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(57) Sang ché dé cip dén quy trinh tao ra san pham sita 1én men, trong d6 quy trinh

nay bao gdm cac budc:

1) thém men cai chira it nhat mot chung vi khuan axit lactic vao nén

2) 1én men sira trong khoang thoi gian cho dén khi dat dugc do pH
dich,

3)  bing cach st dung men cai chira it nhat mot chung thiéu hut
lactoza, ma c6 kha niang chuyén hoa hydrat cacbon khong phai lactoza, va

4)  thém lactaza c6 d6 pH 6n dinh thap vao quy trinh tai thoi diém bét
dau, trong hodc cudi ctia bude 1én men, trong dé lactaza c6 d6 pH 6n dinh thép
van giit duoc hoat tinh ctia né & d6 pH = 1a 5,0 va nhiét d6 1a 37°C & luong it

nhét 14 5% so v6i hoat tinh ctia né tai do pH t8i vu cta lactaza.
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Linh vuc ki thuét dwgc dé cap

Sang ché dé cdp dén quy trinh tao ra san pham sita 1én men, va sdn pham stta

1€n men nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Cong bd don qubc t& s6 WO 2009/071539 mo ta lactaza c6 ngudn goc tir
Bifidobacterium bifidum, c6 kha nang thuy phéin sira rat hiéu qua, va n6 co hoat tinh
v6i khoang pH rong, bao gom ca do pH thap, vi du, do pH thap dudi 5. Lactaza dugc
st dung trong cac quy trinh san xudt sifa va cac san pham sira 1én men, nhu ph6 mai,

stra chua, bo, sira bo, kem chua, v.v. d€ lam gidm ham lugng lactoza.

Coéng bd don qubc té sé6 WO 2013/160413 mb ta phuwong phap tao ra sin pham
sita 1én men bang cach sir dung hdn hop ching vi khuan axit lactic 4m tinh vé6i glucoza
va lactaza thong thudng véi muc dich 1am giam ham lugng lactoza trong san phim sita

1én men trong khi van lam ting ham lugng glucoza.

Pon yéu cdu cdp patent chau Au EP-A1-2 957 180 trong 1 phwong 4n ctia
minh mb ta phuong phap tao ra san pham sita 1én men bang cach sir dung hdn hop
men cdai va lactaza thong thuong v6i muc dich lam giam ham lugng lactoza va luong
sau axit hoa trong san phim sira 1én men. Pon yéu cau cip patent chau Au EP-A1-2
957 180 trong phuong 4n thu 2 ciia minh mo ta phuong phép tao ra san pham sita lén

men bang cach sir dung vi khuan axit lactic thiéu hut lactoza.
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Bén chét ky thuit ciia sing ché

Muc dich cua sang ché 1a dé xuat quy trinh ci tién de tao ra san pham sira 1én

men.

Muc dich cua sang ché 1a thu dugc quy trinh tao ra san pham sita 1€n men,

trong d6 quy trinh nay bao gbm cac budc:

1) thém men cai chira it nhat mdt ching vi khuan axit lactic vao nén

2) 1én men sita trong khoang thoi gian cho dén khi dat duoc do pH
dich,

3) trong d6 men céi chira it nhat mot ching thiéu hut lactoza, ma ¢
kha nang chuyén héa hydrat cacbon khong phai lactoza, va

4)  thém lactaza c6 do pH én dinh thép vao quy trinh tai thoi diém bét
déu, trong hoac cudi ctia bude 1én men, trong d6 lactaza c6 do pH on dinh thép
van giit dugc hoat tinh ctia né & d6 pH 1a 5,0 va nhiét do la 37°C & luong it nhét

12 5% so v&i hoat tinh ctia n6 tai d§ pH tdi wu cua lactaza.

Vi khudn axit lactic thiéu hut lactoza thudng sinh truéng trén ngudn hydrat
cacbon khong phéi lactoza, nhu sucroza, galactoza va glucoza, dugc thém vao sira voi
lugng dugc xac dinh sao cho chdm dut qué trinh 1én men va sy ting trudng cua vi
khuén axit lactic bing cach thao rit ngudn hydrat cacbon dugc thém vao. Nho do,
luong hau axit hoa trong viéc bdo quan tiép theo dugc gidm déng ké hodc tham chi
duoc ngan nglra hoan toan. Lactaza c6 do pH 4n dinh thép s& tré nén hoat dong trong
toan b qua trinh 1én men va do d6 cho phép chuyén héa hau hét hodc tit ci cic
lactoza c6.mit trong sita thanh glucoza va galactoza. Nho do, c6 thé tao ra san phdm
sita 1én men bang lactoza c6 ham lugng gidm hodc san pham khong c6 lactoza. Ngoai
ra, co thé tao ra san phém stra 1én men béng chét tao ngot tu nhién véi lugng ting, nhu

glucoza va galactoza c6 do ngot cao hon so véi lactoza.
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Sang ché dua trén co so nhan thirc 12 bang cach str dung hon hgp lactaza c¢6 do
pH 6n dinh thép va vi khuén axit lactic thiéu hut lactoza, c6 thé thu dugc san phém stra
1én men, tai cung thoi diém ma c6 ham lugng lactoza gidm, do ngot tdng va hiu axit
hoa giam. Hon nita, dang ngac nhién la da phat hién ra réng, su két hop néu trén dan
dén san pham sita 1én men c6 cAu triic gia ting so vé&i viée st dung vi khun axit lactic
thiéu hut lactoza va khong c6 lactaza va so véi viée str dung lactaza c6 do pH 6n dinh

thdp va vi khuén axit lactic dwong tinh véi lactoza.

Hon nita, khi lactaza dugc thém vao trude bude 1én men, quy trinh theo sang
ché s& tao ra kha ning lam gidm hodc thAm chi loai bo luong hydrat cacbon khong
phai lactoza dugc thém vao stta. Do do, glucoza va galactoza dugc hinh thanh nho tac
dong enzym cua lactaza s€ tr¢ nén hitu hiéu dbi voi su tang trudng cla vi khuan axit

lactic thiéu hut lactoza.

Cubi cung, khi lactaza duge thém vao sau bude 1én men, c6 thé c6 duoc lgi
ich tron ven vé kha ning cta vi khuan axit lactic thiéu hut lactoza dé tranh tinh trang

hau axit.

Trén thé gioi, mot s luong dang ké khach hang 1a khong dung nap hodc nhay
cam véi lactoza. Do d6, van c¢6 mot nhu cAu 16n vé6i cac san phém sira, bao gém ca san
pham sita 1én men, bang lactoza c6 ham lugng giam hodc hau nhu khong c6 lactoza.
Sang ché ciing dé xuAt mot cach tiép can mdi dé tao ra san pham sao cho don gian va

hiéu qua vé gia thanh.
MBO té chi tiét sang ché
Lactaza

Lactaza cta san pham sita 1én men theo séng ché c6 thé 1a lactaza bat ky, van
giit duoc hoat tinh ca n6 & do pH 1a 5,0 va nhiét d6 1a 37°C & luong it nhét 1a 5% so

v6i hoat tinh cua no6 tai d6 pH toi vu cia lactaza.
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Theo sang ché, hoat tinh trong LAU cta lactaza duoc xac dinh nhu duge thé
hién trong phan “Pinh nghia” duéi day.

Theo mot phuong &n uu ti€n cua sang ché, lactaza van giit dugc hoat tinh cta
n6 & do pH 1a 5,0 va nhiét do 1a 37°C & lugng it nhat 1a 10%, tot hon 1a it nhét 20%,
t&t hon nita 13 it nhét 30%, t6t hon nita 1a it nhdt 40%, t6t hon nita 1a it nhat 50%, tot
hon nita 13 it nhit 60%, tbt hon nita 13 it nhat 70%, va tét nhét 1a it nhat 80%, so véi

hoat tinh cua né tai do pH tdi wu cua lactaza.

Theo mot phuong 4n vu tién cua sang ché, lactaza van gitt dugc hoat tinh cta
n6 & d6 pH 1a 4,0 va nhiét do 1a 37°C & luong it nhit 12 5%, tét hon 14 it nhét 10%, tot
hon nita 13 it nhét 20%, tot hon nita 1a it nhat 30%, t5t hon nita 1a it nhat 40%, tot hon
nita 13 it nhit 50%, tbt hon nita 1a it nhat 60%, tdt hon nita 12 it nhat 70%, va tt nht 1a

it nhat 80%, so v&i hoat tinh ciia né tai do pH tdi wu cua lactaza.

Theo mdt phuong 4n uvu tién cia sang ché, lactaza van giit dugc hoat tinh cta
n6 & do pH la 3,0 va nhiét do 1a 37°C & luong it nhat 1a 5%, tét hon 1a it nhat 10%, tot
hon nita 14 it nhét 20%, tbt hon nita 12 it nhat 30%, tot hon nita 14 it nhat 40%, tot hon
nita 12 it nhat 50%, t&t hon nita 13 it nhit 60%, tot hon nita 1a it nhat 70%, va tot nhat 1a

it nhat 80%, so v4i hoat tinh ctia noé tai 46 pH t8i wu cua lactaza.

Theo sang ché, d6 pH tbi uu clia lactaza dugc xac dinh bang cach do hoat tinh
clia lactaza & do pH bing cach sir dung phuong phap duoc thé hién trong phan “Dinh
nghia” du6i day va xac dinh d6 pH c6 hoat tinh t6i wu.

Theo mdt phuong an wu tién cua sang ché, lactaza van giit duoc hoat tinh cta
n6 & nhiét d6 1a 10°C va do pH 12 6,0 & lugng it nhét 12 10% so v6i hoat tinh ciia né &
nhiét d6 t6i uu cia lactaza. Tt hon 14, lactaza van giit dugc hoat tinh cta nd & nhiét
6 12 10°C va d6 pH 1a 6,0 & luong it nhét 1a 20%, t&t hon nita 14 it nhat 30%, tot hon
nira 14 it nhit 40%, tét hon nita 1a it nhét 50%, t6t hon nita 1a it nhat 60%, tot hon nita

14 it nhat 70%, va tdt nhét 14 it nhét 80%, so véi hoat tinh ciia n6 & nhiét d6 tdi vu cla
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lactaza.

Theo sang ché, nhiét do t6i wu ctia lactaza dugc xac dinh bang cach do hoat
tinh cta lactaza & céc nhiét do khac nhau bang cach str dung phuong phap dugc thé
hién trong phén “Pinh nghia” dudi day va xac dinh nhiét do c6 hoat tinh tdi vu.

Theo mot phuong an uu tién, lactaza dugc sir dung trong san pham cua sang
ché ¢6 hoat tinh cta lactaza & 37°C va pH = 5 ma 1a it nhét 55%, nhu it nhat 60%, it
nhit 65%, it nhat 70% hodc it nhit 75%, c6 hoat tinh cta lactaza cua n6 6 37°C va pH
=6.

Theo phuong 4n dugc vu tién khéc, lactaza dugc st dung trong san phém cda
sang ché ¢6 hoat tinh cua lactaza & 37°C va pH = 4,5 ma 1a it nhit 10%, nhu it nhét
20%, it nhat 30%, it nhit 35% hodc it nhit 40%, c6 hoat tinh cua lactaza cia n6 &
37°C vapH =6.

Theo phuong an duge uu tién khac, lactaza dugc s dung trong san phém cda
sang ché c6 su t6i uu vé do pHeua hoat tinh cua lactaza 6 37°C ma 1a 16n hon d6 pH =

5,5.

Theo phuong 4n duge wu tién khac, lactaza dugc s dung trong san phém cda
sang ché c6 hoat tinh cia lactaza & nhiét do 1a 52°C va d6 pH = 1a 6,5 ma 1a it nhét
50%, nhu it nhét 55%, it nhat 60%, it nhit 65%, it nhat 70%, it nhat 75% hodc it nhat
80%, cO hoat tinh cuia lactaza cia n6 & nhiét do 1a 38°C va 4o pH=1a6,5.

Theo mdt phwong an uu tién cia sang ché, Km cua lactaza & 5°C 14 thip hon
25mM, nhu thdp hon 20mM, thip hon 15mM hoic thap hon 10mM. Theo phuong 4n
duoc wu tién khac, Km cua lactaza & 37°C la thép hon 25mM, nhu thép hon 20mM
hoic thdp hon 15mM. Ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay s& biét
céch dé x4c dinh Km déi v6i hoat tinh ciia lactaza & nhiét do cu thé. Km c6 thé dugc

x4c dinh bing phuong phép dugc md ta trong cong b6 don qubc t& s
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W02009/071539.

