza [% khdi luong] 1,7%
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Isomaltuloza [% khdi lwong] 32,5%
Trehaluloza [% khoi luong] 3,8%

Isomelezitoza [% khoi lugng] 1,1%
Nuéde [% khéi luong] 59,0%

Bang 1. Ché pham nuéc ép dic da duge dong phan héa
Vi du 2: Két tia

P6i voi mot so tht nghiém, cdc tap chat rdan tich tu dugc loai bd ra khoi

isomaltuloza nay nho két tia bang cach dé ling & 20°C trong khodng 30 ngay.
Vidu3: Co dac

Dung dich chira isomaltuloza, trehaluloza va nuéc duge co dic trong may cd quay
chan khong & 65°C va 130mbar dé ham lwong chét ran mong mudn ndm trong khoang tir
85 dén 98%. Ap suét dugc ha thip xubng 110mbar trong qua trinh bay hoi dé bu cho ap
suit bay hoi giam xudng & dung dich c6 dic nay. Cudi qud trinh bay hoi, nhiét do dugc

lam ting dén 95°C & 150mbar dé thu dugc xi-rd c6 the rét duge.

Phin tram cac tri s6 ham luong nude duge dua ra dudi ddy twong duong véi 100%

khéi lugng — ham luong chét rén tinh theo % khdi luong.
Vi du 4: Két tinh

Su két tinh duoc cam wng trong may ép dun hai vit lién tuc Thermo Fischer (Haake
PolyLab OSPTW 16/25) ¢6 cac yéu t6 nhao va van chuyén. Chuyén xi-ro di co dic t6i

phéu cép liéu da duoc lam néng ( khoang 140°C) clia may ép dun do.

Thue hién két tinh & nhiét do cao hon cho san phim khé x@ 1y hon va cin nhiéu
ning luong hon (C1 va C2). Dung dich qua dam dac khong thé duoc két tinh hoan toan
(C3). Cac khéi tinh thé rat hitu ich nay duoc hinh thanh & cac nhiét do theo séng ché ¢6
thé duoc xtr Iy mot cach dé dang hon nhidu va sin sang dé st dung, san pham rat dong

déu v& hinh thie.

Thit nghiém Cl C2 C3 El
Ham luong nuée [-] 9% 10% 2% 10%
Nhiét d san pham|[°C] 76 75 56,2 55
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Toc d6 quay[/ phiit] 18 10 10 10

Mo-men [Nm] 25 7 5,5 32

Tinh thé mim c6 khong khong khong

Két toa - 30 ngay 30 ngay -

Két qua Kho va cung, Khoi chit [Tan chay, it [Soi rin, mau
san  phdm  két [long quanh,duc, [duc ma van dai tring,  trong
tinh gion, cing lai va két nhu caosu khi subt
dong chdynho tinhnhd  1am lamngudi
do nghén vit gudi

Thtr nghiém E2 E3 E4 ES

Ham luong nudce [-] 10% 14% 12% 8%

Nhiét 6 san pham[°C] 62 48,9 33,5 58,5

Téc do quay[/ phit] 20 5 5 10

Mo-men [Nm] 6 43 43,2 32,4

Tinh the mam khong khong khong khong

Két tua - 30 ngay 30 ngay 30 ngay

Ket qua soi rdn, mausgi két tinh|soi ket tinhsgi két ftinh
trng, trongsudt bong, mém, bong, mém, bong, mém,

tring, ma clng tring ma cing tring, mdo ma
lai va tro nénlai va trd nén cing lai nho
mo nhd  lam monho  lam [lam ngudi
ngudi nguoi
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YEU CAU BAO HOQ
1. Quy trinh san xuit chat rin chira tinh thé isomaltuloza va trehaluloza, tirc 1a chét rin
chira chét két tinh v6i lwong it nhat 1a 50% khéi lwong, tét hon 14 vé6i lugng it nhat 70%
khéi lwong, t6t hon nita 12 véi luong it nhat 90% khéi luong, tinh theo tbng khdi lwong

chat rdn, bao gom cac budc xu ly:

A) cho phtrc hop enzym ma cé kha ning xtc tac phan Gng chuyén sucroza thanh

isomaltuloza va trehaluloza tiép xtc véi dung dich chira sucroza;
B) ddng phan héa it nhat mot phén sucroza thanh isomaltuloza va trehaluloza;