Theo phuong an dugc uu tién khac, enzym khi thdy phén lactoza trong san
pham sira c6 ty 1€ cua lactaza v6i hoat tinh cua transgalactosylaza la 16n hon 1:1, nhu
1én hon 2:1 hodc 16n hon 3:1. Theo phuong an dugc uu tién khéac, viéc xir ly béng
enzym dugc thuc hién trong cac diéu kién ma hoat tinh lactaza cta enzym la cao hon

hoat tinh transgalactosylaza, nhu it nht cao hon 2 1an hodc it nhit cao hon 3 1an.

Ty 1é cua lactaza v6i hoat tinh cia transgalactosylaza trong san pham stta vi
du, c6 thé duoc xac dinh bang phép phan tich HPLC. Theo phuong 4n dugc uu tién
khac, viée xir Iy bing enzym dugc thuc hién trong céc diéu kién ma it nhat 50% (khoi
lugng%o) cta lactoza da dugc thiy phan dugc chuyén héa thanh galactoza ty do. Theo
phuong an dugc uu tién khac, viéc xir ly bang enzym dugc thuc hién trong cac diéu
kién ma lactoza da dugc thiy phan duoc chuyén hoa thanh cic lugng bang nhau cla

glucoza tu do va galactoza tu do.

Lactaza trong ban mo ta cua sang ché 1a glycosit hydrolaza c6 kha nang thity
phén disaccarit lactoza thanh céc galactoza va glucoza cdu thanh. Nhém céc lactaza,
ma lactaza theo sang ché thudc vé né, chira nhung khong chi gi6i han ¢ cic enzym
dugc phan vao cac phan nhom phyu EC 3.2.1.108. Céac enzym dugc phén vao cac phén
nhém phu khac, nhu, vi du, EC 3.2.1.23, cling ¢ thé 1a lactaza trong ban mo ta cia
sang ché. Lactaza trong ban md ta cua sang ché c6 thé co cac hoat tinh khac khong
phai hoat tinh thiy phan lactoza, nhu vi du hoat tinh transgalactosyl hoa. Trong ban
md ta cua sang ché, hoat tinh thiiy phan lactoza cua lactaza c6 thé dugc nhic dén 1a

hoat tinh lactaza ctia né hodc hoat tinh beta-galactosidaza cia no.

Céc enzym c6 hoat tinh cta lactaza dugc sir dung trong phuong phéap cua séng
ché c6 thé c6 nguon goc tir dong vat, thuc vat hodc vi sinh vat. Lactaza duge uu tién
thu duge tir nguodn vi sinh vét, cu thé 1a tir nam dang doi hodc nam men, hodc tir vi

khuén.
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Enzym vi du, co thé thu dugc tur ching Agaricus, vi du A. bisporus;
Ascovaginospora, Aspergillus, vi du A. niger, A. awamori, A. foetidus, A. japonicus, A.
oryzae; Candida;, Chaetomium; Chaetotomastia, Dictyostelium, vi du D. discoideum;
Kluveromyces, vi du K. fragilis, K. lactis; Mucor, vi du M. javanicus, M. mucedo, M.
subtilissimus; Neurospora, vi du N. crassa; Rhizomucor, vi du R. pusillus; Rhizopus,
vi du R. arrhizus, R. japonicus, R. stolonifer,; Sclerotinia, vi du S. libertiana, Torula;
Torulopsis; Trichophyton, vi du T. rubrum; Whetzelinia, vi du W. sclerotiorum;
Bacillus, vi du B. coagulans, B. circulans, B. megaterium, B. novalis, B. subtilis, B.
pumilus, B. stearothermophilus, B. thuringiensis; Bifidobacterium, vi du B. longum, B.
bifidum, B. animalis;, Chryseobacterium, Citrobacter, vi du C. freundii; Clostridium,
vi du C. perfringens, Diplodia, vi du D. gossypina; Enterobacter, vi du E. aerogenes,
E. cloacae Edwardsiella, E. tarda; Erwinia, vi du E. herbicola; Escherichia, vi du E.
coli; Klebsiella, vi du K. pneumoniae; Miriococcum; Myrothesium, Mucor,
Neurospora, vi du N. crassa, Proteus, vi du P. vulgaris; Providencia, vi du P. stuartii;
Pycnoporus, vi du Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus sanguineus, Ruminococcus,
vi du R. torques, Salmonella, vi du S. typhimurium; Serratia, vi du S. liquefasciens, S.
marcescens; Shigella, vi du S. flexneri; Streptomyces, vi du S. antibioticus, S.
castaneoglobisporus, S. violeceoruber; Trametes; Trichoderma, vi du T. reesei, T.

viride, Yersinia, vi du Y. enterocolitica.

Theo mét phuong an wu tién, lactaza co nguén géc tir vi khuén, vi du tir ho
Bifidobacteriaceae, nhu tir gidng Bifidobacterium, nhu t ching B. bifidum, B.
animalis hodic B. longum. Theo mot phuong an dugc uvu tién hon, lactaza ¢ ngudn gbc

tir Bifidobacterium bifidum.

Theo mot phuong 4n uu tién, enzym c6 hoat tinh lactaza dugc sur dung trong
san phdm cua sang ché chua trinh ty axit amin ma it nhat gidng 50% véi trinh tur dugc
chon tir nhém bao gdm céc axit amin 28-1931 cua SEQ ID NO: 1, céc axit amin 28-
1331 cia SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va cic doan hoat tinh lactaza

ctia n6. Theo mdt phuong én duge wu tién hon, enzym chira trinh tyr axit amin ma 1a it
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nhét 60%, nhu it nhit 70%, it nhat 80%, it nhit 90%, it nhit 95% hodc it nhat 98%
gidng v6i trinh tw dugc chon tir nhém bao gdm céc axit amin 28-1931 cta SEQ ID
NO: 1, cac axit amin 28-1331 ctia SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4 va

c4c doan hoat tinh lactaza cua no.

Enzym duoc vu tién 1a lactaza c6 trinh ty ma la it nhét 50%, nhu it nhat 60%,
it nhit 70%, it nhat 80%, it nhat 90%, it nhat 95% hoic it nhit 98% giéng véi cic axit
amin 28-1931 ctia SEQ ID NO: 1 hodc véi doan hoat tinh lactaza cta n6. Doan hoat
tinh lactaza ctia SEQ ID NO: 1 nay c6 thé 1a doan bét ky ctia SEQ ID NO: 1 ¢6 hoat
tinh cta lactaza. Doan hoat tinh lactaza cia SEQ ID NO: 1 ¢6 thé 1a, vi du, cac axit
amin 28-979, cac axit amin 28-1170, c4c axit amin 28-1323, céc axit amin 28-1331,

hoic cac axit amin 28-1600 cua SEQ ID NO: 1.

Theo mdt phuong an wu tién, enzym c6 hoat tinh cua lactaza dugc st dung
trong san pham ciia sang ché chira trinh tu axit amin ma it nhit gidng 50% véi cac axit
amin 28-1331 cia SEQ ID NO: 2, Theo mdt phuong an dugc wu tién hon, enzym chira
trinh tur axit amin ma 1a it nhit 60%, nhu it nhét 70%, it nhét 80%, it nhat 90%, it nhat
95% hodc it nhit 98% gidng véi cac axit amin 28-1331 ctia SEQ ID NO: 2.

Theo phuong an khéc, enzym c6 hoat tinh ctia lactaza dugc sur dung trong san
pham ctia sédng ché c6 trinh ty axit amin ma it nhét giéng 50% véi SEQ ID NO: 3, Tét
hon 13, enzym c¢6 trinh tu axit amin ma la it nhét 60%, nhu it nhat 70%, it nhat 80%, it
nhit 90%, it nhat 95% hodc it nhat 98% gidng véi SEQ ID NO: 3,

Theo phuong 4n khéc, enzym c6 hoat tinh cla lactaza dugc st dung trong san
pham cta sng ché c6 trinh ty axit amin ma it nhét giéng 50% véi SEQ ID NO: 4, Tét
hon 13, enzym ¢6 trinh ty axit amin ma 1a it nhit 60%, nhu it nhat 70%, it nhat 80%, it
nhit 90%, it nhat 95% hodc it nhit 98% gidng véi SEQ ID NO: 4.

Péi v6i muc dich cua sang ché, lugng dong nhit gitta 2 trinh ty axit amin

duoc xac dinh bing cach st dung algorit Needleman-Wunsch (Needleman and
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Wunsch (1970) J. Mol. Biol. 48: 443-453) nhu dugc thuc hién trong chuong trinh
Needle cua g6i EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open
Software Suite, Rice et al. (2000) Trends in Genetics 16: 276-277), tdt hon 1a version
3,0,0 hodc cao hon. Cac tham sb tuy chon dugc st dung la d6 phat mé l1a 10, khoang
phat m& rong 1a 0,5, va co chit thay thé EBLOSUM62 (EMBOSS version cla
BLOSUMSG62). Cong suét ctia Needle dugc ghi nhan “do ddng nhét dai nhat” (thu duge
bing cach st dung tuy chon khong ngén gon) dugc st dung lam phan trim ddng nhét

va dugc tinh nhu sau:

(Géc ddng nhét x 100)/(Chiéu dai sap hang — Téng sb khoang trong trong sap
hang)

Lactaza cu thé c6 trén thi truong thich hop dé st dung trong sang ché 1a

Lactaza F “Amano” 100SD cia Amano Enzyme Europe.

Lactaza duogc st dung trong phuong phap cia sang ché co thé 12 ngoai bao.
Chung co6 thé ¢o trinh tu tin hiéu & dau tin N cta ching, ma dugc phan cit ra trong

qua trinh tiét.

Lactaza dugc sit dung trong phuong phdp cua sang ché ¢ thé thu dugc tir
ngudn bit ky duge néu & day. Thult ngit “co ngudn gbc” trong ban md ta ndy c6 nghia
la enzym c6 thé dugc phan 1ap tir sinh vit ma c6 mat mot cach tw nhién, tirc 12 1a nhén
dang trinh ty axit amin cta enzym gibng hét voi enzym bam sinh. Thuét ngit ¢c6 ngudn
gbc va ciing ¢6 nghia 1a cac enzym c6 thé duoc tao ra tai t6 hop trong co thé vét chu,
enzym dugc tao ra tai td hop c6 dd dong nhat gidng hét enzym bam sinh hoic ¢6 trinh
tu axit amin bi bién doi, vi du, c6 mot hodc nhiéu axit amin bi x6a, chén va/hodc thay
thé, tac 1a enzym dugc tao ra tai td hop 1a mot thé dot bién va/hoic mot doan cta
chudi axit amin tu nhién. Trong y nghia ctia mot enzym bam sinh ciing dugc bao gdbm
cac bién thé tu nhién. Hon nita, thuat ngit “co ngudn gbc” bao gbm cac enzym dugc
tdng hop boi, vi dy, tong hop peptit. Thuat ngit “co ngudn gbc” ciing bao 20m cac

enzym da dugc bién dbi, vi du bang cach glycosyl hoa, phosphoryl hoa, v.v, cho du in

9
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vivo hodc in vitro. D61 véi enzym duoc tao ra tai to hop, thudt nglt “c6 ngudn goc tu”
1a dé chi dd dong nhat cua enzym va khong phai la 4o dong nhét cua sinh vat chu trong

d6 né dugc tao ra tai to hop.

Lactaza c6 thé c6 ngudn gbc tir vi sinh vat bang cach st dung k¥ thuat thich
hop bat ky. Vi du, ché phim lactaza enzym c6 thé thu duoc bang cach 1én men vi sinh
vat thich hop va tiép theo phan tach ché phdm lactaza ra khéi canh truong 1én men
hoic vi sinh vt tao thanh hodc bing cic phwong phap da biét trong linh vuc k¥ thuat
nay. Lactaza cling co thé 1a thu dugc bang cach st dung k§ thuat ADN tai td hop.
Phuong phap nay thudng bao g6m budc nudi cy té bao chu dugc bién d6i bang vecto
ADN téi t6 hop chira trinh ty AND ma hoa lactaza dang dugc quan tdm va trinh tu
ADN duoc lién két ty ¥ v6i tin hiéu biéu hién thich hgp sao cho né c6 kha nang biéu
hién lactaza trong méi trudng nudi ciy trong cac didu kién cho phép biéu thi enzym va
phuc hoi enzym tir mdi trudng nudi cdy. Trinh ty ADN ciing c6 thé duoc dua vao hé
gen cua té bao chu. Trinh ty AND c6 thé 1a c6 ngudn ghc hé gen, ADN bb trg (cADN)
hodc ngudn gbc tong hop hozc hon hop bét ky ciia chung, va ¢6 thé duoc phan tach
hodc dugc tong hop theo cac phwong phap da biét trong linh vure k§ thuat nay.

Lactaza dugc str dung trong phuong phdp cua sang ché c6 thé duoc tinh ché.
Thuét ngir “duoc tinh ché” dugc sir dung trong ban mod ta ndy bao ham lactaza enzym
protein vé co ban khong c6 cc thanh phan khong hoa tan tir vi sinh vat san sinh. Thuét
ngit “dugc tinh ché” con bao ham lactaza enzym protein vé co ban khong c6 cac thanh
phén khong hoa tan tir vi sinh vét ty nhién ma thu duoc tir do. T6t hon 13, né con duge
tach ra khoi mot sd cac thanh phan hoa tan cta vi sinh vt va moi trudng nudi cdy ma
no thu duoc tir do. Tét hon nita 13, né duoc tach ra béng mot hoac nhiéu quy trinh don

vi: loc, két tua hoac sac ky.

Do d6, enzym c6 hoat tinh cta lactaza c6 thé dugc tinh ché, chi bang mot
lugng nho protein khdc ma c6 mét trong d6. Su bicu hign cua “cac protein khac” co

lién quan dac biét v4i cac enzym khac. Thuat ngit “tinh ché” nhu duoc st dung ¢ day
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cling dé cap dén viéc loai bo cac thanh phén khac, dac biét la cac protein khac va dac
biét nhét 14 1a cac enzym khéc c6 trong té bao c6 ngudn gde ctia enzym. Lactaza c6 thé
1a “tinh khiét dang k&”, tire 1a khong co cac thanh phan khac tir sinh vit ma né duoc
tao ra, vi du, mot sinh vat chu dé tao ra theo cach tai to hop lactaza. T4t hon 13, lactaza
1a mot ché phim protein enzym tinh khiét it nhat 40% (khéi luong), tét hon nita 1a it

nhit 50%, 60%, 70%, 80% hodc tham chi it nhat 90%.

Thuét ngt enzym c6 hoat tinh cta lactaza bao gbm bt ké hop chét phu tro ma
c6 thé 12 can thiét dbi v6i hoat tinh xtc tc cia enzym, nhu, vi du, accepto hodc déng

nhan td thich hop, ma c6 thé khong khong ¢6 mit trong ty nhién trong hé phan tng.

Enzym c6 thé & dang bét ky thich hop cho viéc st dung dang dugc ban dén, &
dang bt kho hodc vién cdm, vién cdm khong bui, dang 16ng, dang 16ng dugc lam 6n

dinh hodc enzym dugc bao vé.

Vi khuin axit lactic thiéu hut lactoza

Thuat ngit “thiéu hut co ché chuyén héa lactoza” va “thiéu hut lactoza” dugc
sir dung trong ban mo ta cua sang ché mo t4 LAB ma mot phan hogc hoan toan mat di
kha nang st dung lactoza lam ngudn doi véi su tang trudng cla té bao hodc duy tri kha
ning song cua té bao. LAB tuong (ng c6 kha ning chuyén héa mot hoic nhiéu hydrat
cacbon dugc chon tir sucroza, galactoza va/hodc glucoza hodc hydrat cacbon 1€n men
khac. Do cac ngudn hydrat cacbon nay 1a khong c6 mit mot cach tw nhién trong sita
véi luong du dé hd tro qua trinh Ién men béng thé dot bién thiéu hut lactoza, vin can
phai thém céc hydrat cacbon vao sira. Thiéu hut lactoza va LAB thiéu hut mot phﬁn cod

thé duoc dic trung boi tap doan tring trong mdi trudng chira lactoza va X-Gal.

Theo phuong 4n cu thé cua sang ché, ching thiéu hut lactoza c6 kha ning
chuyén héa hydrat cacbon khong phai lactoza duoc chon tir nhém bao gdm sucroza,
galactoza va glucoza, t6t hon 1a sucroza. Theo phuong 4n cu thé cla séng ché, ching

thiéu hut lactoza c6 kha ning chuyén héa galactoza.
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Theo phuong an cu thé cua sang ché, ching thiéu hut lactoza dugc chon tir
nhom bao gdm Streptococcus thermophilus thiéu hut lactoza va Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus thiéu hut lactoza.

Theo phuong an cu thé cua sang ché, chung thiéu hut lactoza duoc chon tir

nhém bao géom:

(a)  chung Streptococcus thermophilus, trong d6 ching

nay la:

(1) ching dugc Iuu git tai Ngan hang gidng vi sinh vat
va té bao Ptrc (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig,
on 2014-06-12 v&i s6 hiéu luu gitt No. DSM 28952;

(i)  hodc chung thu dugc tod DSM 28952, trong do
ching thu dugc nay con dugc mo ta 1 c6 kha nang tao ra tap doan

trdng trong mdi truong chia lactoza va X-Gal;

(b)  chung Streptococcus thermophilus, trong d6 chung

nay la:

(1) ching dugc luu gitr tai Ngan hang gibng vi sinh vat
va t& bao Prc (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig,
on 2014-06-12 v6i s6 hiéu luu gitt No. DSM 28953;

(i)  hodc chung thu duoc tr DSM 28953, trong do
chiing thu dugc nay con duge mo ta 1a c6 kha nang tao ra tdp doan

tring trong mdi truong chira lactoza va X-Gal;
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(¢c)  chung Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,

trong d6 chung nay la:

(1) ching duoc Iuu gilr tai Ngan hang gidng vi sinh vat
va té bao Dirc (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig,
on 2014-06-12 v&i sb hiéu luu gitt No. DSM 28910;

(i)  hodc ching thu dugc tr DSM 28910, trong do
ching thu dugc nay con duge mo ta 1a c6 kha nédng tao ra tdp doan

tring trong mdi truong chia lactoza va X-Gal.

Theo phuong an cu thé cta sang ché, men cai chira it nhit mét Streptococcus
thermophilus thiéu hut lactoza 1an it nhit mot Lactobacillus delbrueckii subsp.

bulgaricus thiéu hut lactoza.

Theo phuong an cu thé cua sang ché, men cdi chira it nhat mét Streptococcus
thermophilus 1an it nhat mot Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, va trong do6
tht ca cac chuing Streptococcus thermophilus va tit ca cac ching Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus déu thiéu hut lactoza.

Cic buéc ciia quy trinh theo sang ché

Theo phuong an cu thé cua sang ché, bude 1én men duogc két thuc b%lng
phuong phap duoc chon tir nhém bao gbm 1) axit héa sita 1én men biéu hién it nhét
mot ching cua men céi khong thé tang trudng, 2) xtt Iy lam lanh va 3) lam rat kiét

hydrat cacbon khong phai lactoza.

Theo phuong 4n cu thé ciia sang ché, hydrat cacbon khong phai lactoza dugc

thém vao nén sita & giai doan bat dau cia budc 1én men.

Tét hon 13, hydrat cacbon khong phai lactoza dugc thém vao nén sita véi
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luong dugc xéac dinh sao cho dugc rat kiét va do do dan dén lam ngung su tang truéng
ctia vi khuan axit lactic va 1am chidm dat sy 1én men. Tét hon 13, hydrat cacbon khong
phai lactoza dugc thém vao nén sita v6i luong duoc xac dinh sao cho duge rat kiét va
do d6 din dén lam ngimg su tang trudng cla vi khuén axit lactic va 1am chdm dut su

1én men & gia tri do pH dich da chon.

Luong hydrat cacbon khong phai lactoza dugc thém vao nén sita tity thude vao
cac thong sb, bao gdm chung vi khudn axit lactic duogc sir dung trong men céi, thanh
phan ctia nén sita, nhiét d6 1én men va do pH dich mong mudn. Ngoai ra, lugng hydrat
cacbon khéng phai lactoza dugc thém vao nén sita c¢6 thé tuy thudc vao loai va luong
lactaza dugc st dung trong quy trinh. Luong hydrat cacbon khong phai lactoza dugc
thém vao nén sita c6 thé duge xac dinh béng thr nghiém, va da biét véi nguoi co hiéu

biét trung binh trong 1inh vuc k¥ thuét nay dé thuc hién cac thir nghiém nay.

Theo phuong an cu thé cua sang ché, hydrat cacbon khong phai lactoza dugc
thém vao dugc chon tir nhém bao gém sucroza, galactoza va glucoza, tdt hon 14

sucroza.

Theo khia canh thtr nhit ciia sang ché, lactaza c6 hdd pH 6n dinh thap dugc
thém vao nén sira ¢ giai doan bit ddu cta bude 1én men. Theo khia canh nay, lactaza
duoc thém vao s& chuyén héa lactoza cla nén sita thanh glucoza va galactoza, 1a san
¢6 cho viéc chuyén hoa dbi v6i men cai ngoai hydrat cacbon khong phai lactoza duoc
thém vao. Trong truong hop nay, s€ khong thé chdm dirt sy 1én men bang cach thdo rut
hydrat cacbon khong phai lactoza dugc thém vao. Do do, theo phuong an cu thé cta
khia canh tht nhit cua sang ché, buéc 1én men duge thuc hién bing phuong phap
duoc chon tir nhom bao gém 1) axit héa sita 1én men biéu hién it nhat mot chiing cia

men céi khong thé tang truéng, va 2) xit Iy 1am lanh.

Theo phuong 4n cu thé ciia khia canh tht nhét cia sang ché, khong cé hydrat
cacbon khong phai lactoza dugc thém vao budc 1én men va it nhit mot ching axit

lactic thiéu hut lactoza ctia men cai c6 kha nang chuyén héa hydrat cacbon dugc chon
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tir nhom bao gébm glucoza va galactoza. Theo phuong an nay, chung axit lactic thiéu
hut lactoza ciia men céi chi phat trién trén glucoza va/hodc galactoza dugc hinh thanh
nho tac ddng enzym cua lactaza c¢6 d pH thap. Theo phuong 4n nay cla sang ché, su
1én men duoc chdm dat & gid tri d6 pH dich bang phwong phép dugc chon tir nhém
bao gébm 1) axit héa sita 1én men biéu hién it nhit mot ching ciia men céi khong thé
tang trudng, 2) xur Iy 1am lanh va 3) lam rat kiét glucoza va/hodc galactoza duge hinh

thanh nho lactaza ¢6 d pH én dinh thp.

Theo khia canh thir hai cla sang ché, lactaza c6 dd pH 6n dinh thép duoc thém
vao sita 1én men tai giai doan cudi ctia sy 1én men. Trong trudng hop nay, san pham
sita 1én men chira lactaza t6t hon 13 duge bao quan & nhiét do la it nhat 2°C trong it
nhét 1 ngay. Theo phuong 4n cu thé cua quy trinh theo sdng ché, san phim sira 1én
men chita lactaza dugc bao quan trong it nhat 2 ngay, t6t hon 14 it nhat 3 ngay, t6t hon
nita 1a it nhit 4 ngay, tot hon nita 14 it nhit 5 ngay, tot hon nita 1a it nhit 6 ngay, va tot
nhét 12 it nhit 7 ngay.

Theo phuong én cu thé ciia khia canh thi hai ctia sdng che, budce 1€n men duge

két thuc bang cach thao rat hydrat cacbon khong phai lactoza.

Theo phuong 4n cu thé cua sang ché, d6 pH dich 1a nim trong khoang tir 3,2
dén 4,8, t6t hon nita 1a nim trong khoang tir 3,6 dén 4.6, tbt hon nita 1a nim trong

khoéng tir 3,8 dén 4,5 va t6t nhit 1a ndm trong khoang tir 4,0 dén 4.4.

Theo phwong an cu thé ciia sang ché, nhiét do 1én men nam trong khoang tir
359C dén 45°C, t6t hon 12 nim trong khoang tir 37°C dén 43°C, va tét hon nita 1 nam
trong khoéang tir 40°C dén 43°C.

Theo phuong 4n cu thé khic ctia sang ché, nhiét do 1én men nim trong khoang
tir 15°C dén 35°C, tét hon la nim trong khoang tir 25°C dén 35°C, va t6t hon nira 1a
nim trong khoang tir 30°C dén 33°C.
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Theo phuong 4n cu thé cua sang ché, san pham sita 1én men dugc bao goi &

nhiét do ndm trong khoang tir 15 va 45°C.