C) tach phiic hop enzym dé thu dugc dung dich chira isomaltuloza, trehaluloza va

nudc;

D) loai bé mot phin nuéc bang cach 1am bay hoi nuée cho téi khi thu duge dung dich
dam dac co, tinh theo téng khdi luong dung dich, ham luwong chét rin ndm trong
khoang tir 75% khdi lugng dén 95% khdi luong, tot hon 14 ndm trong khoang tir
80% khéi lugng dén 93% khdi lwong, t6t hon nita 1 ndm trong khoang tir 86%
khéi lwong dén 92% khéi lwong;

E) nang nhiét do cua dung dich d4m dic nay dén khoang tir 30°C dén 63°C, t6t hon 1a
khoang tir 45°C dén 62°C, t6t hon nita 1a khoang tir 55°C dén 60°C, va sau d6
thuc hién két tinh isomaltuloza trong khoang nhiét do nay, tiép theo 1a [am ngudi
dé thu duoc chét rén chua tinh thé isomaltuloza va trehaluloza.

2. Quy trinh theo diém 1, dic trung & chd, ndng do sucroza cé mit trong dung dich chtra
sucroza & buge xir Iy A) nam trong khoang tir 20% dén 80% khéi Iuong, cu thé 1a nim
trong khoang tir 30% dén 50% khdi luong, tinh theo tong khdi lugng dung dich chira
sucroza.

3. Quy trinh theo diém 1 hodc 2, dic trung & chd, enzym c6 mit trong phirc hop enzym 1a
it nhat mét sucroza glucosylmutaza cua 16p enzym EC 5.4.99.11.

4. Quy trinh theo diém bét ky trong sd céc didm trén, dic trung & chd, do pH & budc B)

cta quy trinh nay nim trong khoang tir 3,5 dén 9,5.
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5. Quy trinh theo diém bat ky trong sb cac diém trén, dic trung & chd, & bude C) cia quy
trinh nay, phirc hop enzym va tap chét rén chua trong d6 duge tach ra khoi isomaltuloza

bang céach loc, ling hoic ly tAm.

6. Quy trinh theo diém bét ky trong sb cac diém trén, dic trung & chd, bude D) cua quy
trinh ny duge thuc hién & nhiét do nim trong khoang tir 63°C dén 68°C, va 4p suit nim

trong khoang tir 13kPa dén 16kPa.

7. Quy trinh theo diém bat ky trong sé cac diém trén, dic trung & chd, trong bude D) cla
quy trinh ndy, dung dich ddm dic chira chit rin voi ham luong nidm trong khoang tir 86%
khoi lugng dén 92% khéi lugng, tinh theo tong khdi lwong dung dich, va trong budce E),
dung dich ddm dic dugc nang nhiét do t6i khoang tir 55°C dén 60°C.

8. Quy trinh theo diém bat ky trong s cac diém trén, dac trung ¢ chd, buéc két tinh
isomaltuloza dugc thuc hién bang cic phwong phdp duge chon tir it nhéit mot phuong
phap trong nhém bao gbm phuong phap bd sung cic tinh thé mam isomaltuloza, 4p dung

lue trergt, khuly tron, ma sat, phong xa va siéu am.

9. Quy trinh theo diém bAt ky trong sd cac diém trén, dac trung & chd, chit ran chtra tinh
thé isomaltuloza va trehaluloza néu trén bao gdm isomaltuloza véi lugng nim trong
khoang tir 70% dén 90% khdi lwong, tét hon 14 nim trong khoang tir 72% dén 89% khéi
lwong, tot hon nita 14 nim trong khoang tir 74% dén 88% khédi lvgng, con tot hon 1a nim
trong khoang tir 75% dén 85% khdi luong, trehaluloza véi lugng nim trong khoang tir
5% dén 25% khdi luong, tot hon 1a nim trong khoang tir 6% dén 20% khéi luong,
glucoza véi lugng nim trong khoang tir 0,1% dén 5% khéi lwong, t6t hon 12 nim trong
khoang tir 0,2% dén 4% khéi lugng, fructoza véi luong nim trong khoang tir 0,1% dén
5% khdi lwong, t6t hon 14 ndm trong khoang tr 0,2% dén 4% khdi luong, va sucroza véi
luong nim trong khoang tr 0,05% dén 4% khéi luong, tot hon 1a nim trong khoang tir

0,1% dén 3% khdi luong, tinh theo téng khdi luong ctia chét ran.
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