Theo phuong &n cu thé cua sang ché, gia tri do pH cta san pham sita 1én men
duogc duy tri & khoang don vi d pH 0,3, tdt hon 1a trong khoang don vi do pH 0,2 va
tdt nhét 1a trong khoang don vi d6 pH 0,1, khi dugc bao quan sau khi chdm dut su 1én

men & nhiét do dugc st dung dé 1én men trong khoang thoi gian 20 gio.

Theo phuong an cu thé cua sang ché, lugng hydrat cacbon khong phai lactoza
duge thém vao 13 nim trong khoang tir 1mg/g dén 30mg/g, t6t hon 1a tir 2mg/g dén

Omg/g, va tot hon nita 1a tir 3mg/g dén 10mg/g nén sira.

Theo phuong an cu thé ctia sang ché, lwong hydrat cacbon khong phai lactoza
duge thém vao 1a nim trong khoang tir 0,1% dén 10%, t&t hon 1 tir 0,2% dén 8%, tbt
hon 1a tir 0,3% dén 2%, t6t hon 1a tir 0,4% dén 1,5%, va t6t hon nira 1a tir 0,5% dén

1,2%, trong d6 % la (khdi luong) dua trén co s6 nén sita.

Men cai c6 thé ¢6 thanh phan ching ctia men cdi thong thudng bat ky cta vi
khuan axit lactic, bao gdm ching nudi cdy don va ching nudi cdy hdn hop, duoc sir
dung dé tao ra loai ddc hiéu cta san phém sita 1én men. Céc vi khuén hiru hiéu khac,
ma c6 thé duoc thém vao san phim ngoai men cai, bao gbm vi khuin probiotic

Bifidobacterium spp.

Theo phuong an cu thé cia sdng ché, san pham sita 1én men sau khi 1én men
duoc dua vao xir Iy nhiét sao cho lam gidm murc vi khudn ctia men cai dé khéng 16n
hon 1X10exp02 CFU trén mdi g san phim sita 1én men. Trong trudng hop nay,
phuong an cu thé duogc dic trung & chd lactaza dugc vao thém sau khi xt Iy nhiét.
Trong trwdong hop nay, san phém sita 1én men chira lactaza dugc bao quan & nhiét do 1a
it nhét 2°C trong it nhét 1 ngay. Theo phuong an cu thé cua quy trinh theo sang ché,
san pham sita 1én men chta lactaza dugc bao quan trong it nhit 2 ngay, t6t hon 1a it

nhit 3 ngay, tot hon nita 1a it nhit 4 ngay, tot hon nita 1a it nhit 5 ngay, tot hon nira 1a
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it nhét 6 ngay, va tét nhat 1a it nhat 7 ngay.

Viéc xtr Iy nhiét sao cho lam gidm mirc vi khuin cta men cai khong 16n hon
1,0X10exp02 CFU trén mdi g sita 1én men &t hon 1a duge thuc hién bang cich dua
men c4i san phdm sita 1én men dén nhiét 46 nam trong khoang tr 50°C dén 110°C, tét
hon 14 nim trong khoang tir 50°C dén 100°C, tét hon 1a nam trong khoang tir 50°C dén
90°C, t4t hon 13 ndm trong khoang tir 60°C dén 85°C, t6t hon nita 12 nim trong khoang
tir 65°C dén 82°C, va tdt nhét 12 nim trong khoang tir 70°C dén 80°C. Viéc xtt Iy nhiét
t6t hon 13 duge thuc hién trong khoang thoi gian nim trong khoang tir 5 gidy dén 180
gidy, t8t hon 1a nim trong khoang tir 5 gidy dén 120 gidy, t6t hon nita 1a niam trong
khoang tir 5 gidy dén 90 gidy, t6t hon nita 1a nam trong khoang tir 5 gidy dén 60 gidy,
t6t hon nira 12 nam trong khoang tir 8 gidy dén 50 gidy dén t6t nhit 12 nam trong
khoang tir 10 dén 40 gidy. Tét hon 13, mic vi khudn cua men cai duoc lam giam dé
khong 16n hon 1,0X10exp01 CFU trén mdi g sita 1én mer, t6t hon nita 1a 0 CFU trén
mdi g San pham sita 1én men dugc dua vao xur ly nhilt sao cho lam giam muc vi
khuin d& khong 16n hon 1X10exp02 CFU trén mbi g 14 thich hop dé bao quan khi st
dung & nhiét d6 moi truong, nhu bao quan & nhiét do 1a it nhat 5°C, 6t hon 1a it nhat
10°C, t6t hon nira 1 it nhat 15°C, va t6t nhét 1 it nhat 20°C.

Lactaza c6 do pH 4n dinh thép duoc thém vao v6i lugng thich hop dé thu
duoc lugng mong mudn thity phan lactoza trong céc diéu kién dugc chon. Theo
phwong 4n cu thé ctia sang ché, lactaza dugc thém vao v6i lugng nim trong khoang tir
100 va 20000 LAU trén mdi lit nén stta, t6t hon 12 nim trong khoang tir 100 dén 10000
LAU trén mdi lit nén sita, tdt hon 14 ndm trong khoang tir 100 dén 5000 LAU trén mdi
lit nén sita, tot hon 1a nhé hon 3000, nhu nhé hon 1500, nho hon 1000, nhd hon 750
hodc nhé hon 500, LAU trén mdi lit nén sita.

Theo mdt phuong an uu tién, lactaza dugc thém vao & ndéng dd nam trong
khoang tir 5 dén 400 LAU trén mdi g lactoza trong nén sira, t6t hon 1a niam trong

khoang tir 5 dén 200 LAU trén mdi g lactoza trong nén sira, t6t hon 1a nam trong
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khoang tir 5 dén 100 LAU trén mdi g lactoza trong nén sita, t6t hon 1a nho hon 50, nhu
nhoé hon 40, nhé hon 30, nh6 hon 20 hodc nhd hon 10, LAU trén mdi g lactoza trong

nén stia.

Theo mdt phuong an uu tién cua sang ché, lactaza duoc thém vao nén sita v6i
lwong nim trong khoang tr 2,0mg/ml dén 50mg/ml, t6t hon 1a nim trong khoang tir
5mg/ml dén 48mg/ml, t6t hon nita 12 nim trong khoang tir 10mg/ml dén 46mg/ml, va

t6t nhat 1a nam trong khoang tir 20mg/ml dén 45mg/ml.

Theo mot phuong an uu tién cua sang ché, mirc lactoza con lai tai giai doan
cudi ctia qua trinh 1én men 1a nhé hon 40mg/ml, t6t hon 1a nhé hon 35mg/ml, t5t hon
nita 12 nhé hon 30mg/ml, t6t hon nita 12 nhé hon 25mg/ml, t6t hon nita 12 nhé hon
20mg/ml, tét hon nita 12 nhé hon 15mg/ml, t6t hon nita 1a nhé hon 10mg/ml, tot hon
nita 13 nhd hon Smg/ml, t6t hon nira 1a nhé hon 3mg/ml, va t6t nhat 12 nhd hon

1,5mg/ml.

Theo mot phuong 4n uu tién cia sing ché, nén sita & giai doan bit dau cia
buée 1én men ¢6 ham lugng lactoza ndm trong khoang tir 30,0mg/ml dén 70mg/ml, t6t
~ hon 12 ndm trong khoang tir 35mg/ml dén 65mg/ml, t5t hon nita 12 nim trong khoang

tir 40mg/ml dén 60mg/ml, va tot nhit 12 ndm trong khoang tir 50mg/ml dén 60mg/ml.

Theo mdt phuong én wu tién cia sang ché, trong d6 lactaza 6n dinh & do pH
thip dugc thém vao quy trinh tai giai doan cubi ctia budc 16n men, san phim sira 1én
men, ma lactaza dwoc thém vao d6, c6 dd nhét, ma cho phép dé dang phan phbi

lactaza trong san pham stta 1én men, vi du bang cach tron.

Theo mot phwong 4n uu tién vé quy trinh theo sang ché, lactaza dugc thém
vao quy trinh dugc tao ra trong ché pham vo tring. Theo phuong 4n dugc wu tién khac
vé quy trinh theo sang ché lactaza duoc thém vao quy trinh trong cac diéu kién vo

‘trung, vi du béng cach loc v6 tring dung dich chira lactaza.
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Sian pham sira lén men

Sang ché con dé cap dén san pham sfra 1én men dugc tao ra bang quy trinh

theo sang ché.

Trong phuong 4n cu thé, sang ché dé cip dén san pham sita 1én men dugc tao
ra bing quy trinh theo séng ché chia men cai ctia bude 3) cta quy trinh néu trén va

lactaza ¢6 d6 pH on dinh thap dugc thém vao budce 4) cla quy trinh néu trén.

Theo phuong an cu thé cua sang ché, san pham sita 1én men 1a san pham, ma
¢6 thd duogc tao ra bang cich st dung ching vi khuén axit lactic duge chon tir nhém
bao gdm Streptococcus thermophilus thiéu hut lactoza va Lactobacillus delbrueckii

subsp. bulgaricus thiéu hut lactoza.

Theo phuong an cu thé cua sang ché, san phim sita 1én men dugc chon tir
nhom bao gém stta chua, kem phomat, sita 1én men chua, kem lén men chua, sira bo,
vang stra 1én men, sfta nudi céy, Smetana, Kefir, sita chua uéng, va Yakult. Tt hon 14,
stta chua duoc chon tir nhéom bao gbm sita chua ting set, sira chua khudy va sita chua

uong.

Theo mdt phuong 4n uu tién cta sang ché, sin pham sita 1én men chira san
phdm thuc pham khéc duge chon tir nhém bao gom do uong hoa qua, san pham ngi
cHc 1én men, san pham ngii coc axit hoa hoa hoc, san pham stra d4u nanh va hon hop

bat ky ctia né.

San pham sita 1én men thuong chira protein ¢ mirc nam trong khoang tir 2,0%
khdi luong dén 3,5% khdi lugng. San phdm sita 1én men ciing ¢ thé 14 san pham
protein thip c6 lugng protein nam trong khoang tr 1,0% khéi lwong dén 2,0% khéi
lugng. Theo cach khac, san pham sita 1én men c6 thé 1a san phdm protein cao v6i mirc

protein 16n hon 3,5% khéi lwong.

St dung
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Sang ché con dé cap dén viéc st dung trong quy trinh tao ra san pham stta 1én

men, trong do quy trinh nay bao gbm cac budc:

1) thém men céi chtra it nhét mot ching vi khuédn axit lactic vao nén
sira, va

2)  1én men sita trong khoang thoi gian cho dén khi dat duge do pH
dich,

3) men céi chira it nhét mot ching thiéu hut lactoza, ma c6 kha niang
chuyén hoa hydrat cacbon khong phai lactoza, va

4) lactaza c6 do pH 6n dinh thap dugc thém vao quy trinh tai thoi
diém bét dau, trong hodc cudi ctia budc 1én men, trong do6 lactaza c6 46 pH on
dinh thap van giit dugc hoat tinh ctia n6 & do pH = 14 5,0 va nhiét do la 37°C &

lugng it nhét 14 5% so véi hoat tinh ctia n6 tai do pH tdi wu cua lactaza.

Pinh nghia
Theo sang ché, cac dinh nghia sau day s€ dugc 4p dung:

“LAU” titc 12 “Pon vi lactoza” va 1 don vi lactaza (1 LAU) la luong enzym
ma giai phong ra 1 micromol glucoza mdi phut trong dung dich dém M ¢ pH = 6,5 va
37°C véi ndng 9 lactoza 1a 4,75% khdi lugng/thé tich. Dung dich dém M duoc diéu
ché béng cach hoa tan 3,98g C¢HsNa3;0;,-2H,0, 8,31g axit xitric, 0,9¢ K,SOy, 2,6g
K,HPO,, 7,35g KH,PO,, 5,45g KOH, 4,15g MgCl,-6H,0, 3,75g CaCl,-2H,0 va 1,4g
NaHCO:; trong 4 lit nude, thém 12,5ml 4N NaOH, diéu chinh dén pH=6.,5 béng cach

str dung HCI, va thém nudc cho dén tong thé tich 1a 5 lit.

Hoat tinh trong LAU cua lactaza cu thé c6 thé duoc x4c dinh bing cach xac
dinh truc tiép glucoza dugc giai phong ra tir lactoza trong cac diéu kién duoc mo ta
trén day. Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay s& biét cach dé xac
dinh hoat tinh ndy. Theo cach khéc, hoat tinh c6 thé duoc xac dinh bang cach st dung

thir nghiém hoat tinh ctia lactaza dugc mod ta trong Vi du 1 cua sang ché nay. O day,
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hoat tinh thu dugc bang cach so sanh véi duong cong chuén voi hoat tinh da biét cia
lactaza, va hoat tinh ciia mau chua biét duoc tinh tir sang ché nay. Lactaza c6 hoat tinh

d4 biét, vi dy, 1a lactozym c6 ngudn gdc tir Novozymes A/S, Denmark.

Thuat ngit “xi ly nhiét” tirc 1a viéc xtr ly bat ky bang cach st dung nhiét do
bét ky, trong khoang thdi gian bt ky va bing phuong tién hoge thiét bi bat ky, ma lam
b4t hoat it nhdt mot phan vi khudn ctia men cdi. Trong phan md ta nay, thuat ngit “bét
hoat” tirc 1a viéc lam dung, lam gidm hodc e ché bit ky sy tang truéng cua vi khuén,

vi du lam tan t€ bao.

Thuat ngir “vi khudn axit lactic” (“LAB”) 1a dé chi mot loai vi khuén gram
dwong, vi khuan ky khi hodc ky khi, 1én men dudng clung véi viée tao ra axit bao gbém
axit lactic 1a axit chii yéu dugc tao ra, axit axetic va axit propionic. Cac vi khuén axit
lactic hitu ich nhét trong cong nghiép dugc tim thay thudc bd “Lactobacillales” bao
gdbm Lactococcus spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.,
Pseudoleuconostoc spp., Pediococcus spp., Brevibacterium spp., Enterococcus spp. va
Propionibacterium spp. Chung thuong duogc st dung lam ngudn nudi cay thuc pham

mot minh hodc két hop va6i cac vi khuan axit lactic khac

Vi khuén lactic, bao gdbm ca vi khudn cta loai Lactobacillus sp. va
Lactococcus sp., thudng duoc cung cip cho nganh cong nghiép sita dudi dang nudi
cdy dong lanh hodc dong kho dé nhan gidng khoi dong s6 luong 16n hogc duge goi 1a
nuoi cdy "Direct Vat Set" (DVS), duge cdy truc tiép vao binh hogc thung 1én men aé
tao ra mdt san pham sita, ching han nhu san pham stta 1én men hodc phd mai. Céc
chung nudi cdy vi khudn axit lactic nhu vdy n6i chung duoc goi “men cai” hodc “men
khéi ddu”. Thong thudng, men cai cho sita chua bao gdm Streptococcus thermophilus
va Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, va & hau hét cac qubc gia, sita chua
theo luat dugc dinh nghia la mot san phém stta 1én men dugc san Xuét béng cach su

dung men céai chtra hai ching ndi trén.
Thuat ngft “stta” dugc hiéu 1a su tiét sita thu duge bing cach vt sira cua bat
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ky dong vat co vl ndo, chang han nhu bo, clru, dé, trau hodc lac da. Trong phuong an
duogc wu tién, sita 1a sita bo. Thuét ngit stta con bao gom dung dich protein/chit béo

lam tir nguyén liéu thuc vat, vi du sfra ddu nanh.

Thuat ngir “nén sira” c6 thé 12 nguyén liéu sita thd va/hodc qua ché bién bét ky
ma c6 thé duoc 1én men theo phuong phép cla sang ché. Do d6, cac nén sita hiru hiéu
bao gdm, nhung khong giéi han & dung dich/hdn dich cua sita hodc céc san pham
gidng sita bét ky bao gdm protein, nhu sita nguyén chét hodc sira it béo, sita tach béo,
stta bo, sita bot hoan nguyén, sita dic, stra kho, vang stra, bot vang sita, lactoza, nuGe
cai tir su két tinh cua lactoza, dich co dic vang sita protein, hodc kem. Rd rang, nén
sita ¢6 thé bat ngudn tir bat ky dong vat c6 vi nao, vi du: 1a stra dong vét co vu gan

nhu nguyén chét, hodc sita bot hoan nguyén

Truéc khi 1én men, nén sita c6 thé dugce dong nhat hoa va thanh trung theo cac

phuong phap da biét trong linh vuc k¥ thut nay.

Thuét ngir “dong nhét héa” duge stir dung & ddy c6 nghia 1a trdn manh dé thu
duge hdn dich hogc nhil tuong hoa tan. Néu dong nhat héa dugc thuc hién trude khi
1én men, nd co thé duoc thuc hién dé phéa vo chét béo sita thanh céc kich thudc nho
hon dé n6 khong con tach ra khoi sita. Didu nay c6 thé duge thuc hién bang cach bude

stta & ap suat cao thong qua cac 10 nho.

Thuat ngit “thanh trang” dugc st dung ¢ ddy c6 nghia la xur ly nén sira dé
giam hodc loai bo sy hién dién cua cdc sinh vat séng, chéng han nhu vi sinh vat. Tot
hon 13, thanh trung dat dugc béng cach duy tri nhiét do xac dinh trong mot khoang thoi
gian xac dinh. Nhiét d§ quy dinh thuong dat dugc béng cach dun néng. Nhiét do va
thoi gian co thé duoc chon dé tiéu diét hoac lam bt hoat mot s6 vi khudn, chéng han

nhu vi khudn c6 hai. Mot bude lam mét nhanh chéng co thé theo sau do.

Thuét ngit “l1én men” trong cdc phuong phap cua sang ché c6 nghia 1a chuyén

hoa hydrat cacbon thanh rugu hodc axit thong qua hoat dong cua vi sinh vat. Tét hon
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la, 1én men theo phuong phap cua sang ché bao gdbm chuyén hoa lactoza thanh axit

lactic

Cac quy trinh 1én men dugc su dung trong viéc tao ra cac san pham sita da
duoc biét dén va ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay sé biét cach
chon cac diéu kién quy trinh phu hop, nhu nhiét do, oxy, s6 luong va dac diém cia vi
sinh vt va thoi gian xtr ly. Rd rang, cac diéu kién 1én men dugc chon dé hd trg cho
thanh tuu cla sang ché, tic 1a dé thu duoc san pham sita & dang ran (nhu pho mai)

hodc dang long (nhu san pham sita 1én men).

"Lyt

Viée st dung cdc thudt ngt "a" va "an" va "the" va cac tham chiéu trong tu
trong ban mo ta sang ché (dac biét 1a trong phan Yéu cau bao ho sau diy) phai duoc
hidu 14 bao gdm ca sb it va sb nhiéu, trir khi ¢6 quy dinh khéc duge néu trong tai lidu
nay hodc phu dinh rd rang trong ban mo ta nay. Cac thuat ngir "bao gbm", "cd", "bao
gdm" va "chira" duoc hiéu 1a cac thuat ngir két thuc mé (nghia 1a "bao gb6m, nhung
khong gi6i han,") trir khi ¢6 quy dinh khac. Viéc ghi lai cac pham vi cia céc gia tri
trong tai liéu nay chi nhim muc dich phuc vu nhu mot phuong phéap tbc ky dé chi
riéng ting gia tri riéng biét nam trong pham vi, trir khi ¢6 quy dinh khéc trong tai liéu
nay va mdi gia tri riéng biét dugc dwa vao dac ta nhu thé no duoc doc riéng & day. Tat
ca cac phuong phap duge mo ta trong tai li€u nay co thé duoc thuc hién theo bat ky
thir ty pht hgp nao trir khi ¢6 quy dinh khéc trong tai li€u nay hoéc mau thuin 15 rang
béi nglr canh nay. Viéc st dung bét ky va tt ca cac vi du hodc tir mau muc (vi du:
"chang han nhu") dugc cung cép & day, chi nhdim muc dich lam sang to t6t hon sang
ché va khong dit ra gioi han vé pham vi clia sdng ché trir khi c6 quy dinh khac. Khong
¢6 tir ndo trong ban mo ta sang ché nén duge hidu 14 chi ra bat ky yéu t6 bét ky khong

duoc yéu cau bao ho la thict yéu doi véi thuc tién clia sang ché.

Thuat ngit “san pham sita 1én men” c6 nghia 1a mot san pham thuc pham hodc
thirc an trong d6 viéc chuén bi thyc pham hodc san pham thirc an li€n quan dén qua

trinh 1én men cua nén sita bang vi khuan axit lactic. San pham sita 1én men c6 the duoc
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sir dung & day bao gom, nhung khong giéi han ¢, cac san pham nhu cdc san pham stra
1én men ua nhiét, vi du: sita chua, cac san pham stra 1én men wa nhiét, vi du: kem chua

va bo sira, cling nhu vang sita 1én men.

Thuét ngir “va nhiét” ¢ day dung dé chi cac vi sinh vat phat trién manh nhat &
nhiét do trén 35°C. Céac vi khuan wa nhiét cong nghiép hitu ich nhat bao gom
Streptococcus spp. va Lactobacillus spp. Thuét nglt “1én men wa nhiét” ¢ day dé cap
dén qua trinh 1én men & nhiét d6 trén khoang 35°C, ching han nhu nam trong khoang
tir 35°C dén 45°C. Thuét ngir “san pham sita 1én men ua nhiét” dung dé chi céac san
pham sita 1én men dugc tao ra bang phuong phdp 1én men ua nhiét cia men cai ua
nhiét va bao gdm céc san pham sita 1én men nhu sita chua set, sita chua khudy va sita

chua udng, vi du Yakult.

Thut ngit “va nhiét” & day dung dé chi céc vi sinh vat phét trién manh nhat &
nhiét do vira phai (15°C - 35°C). Céc vi khuan ua nhi¢t cong nghiép hitu ich nhét bao
gdm Lactococcus spp. va Leuconostoc spp. Thuat ngit “Ién men wa nhiét” ¢ day dé cap
dén qua trinth 1én men & nhiét do khoang 22°C dén 35°C. Thuéi ngit “san pham sira lén
men wa nhiét” da ding dé chi cic san pham sita 1én men dugc tao ra bing céach lén
men ua nhiét clia men cai va nhiét va bao gbm cAc san pham sita 1én men nhu bo sita,
stta chua, stra nudi céy, smetana, kem chua, Kefir va phd mai tuoi, nhu quark, tvarog

(san pham sita 1én men mau trang khong long cia chdu Au) va kem phd mai.
Lién quan dén sang ché, “ing suat cat” c6 theé dugc do bang phuong phap sau:

Bay ngay sau khi san xudt, san pham sita 1én men gidm nhiét do xubng 13°C
va khudy nhe nhang bang thia (5 1an) cho dén khi dong nhét mau. Cac dic tinh luu
bién cia mau duoc danh gia trén may do luu bién (Anton Paar Physica Rheometer véi
ASC, Automatic Sample Changer, Anton Paar® GmbH, Austria) bang cach st dung
cbe bob. Méy do do bién thién duoc dat & nhiét do khong ddi 13°C trong subt thoi

gian do. Cai dit nhu sau:
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Thoi gian giir (dé xay dung lai chu tric ban dau)

5 phtut ma khong co bat ky (g suét vat 1y ndo (dao dong hodc xoay) 4p dung

cho mau.

Budc dao dong (dé do md dun dan hdi va do nhét, 1an lugt 12 G, va G, do do

tinh dugc mo dun phiac G*)
Bién dang khong dbi = 0,3%, tan s6 (f) =[0.5.... 8] Hz
6 diém do trong 60 gidy (ctr sau 10 gidy)
Budc quay (dé do tmg sudt cat & 300 1/s)
Hai budc da duge thiét ké:
1) Tc do ct =[0,3-300] 1/s va 2) Toc do cat = [275-0,3] 1/s.
Mbi bude chira 21 diém do trong 210 gidy (ct sau 10 gidy).

Ung suat cit ¢ toc do 300 1/s dugc chon dé phan tich sau hon, vi diéu nay

tuong quan véi do dam dic trong miéng khi nuot san pham sira 1€n men.
Lién quan dén sang ché, “dd chac gel” c6 theé duoc do bang phuong phap sau:

Do chic gel duge do bang phép thtr dun nguoc bing may phan tich clu tric
(TA.XT Plus, SBang Micro System, Surrey, UK) duoc cung cip véi tdm song song
35mm. Khoang céach di chuyén dugce dit & 15mm va tbc do di chuyén 1a 2mm/s. Thir
nghiém dugc thuc hién sau 7 ngay ké tir khi san xuAt. San phdm sita 1én men giam
nhiét do xubng 13°C va khudy nhe bang tay, va dugc do trong hdp nhua 250g. Luc tdi
da (N hodc g) thu duogc bang luc so v6i duong cong khoang cach dugc st dung lam
tham sb “dd chic gel”, ving duong (N * mm) 1a lugng bién dang, luc 4m t6i da (N) 1a

do déo quanh.
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Thuat nglr “lactaza 6n dinh & do pH thép” ¢ day dung dé chi mot loai lactaza,
duy tri hoat dong cua n6 ¢ do pH=5.0 va nhiét do 37°C & muc it nhat 5% so v6i hoat

dong cua n6 ¢ do pH toi uu cua lactaza.

Thuat ngtr “hoat tinh ¢ do pH t&1 wu” c¢6 nghia 1a hoat tinh cua lactaza & do

pH, trong d6 hoat tinh ctia enzym c6 hoat tinh ti wu.

Thuét ngit “hydrat cacbon khong phai la lactoza™ c¢6 nghia la hydrat cacbon
bét ky, khong phai 1a lactoza, va la mot loai vi khudn axit lactic thiéu lactoza duoc st

dung trong quy trinh theo sang ché ¢6 kha ning chuyén hoa.

Thuét ngit “khi bat dau budc 1én men” c6 nghia la ngay trude do, cung luc
hodc ngay sau khi thém men cai vao nén stta. O day, thudt nglt “ngdn” c6 nghia la it

hon 30 phut.

Thuét ngit © trong qua trinh 1én men” ¢ nghia la bét ctr lc nao trong qué trinh

1én men sau khi bat dau va trude khi két thuc qud trinh 1€n men.

Thuat ngit “é cudi bude 1én men™ c6 nghia la ngay trudc do, cing lic hodc
ngay sau khi dat dugc do pH muc tiéu. O day, thuat ngit “ngan” c¢6 nghia 1a it hon 30

phut.

Thuat ngtt “dd pH dich” c¢6 nghia la do pH ma tai d6 bude 1én men két thic.
Tuy thudc vao céac thong s6 khac nhau cua quy trinh, budc 1én men dugc két thuc bang
phuong phap duge chon tir nhém bao gdm 1) axit héa sita 1én men, lam cho it nhét
mot chiing clia moi truong nudi cdy khong thé phat trién, 2) xt Iy lam mat va 3) lam

suy kiét hydrat cacbon khong phai la lactoza.

Thoéng tin luu gift vi sinh vat

Ngudi ndp don yéu cau rang mau cua céc vi sinh vét duge luu gilt voi thong tin

duéi day chi co thé dugc cung c4p cho chuyén gia dugc phé duyét boi Ngudi ndp don.
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Chuing Streptococcus thermophilus dugce luu gilt tai Ngan hang gidng vi sinh
vat va té bao Pirc (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, 2014-06-12 v6i sb hiéu
No. DSM 28952.

Chuing Streptococcus thermophilus dugc luu gitt tai Ngan hang gidng vi sinh
vat va té bao Pic (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig, 2014-06-12 v6i sb hiéu
No. DSM 28953.

Chung Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus dugc luu gilt tai Ngan
hang gibng vi sinh vat va t¢ bao Puc (DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig,
2014-06-12 v&i sb hidu No. DSM28910.

Qua trinh luu gitt duge thue hién theo Hiép udc Budapest vé dang ky luu gitt vi

sinh vat qudc té ding cho muc dich dang ky sang ché.

Vi du thue hién siang ché

Vidul
Thir nghiém hoat tinh lactaza trong ong Eppendorf ¢ 37°C, pH = 6,5
Nguyén ly:

Lactaza thiy phan lactoza thanh glucoza va galactoza. Glucoza dugc xac dinh
sau phién ban cai bién cta thir nghiém glucoza oxidaza/peroxidaza thong thuong

(Werner, W. et al. (1970) Z. analyt. Chem. 252: 224,).

LAU duoc x4c dinh 13 luong enzym gidi phong ra 1 micromol glucoza moi
phut & 37°C, pH = 6,5 trong dung dich dém M (Dung dich dém M da duogc xac dinh

trong phan mo ta trén cia séng ché). Theo cach khéc, hoat tinh trong LAU d6i véi
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Jactaza dic hidu c6 thé duge xac dinh bang phwong phap duge md ta & day. Gid tri thu
dugc duoc so sanh véi duong cong chun thuc hién béng lactaza c6 hoat tinh da biét,
va hoat tinh ctia miu chua biét duoc tinh todn tr dudong cong nay. Lactaza c6 hoat tinh

d3 biét ¢o thé, vi du, 1a lactozym thu dugc tir Novozymes A/S, Denmark.

Dung dich:

Dung dich dém thir nghiém: 50mM sucxinat, 50mM HEPES, 50mM CHES,
150mM KCI, 2mM CaCl,, 1mM MgCl,, 0,01% Triton X100, pH = 6,5

Dung dich GOD-Perid: 65mM natri phosphat, pH = 7, 0,4 g/l Glucoza
oxidaza, 0,013 g/l HRP (Horse Radish Peroxidaza), 0,65 g/l ABTS (axit 2,2'-azino-
bis(3-etylbenzthiazolin-6-sulphonic)).

Co chit:

160mM lactoza, SOmM sucxinat, 50mM HEPES, 50mM CHES, 150mM KCI,
2mM CaCl,, 1 mom MgCl,, pH = 6,5.

Chuén:

Lactozym (c6 dugc tr Novozymes A/S, Denmark) véi hoat tinh da biét tinh
theo LAU/g dugc st dung lam chudn, duoc pha lodng trong dung dich dém thu
nghiém nam trong khoang tir 0,09 — 0,7 LAU/g.

Mau enzym dugc pha lodng mét cach thich hop trong dung dich dém thu

nghiém.

Quy trinh:

1. 375pl co chét duge u trong 5 phut & 37°C.
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2. 25ul enzym dugc pha loang trong dung dich dém thu nghiém dugc thém
Vao.

3. Phan tmg dugc ngung lai sau 30 phut bang cach thém 60ul 1M NaOH

4. 20pl dugc chuyén sang dia vi chuén 96 16 va 200ul dung dich GOD-Perid
duogc thém vao. Sau 30 phat ¢ nhiét do trong phong, hé s6 hép thu duoc

xéc dinh ¢ 420nm.
Vidu 2

100ml 15 hodc 30% (khdi lugng) bot vang sita chira chi yén lactoza va cac
ion dugc tao ra béng cach tron 15 hodc 30g bdt bdt vang stta da duoc séy phun
(Variolac, Arla) lan luot trong 85 hodc 70ml nudce ionic. Dung dich phan tmg dugc rét
vao binh chtra thanh khudy tir va dugc dit vao thung nude & 37°C. Sau 15 phit, enzym
duoc thém vao. Cac enzym duge thir nghiém 1a Lactozym, lactaza c6 ban san trén thi
truomg ctia Novozymes A/S, Denmark, c6 hoat tinh 1a 3060 LAU/g, va thir nghiém tir
Bifidobacterium bifidum c6 trinh ty ma hoa dugc thé hién trong SEQ ID NO: 2 va hoat
tinh 1a 295 LAU/g.

Ciac muc liéu 1a 4225 LAU/l sita Lactozym va 2025 LAU/ sita
Bifidobacterium lactaza. Cac mau sita duogc léy & cac khoang déu dan cho dén 5,5 gio
va enzym dugc lam bét hoat bing cach dun néng dén 99°C trong 10 phut trong thiét bi

tron ¢6 nhiét. Mau dugc pha loang mot cach thich hop va dugc loc qua bd loc 0,20um.

Thuy phén lactoza duoc xac dinh bing cach st dung Dionex BioLC dugc
trang bi cot Dionex PA1 va Pulsed Amperiometrisk Detektor (PAD). Cac dinh duoc
nhan dang va dugc dinh luong bﬁng cach so sanh v6i chudn dd biét cua lactoza,

glucoza va galactoza.

Két qua dugc cho duéi day.
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Bang 1: Lactoza, glucoza va galactoza trong 15% DS bt vang stta sau khi xu

Iy bang Lactozym hodc Bifidobacterium lactaza

Lactozym Bifidobacterium lactaza
Thoi gian | Lactoza | Glucoza | Galactoza | Lactoza | Glucoza | Galactoza
(phut) mM mM mM mM mM mM
0 499 1 2 499 1 2
30 312 135 106 410 61 63
60 211 224 155 349 119 122
120 110 295 221 220 199 202
180 66 324 249 149 281 290
240 5¢ 346 279 84 336 348
330 37 372 312 31 350 368
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Bang 2: Lactoza, glucoza va galactoza trong 30% DS bot vang sita sau khi xtr ly bang

Lactozym hoac Bifidobacterium lactaza

Lactozym Bifidobacterium lactaza
Thoi gian | Lactoza | Glucoza | Galactoza | Lactoza | Glucoza | Galactoza
(phut) mM mM mM mM mM mM
0 848 1 4 848 1 4
30 824 109 75 819 43 45
60 615 253 150 788 86 &3
120 420 370 242 651 159 158
180 291 459 300 625 232 230
240 246 559 373 501 283 273
330 154 544 367 391 333 324
1440 54 649 545 20 727 739

Ngoai ra khi dugc tht nghiém & néng do lactoza cao hon nhu trong 15% hoéc
30% bot vang sita, khong c6 hodc rét it galactooligosaccarit dugc tao ra. Mot lan nita,
ndng do galactoza va glucoza dugc tao ra bang nhau va pht hop véi luong lactoza
duoc thuy phan. Dé so sanh, Lactozym tao ra it galactoza hon glucoza, cho thdy ro

rang galactooligosacarit da dugc tao ra.
Vidu3

Profil pH (6 37°C) va profil nhiét do (6 do pH = 6,5) cua lactaza thir nghiém

tir Bifidobacterium bifidum bang cdch stk dung lactoza lam co chat.
Nguyén ly:
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Lactaza thiy phén lactoza va glucoza + galactoza duoc tao ra. Glucoza dugc
x4c dinh sau phién ban cai bién cta thir nghiém glucoza oxidaza/peroxidaza thong

thuong (Werner, W. et al. (1970) Z. analyt. Chem. 252: 224,)
Profil pH
Co chit:

167mM lactoza, 50mM sucxinat, 50mM HEPES, 50mM CHES, 150mM KCl,
2>mM CaCl,, ImM MgCl, va d pH dugc diéu chinh dén mtc pH =3, 4, 5,6, 7, 8, 9
va 10 bang NaOH.

Mau enzym:

Lactaza thir nghiém tir Bifidobacterium bifidum c6 trinh ty ma hoa dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 2 dugc pha lodng mot cach thich hop trong 150mM KCl,
2mM CaCl,, ImM MgCl,, 0,01% Triton X100.

Quy trinh:

« 10pl miu enzym dugc pha lodng trong dung dich dém pha loang enzym

duoc thém vao cac dng PCR & nhiét do trong phong

» 90l co chit dugc thém vao & nhiét do trong phong va nhanh chong duoc dat
vao Peltier Thermal Cycler (PCT-200, MJ research) & 37°C va duoc U trong 30 phut va

sau d6 dugc dat vao nudc da.
« Phan tng duoc ngimg bang cach thém 100l 0,25M NaOH.

» 20ul dugc chuyén sang dia vi chuin 96 15 va 230pl 65mM natri phosphat,
pH =17, 0,4 g/l Glucoza oxidaza, 0,013 g/l HRP, 0,65 g/l dung dich ABTS duoc thém
vao. Sau 30 phut & nhiét d6 trong phong, hé sé hip thu duge xéc dinh & 420nm.
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Bang 3:
pH Hoat tinh twong d6i ctia B. bifidum lactaza (% hoat tinh & pH=6)
3 0
4 4
5 75
6 100
7 85
8 39
9 10
10 4

Profil nhiét do

167mM lactoza, 50mM sucxinat, 50mM HEPES, S0mM CHES, 150mM KCl,
2mM CaCl,, ImM MgCl, va do pH dugc diéu chinh dén pH = 6,5 bing NaOH.

Mau enzym:

Lactaza thir nghiém tir Bifidobacterium bifidum c6 trinh ty ma héa duge thé
hién trong SEQ ID NO: 2 dugc pha lodng mét cach thich hop trong S0mM sucxinat,
50mM HEPES, 50mM CHES, 150mM KCl, 2mM CaCl,, ImM MgCl,, 0,01% Triton
X100 va do pH dugce diéu chinh dén pH=6.5.

Quy trinh:
* 10pl miu enzym dugc pha lodng trong dung dich dém pha loang enzym
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duoc thém vao cac dng PCR & nhiét do trong phong

* 90ul co chét d3 dugc dun nong so bd (trong Peltier Thermal Cycler 30-70°C)
dugc thém vao va bude u dugce thye hién véi gradien nhié€t do tir 30 dén 70°C trong 30

phut va sau d6 dugc dat vao nude da.
« Phan tmg dugc ngimg bang cach thém 100ul 0,25M NaOH.

« 20ul duge chuyén sang dia vi chuin 96 16 va 230ul 65mM natri phosphat,
pH =7, 0,4 g/l Glucoza oxidaza, 0,013 g/l HRP, 0,65 g/l dung dich ABTS duoc thém
vao. Sau 30 phut ¢ nhiét do trong phong, hé sb hép thu dugc xac dinh & 420nm.
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Bang 4:
Nhiét do (°C) Hoat tinh trong d6i cua B. bifidum lactaza (% hoat tinh ¢ 38,1°C)
20 54
21 63
22 64
24 68
26 73
29 81
31 g8
34 94
36 96
38 100
43 96
48 91
52 83
57 76
62 58
66 32
69 20
70 17
Vidu 4
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Xdc dinh Km doi vdi cdc enzym lactaza ¢ 5°C

Nguyén ly:

Lactaza thiy phan lactoza va glucoza + galactoza dugc tao ra. Glucoza duge
x4c dinh sau phién ban cai bién ctia thir nghiém glucoza oxidaza/peroxidaza thong

thuong (Werner, W. ef al. (1970) Z. analyt. Chem. 252: 224,)
Co chit:

Cac ndng do lactaza khac nhau nam trong khoang tir Km/5 dén 10*Km,
50mM sucxinat, 50mM HEPES, 50mM CHES, 150mM KCIl, 2mM CaCl,, ImM
MgCl, va d6 pH dugc didu chinh dén pH = 6,5 bang NaOH.

Mau enzym:

Lactaza thir nghiém tr Bifidobacterium bifidum c6 trinh ty ma hoa dugc thé
hién trong SEQ ID NO: 2 dugc pha lodng mét cach thich hgp trong S0mM sucxinat,
50mM HEPES, 50mM CHES, 150mM KCI, 2mM CaCl,, ImM MgCl,, 0,01% Triton
X100, d6 pH dugc didu chinh dén pH = 6,5 bang NaOH.

12 g/l Lactozym (lactaza c6 ban san trén thi truong tr Novozymes A/S,

Denmark) dugc pha lodng 6000 l4n trong dung dich dém tuong tu.
Quy trinh:
- 10ul mau enzym (5°C) dugc thém vao dia vi chuén 96 15 trén nudc da.
- 90pl co chit (5°C) duge thém vao va dugce U trong 2 gio & 5°C.
- Phan tng dugc ngung bang cach thém 100ul 0,25M NaOH.

- 20ul duoc chuyén sang dia vi chuin 96 18 va 230ul 65mM natri phosphat,
pH =7, 0,4 g/l Glucoza oxidaza, 0,013 g/l HRP, 0,65 g/l ABTS solution dugc thém
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vao. Sau 30 phut & nhiét do trong phong, hé s6 hip thu dugc xac dinh & 420nm.

Xac dinh Km:

Chuong trinh lam khép véi binh phuong nho nhét phi tuyén va phuong trinh
Michaelis-Menten:

v = (Vmax*S)/(Km+S)

duoc st dung. Km dbi vé6i Bifidobacterium lactaza va Lactozym duge xéc dinh lan

lwot 1a 8mM va 30mM.

Trong thtt nghiém twong tu duoc thuc hién & 37°C, Km ddi véi
Bifidobacterium lactaza va Lactozym dugc xdc dinh lan luot 12 13mM va 30mM,

respectively.
Vidu 5

Tao ra sita chua bang cdch sit dung lactaza tir Bifidobacterium bifidum va

men cdi thiéu hut lactoza — cdc lwong khdc nhau cua sucroza va lactaza

K& hoach thit nghiém

Dbi v6i su két hop duge lya chon cta lactaza ¢6 do pH 6n dinh thép va men
c4i thiéu hut lactoza, hai muc sucroza dugc thém vao (0,5% va 0,7%), va hai mirc
lactaza dugc thém vao (800 LAU/L va 1000 LAU/L), duoc thr nghiém. Lam 1én men
dbi chimg, lactaza va hai mirc sucrose (1,0% va 1,5%) khong dugc thém vao dugc

thue hién. Lactaza dugc thém vao lac bat dau 1én men cing v6i men cai.

Nén sira
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Béang 5: Thanh phan ciia nén sita

Luong Ham luong Hydrat cacbon | Chét béo
(2) protein (%) (%) (%)

Sira gay 1000 3,5 4.8 0,1

1,5% stta 2000 3.4 4,7 1,5

Bot protein “Promilk 14 80,0

802FB”

Bot protein “Milex 95 34,0

240~

Nén sira toan phan 3109 4,71 4,57 1,00

Men céi

Men céi chtra chung Streptococcus thermophilus dugc luu gitt voi s6 hiéu luu
gilt No. DSM 28952, chung Streptococcus thermophilus dugc luu gitt voi sd hiédu luu
gitt No. DSM 28953, va ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus dugc luu
gifr voi s6 hiéu luu gitt No. DSM 28910.

Lactaza
Lactaza tir Bifidobacterium bifidum c6 trinh ty ma hoa cua SEQ ID NO. 2.

Phép xac dinh

Céc murc chit béo, protein va lactoza dugc x4c dinh béng cach st dung phép

phén tich MilkoScan.

Tinh trang hiu axit dugc xac dinh trong thoi gian 1a 28 ngay khi bao quan &
5°C.
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Luong sucroza, glucoza, galactoza, fructoza va lactoza trong stta [én men &

ngay 1 va ngay 14 sau khi tao thanh dugc xac dinh bang HPLC.
Dé chic gel

Do chic gel duge xac dinh bang thir nghiém ép dun ngugc v6i méay phan tich
cu truc (TA.XT Plus, Stable Micro System, Surrey, UK) duoc cung cAp tam song
song 35mm. Khoang céach di chuyén duogc dat dén 15 mm va téc do di Chuyén la
2mm/s. Thir nghiém dugc thuc hién sau 7 ngay ké tir khi tao ra san phém. San phéun
stta 1én men gidm nhiét do xudng 13°C va khudy nhe bing tay, va dugc do trong hop
nhya 250g. Lyc t6i da (g) thu dugc bang luc so véi dudng cong khoang cach duge su

dung lam thong s6 “do chic gel”.

Ung suét cd’t

Bay ngay sau khi u, san pham sita 1én men gidm nhiét do xubng 13°C va
khuAy nhe nhang bang thia (5 1in) cho dén khi dong nhat mau. Céc ddc tinh Iuu bién
cia mau dugc danh gia trén may do luu bién (Anton Paar Physica Rheometer vi
ASC, Automatic Sample Changer, Anton Paar® GmbH, Austria) béng cach st dung
cbe bob. Méy do do bién thién dugc dat & nhiét do khong doi 13°C trong sudt thoi

gian do. Cai ddt nhu sau:
Thoi gian gitt (dé xdy dung lai cdu tric ban dau)

5 phat ma khong ¢c6 bét ky ung suit vat Iy nao (dao dong hodc xoay) ap dung

cho mau.

Buéc dao dong (dé do md dun dan hoi va nhoét, lan luot 1a G°, va G, do do

tinh dugc md dun phirc G*)
Bién dang khong dbi = 0,3%, tan sb (f) = [0.5.... 8] Hz

6 diém do trong 60 gidy (ctr sau 10 gidy)
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Budgc quay (dé do ting sudt cit & 300 1/s)

Hai bu6c da dugc thiét ké:

1) Tée do cit = [0,3-300] 1/s va 2) Toe do cat =[275-0,3] 1/s.
MBbi bude chira 21 diém do trong 210 gidy (ctr sau 10 gidy).

Ung suét cit ¢ tdc d 300 1/s duge chon dé phan tich sau hon, vi diéu nay

trong quan voi dd dam déc trong miéng khi nuot san pham sfta 1én men.

Quy trinh

Céc thanh phan ctia nén sita duge tron v6i nhau va dugc dé hydrat hoa trong 2
gi & 5°C. Tiép theo, nén sita dugc thanh tring & 90°C trong 20 phiit. Budc 1én men
duoc thyuc hién & 43°C dén d6 pH cudi ciing 1a 4,55 dé tao thanh sira chua. Stra chua
dugc lam lanh trong PTU (Post Treatment Unit: Thiét bi xu ly héu) & nhiét do lam

lanh 12 25°C & 4p suét 2bar. Stta chua da 1am lanh dugc bao quan & 6°C.

r
A

Két qua

Tinh trang hdu axit
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Bang 6: Tinh trang hau axit

Tham |Tham |Mautht |Mautht |Mautht | Mau thir

khdo 1 |khao2 |nghiém 1 |nghiém2 |nghiém3 |nghiém 4
Sucroza (%) 1 1,5 0,5 0,5 0,7 0,7
Lactaza 0 0 800 1000 800 1000
(LAU/L)
Thoi gian 1én 7:25 7:05 7:15 7:15 7:00 7:00
men(Gio:Phut)
Do pH cubi cing | 4,58 4,55 4,55 4,55 4,55 4,55
pH ngay 1 4,58 4,53 4,54 4,53 4,50 4,51
pH ngay 7 4,54 4,49 4,50 4,50 4,47 4,49
pH ngay 14 4,49 4,43 4,49 4,49 4,46 4,47
pH ngay 21 4,35 4,34 4,45 4,45 4,42 4,43
pH ngay 28 4,35 4,34 4,45 4,42 4,43 4,42
muc giam cua do | 0,23 0,19 0,09 0,11 0,07 0,09
pH

D6i voi tit ca 6 mau, tire 1a 2 mau tham khao va 4 mau duoc tao ra theo sang

ché (mAu thir nghiém), do pH 1a khoang 4,55 dat dugc trong 7 gio.

Nhu thdy r6 duge tir Bang 6, tinh trang hdu axit trong thoi gian la 28 ngay
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Phdn tich hydrat cacbon

Béang 7: Mitc hydrat cacbon con lai sau 1 ngay tir khi duoc tao ra

Tham |Tham |MAuthe |Mauthe |MAuthe | Mau thi
khao1l |khao2 |nghiém1 |nghiém2 |nghiém3 |nghiém 4
Sucroza (%) bat | 1 1,5 0,5 0,5 0,7 0,7
dau 1én men
Lactaza 0 0 800 1000 800 1000
(LAU/L)
Fructoza (mg/g) | 1,62 1,91 0,80* 0,74* 1,27 1,18
Galactoza <0,9 1,78* 29,01 29,87 28,78 29,29
(mg/g)
Glucoza (mg/g) | 0,77* 1,73 27,60 27,84 28,08 28,19
Lactoza (mg/g) | 54,16 53,37 1,18 0,40 1,20 0,40
Sucroza (mg/g) | <0,3 4.6 <0,3 <0,3 1,3 0,7

*1a gi4 tri nim trong khoang tr gi¢i han phat hién va gi6i han dinh luong.
Tét ca cac gié tri trong Bang 7 1 gié tri trung binh cua hai mau.

Péi voi 4 mau thir nghiém, tai giai doan cudi cua qua trinh 1én men lugng
lactoza 1a rat thap va luong glucoza va galactoza 1a rat cao so v6i mau tham khao thé
hién hoat tinh cao cua lactaza dugc thém vao. Déi v6i mau thir nghiém st dung muc
lactaza 1a 1000 LAU/L, thu dugc mirc lactoza con lai 1a khoang 0,04%, va d6i v6i mau
thtr nghiém st dung muc lactaza 1a 800 LAU/L, thu dugc muc lactoza con lai la

khoang 0,1%.
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Sita 1én men c6 muc lactoza thap va mac glucoza va galactoza cao ¢6 dd ngot

cam nhan duogc cao hon nhiéu so véi sita 1én men c¢6 mure lactoza cao va muc glucoza

va galactoza thip gibng nhu miu tham khao. Ly do cta n6 la & chd glucoza va

galactoza c6 hé s6 ngot cao hon nhicu so v6i lactoza.

Dé chiic gel

Bang 8: D chic gel

Tham | Tham |MAautht |MAuthd |MAutht | Mau tht
khao1l |khdo2 |nghiém1 |nghiém2 |nghiém3 |nghiém 4
Sucroza (%) bat | 1 1,5 0,5 0,5 0,7 0,7
dau 1én men
Lactaza 0 0 800 1000 800 1000
(LAU/L)
Do chic gel (g) | 45,76 | 47,42 |48,19 54,57 50,19 46,60

Tat ca céc gia tri ciia Béang 8 1a gia tri trung binh ctia hai mau.

Nhu théy rd dugce tor Bang 8, 3 trong s6 4 mau thu nghiém c6 d chic gel cao

hon dang ké so véi 2 mau tham khao.

ﬁng sud't cét
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Bang 9: Ung suét cét dugc do 6300 s™
Tham | Tham |MAuthe |MAuthe |MAuthe | Mau th
khao 1l |khdo2 |nghiém 1 |nghiém2 |nghiém3 |nghiém 4
Sucroza (%) bat | 1 1,5 0,5 0,5 0,7 0,7
d4u 1én men
Lactaza 0 0 800 1000 800 1000
(LAU/L)
Ung sut cat 67,1 65,3 78,2 84,4 84,7 77,6
(Pa)

T4t ca cac gia tri cia Bang 9 1a gia tri trung binh cla hai mau.

Nhu thdy o dugc tir Bang 9, 4 miu thi nghiém c6 Gng suét cat dugc do & 300

s cao hon dang ké so v6i 2 miu tham khao. Trong nhom gom 4 mau thir nghiém, viéc

két hop 1) lugng sucroza dugc thém vao 1a 0,5% va mic lactaza 12 1000 LAU/L, va 2)

lugng sucroza dugce thém vao la 0,7% va mic lactaza 1a 800 LAU/L, s€ cd ung suét

cat cao nhat.

Vidu 6

Tao ra sita chua bang cdch st dung lactaza tir Bifidobacterium bifidum va

men cdi thiéu hut lactoza — thém mét luwong du sucroza trude khi lén men

K& hoach thir nghiém

Buéc 1én men duogc thuc hién véi mau tham khao khong chua lactaza va 9,5%

sucroza va 2 mau thir nghiém chira 800 LAU/L cua lactaza va 6,5% va 7,0% sucroza.

Lactaza dugc thém vao & giai doan bat dau ciia bude 1én men cing v&i men cai.
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Béang 10: Thanh phan ciia nén sita co ban 1
Luogng Ham luong Hydrat cacbon | Cht béo
(8) protein (%) (%) (Y0)
Stta gay 984 3,5 4,8 0,1
1,5% sita 1911 3.4 4,7 1,5
Bot protein “Promilk 13,3 80,0
802FB”
Bot protein “Milex 91,5 34,0 54,00 1,00
2407
Nén sira toan phan 3000 4,71 4,57 1,02
Bang 11: Thanh phan cta nén sita co ban 2
Luong Ham luong protein | Hydrat cacbon Chat béo
(2 (%) (o) (7o)
Stra gay 984 3,5 4,8 0,1
1,5% stra 1911 3.4 4,7 1,5
Bot protein “Promilk 17,40 80,0
802FB”
Bot protein “Milex 240” | 109,50 34,0 5400 1,00
Sucroza 180,00 100,0
Nén sita toan phf?ln 3202 4,70 11,75 0,96

Nén sita co ban 2 duoc st dung dé diéu ché nén sita cudi cung doi voi mau
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tham khao va hai mau tht nghiém bang cach thém sucroza bo sung.
Men céi

Men céi chtra chung Streptococcus thermophilus dugce luu gitr voi s6 hiéu luu
giit No. DSM 28952, chiing Streptococcus thermophilus dugc luu gitt voi s6 hiéu luu
gitt No. DSM 28953, va ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus dugc luu
gift v6i s6 hiéu luu gitt No. DSM 28910.

Lactaza

Lactaza tir Bifidobacterium bifidum c6 trinh ty ma héa ctia SEQ ID NO. 2.

Phép do

T4t ca phép do duoc thuc hién bang cach sir dung phuong phap tuong tuy nhu
trong Vidu 5.

Quy trinh

Céc thanh phén ctia nén sita duoc tron v6i nhau va duoc dé hydrat hoa trong 2
gio & 5°C. Tiép theo, nén sita duoc thanh trung & 95°C trong 5 phit. Tiép theo, nén
sita duge ddng héa & 65°C & ap sudt 200bar. Bude 1én men duge thuc hién & 43°C dén
do pH cudi cung la 4,55 dé tao thanh sita chua. Stta chua dugc lam lanh trong PTU
(Post Treatment Unit) & nhiét do lam lanh la 25°C & 4p suét 2bar. Stta chua da lam

lanh duoc bao quan & 6°C.

Két qua

Tinh trang hau axit
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Bang 12: Tinh trang hau axit

Mau

1

2

3

Lactaza (LAU/L)

0

800

800

Thoi gian 1én men

6 gio 15 phut

6 gio 15 phut

6 gid 15 phut

Do pH cudi cling 4,55 4,51 4,51
pH ngay 4 4,54 4,44 4,44
pH ngay 7 4,51 4,42 4,42
pH ngay 14 4,40 4,38 4,37
pH ngay 21 4,38 4,38 4,37
pH ngay 28 4,36 4,37 4,36
muc giam cua do pH | 0,19 0,14 0,15

Phadn tich hydrat cacbon
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Bang 13: Phan tich hydrat cacbon

Mau 1 2 3
Lactaza (LAU/L) | 0 800 800
Sucroza (%) 9,5 6,5 7.0
bt dau 1én men

Ngay 1 | Ngay 28 | Ngay 1 | Ngay 28 | Ngay 1 | Ngay 28
Fructoza (mg/g) | 2.4 3,07 1,7 2,01 1,9 2,00
Galactoza (mg/g) | <2,0 8,99 26,4 29,03 26,4 28,72
Glucoza (mg/g) | <10 8,84 26,2 27,52 26,2 27,22
Lactoza (mg/g) |51.4 38,04 2,8 <2 2,7 <2
Sucroza (mg/g 64,3 64,23 41,7 |42,38 46,0 46,26

T4t ca cac gié tri cia Bang 13 1a gia tri trung binh cia hai mau.

48/72

Nhu théy rd0 dugc tr Bang 13, d6i v6i 2 miu thir nghiém, tai giai doan cudi

so v4i mau tham khao thé hién hoat tinh cao cua lactaza dugc thém vao.

cua qua trinh 1én men luong lactoza la rat thip va lugng glucoza va galactoza la rat cao

Sita 1én men c6 mitc lactoza thap va mirc glucoza va galactoza cao c6 lugng

¢6 d0 ngot cao hon nhi€u so voi lactoza.

Do chac gel va ung sudt cat

48
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galactoza thip giéng nhu mau tham khao. Ly do ciia n6 1a & chd glucoza va galactoza
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Bang 14: Do chic gel va tng suat cit ¢ 300 s™

49/72

Mau 1 2 3

Lactaza (LAU/L) 0 800 800

Sucroza (%) 9,5 6,5 7,0

bat dau 1én men

Do chic gel (g) 46,36 46,76 45,75

Ung sut cit & 1 s-1 (Pa) 9.4 19,2 9,3 8.8 10,3 |10,2
Ung suit cit 6 30,2 s-1 (Pa) 39,2 |38.8 |41,6 392 | 44,7 |45
Ung suét cat & 135s-1 (Pa) | 58,3 |58,0 |67,2 |64,5 72,3 72,2
Ung suit cat 4 300 s-1 (Pa) | 69,4 | 69,1 80,6 |78,2 84,4 | 84,4

Nhu thiy rd duoc tir Bang 14, tmg suét cat & 300 s'1 cia hai mau thir nghiém

chira lactaza tang 1én dang ké so v6i mau tham khao khong c6 lactaza.

Vidu?7

Tao ra sita chua bang cdch sit dung lactaza tir Bifidobacterium bifidum va

men cdi thiéu hut lactoza — thém mét lwong dw sucroza trudc khi lén men 11

K& hoach thir nghiém

Budc 1én men dugc thuc hién with hai mau tham khao khong chira lactaza va

1,5% va 9,5% sucroza va 3 mau thr nghiém chtra 1000 LAU/L cua lactaza va 0,5%,

6,5% va 7,0% sucroza. Lactaza dugc thém vao & giai doan bat dau ctia budce 1én men

cung v&i men cai.

Nén sira
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Hai nén sita co ban theo Vi du 6 duoc st dung dé di€u che nén sita cudi cung

dbi v6i mau tham khao va ba mau thir nghiém bang cach thém sucroza bd sung.
Men céi

Men cai chtra ching Streptococcus thermophilus duge luu gitt voi sd hiéu luu
gift No. DSM 28952, chiing Streptococcus thermophilus dugc luu gilt voi s6 hiéu luu
gitt No. DSM 28953, va ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus duoc luu
gitt v6i s6 hidu luu gitt No. DSM 28910.

Lactaza

Lactaza tir Bifidobacterium bifidum c6 trinh tyy ma héa ctia SEQ ID NO. 2.

Phép do

Tét ca phép do duoc thuc hién bang cach sir dung phwong phap tuwong tu nhu
trong Vidu 5.

Quy trinh

Céc thanh phin ctia nén sira duge tron v6i nhau va dugce dé hydrat hoa trong 2
gio & 5°C. Tiép theo, nén sita dugc thanh trang & 90°C trong 20 phut. Budc 1én men
duoc thue hién & 43°C dén @6 pH cudi cung 14 4,55 dé tao thanh stra chua. Sita chua
dugc 1am lanh trong PTU (Post Treatment Unit) & nhiét do 1am lanh 1a 25 °C & 4p suét

2bar. Sita chua da 1am lanh dugc bao quan & 6°C.

Két qua

Tinh trang hdu axit
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Bang 15: Tinh trang hau axit

Mau 1 2 3 4 5
Lactaza (LAU/L) 0 1000 0 1000 1000
Thoi gian 1én men 6 gio 50 6 gio 55 6 gid 35 6 gio 10 5 gio 40

phut phut phut phut phut
D6 pH cudi ciing 4,55% 4,55% 4,55% 4,55% 4,55*
pH ngay 1 4,54 4,51 4,52 4,48 4,47
pH ngay 7 4,45 4,45 4,40 4,34 4,35
pH ngay 14 4,37 4,44 4,37 4,32 4,34
pH ngay 21 4,35 4,39 4,35 4,29 4,29
pH ngay 28 4,34 4,37 433 4,27 4,26
muc giam cta do pH 0,21 0,18 0,22 0,28 0,29

*Budc 1én men dugc chdm durt béng cach lam lanh & do pH = 4,55.

Nhu théy rd duoc tir Bang 15, tinh trang hiu axit & mac tuong tu d6i véi mau

tham khao khong chura lactaza va mau thtr nghiém chua lactaza.

Phan tich hydrat cacbon
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Bang 16: Phan tich hydrat cacbon ngay 1

Mau 1 2 3 4 5
Lactaza (LAU/L) 0 1000 | O 1000 | 1000

Sucroza (%) bat dau lénmen | 1,5 0,5 [9,5 |65 |70

Fructoza (mg/g) 1,96 |<l 2,70 | 1,74 | 1,88
Galactoza (mg/g) <2 29,19 | <2 27,83 | 27,89
Glucoza (mg/g) <1 27,37 | <1 27,29 | 27,40
Lactoza (mg/g) 56,11 | <2 54,56 | <2 <2
Sucroza (mg/g 545 | <4 63,44 | 39,79 | 45,44

Bang 17: Phén tich hydrat cacbon ngay 28

MaAu 1 2 3 4 5

Lactaza (LAU/L) 0 1000 | O 1000 | 1000

Sucroza (%) bat ddu lénmen | 1,5 0,5 |95 |65 |70

Fructoza (mg/g) 1,88 | <1 4,72 12,95 |3,39
Galactoza (mg/g) 3,90 |28,83|<2 28,79 | 29,15
Glucoza (mg/g) 2,69 |26,78 | 1,66 |26,83 | 27,27
Lactoza (mg/g) 50,71 | <2 52,42 | <2 <2
Sucroza (mg/g 4,18 | <4 62,07 | 39,91 | 46,17

Nhu thdy ro duoc tir cic Bang 16 va 17, d6i v6i 3 mau thir nghiém, tai giai
doan cudi cua qua trinh 1én men lugng lactoza 1a rat thip va luong glucoza va

galactoza la rat cao so vé&i mau tham khao thé hién hoat tinh cao cta lactaza dugc thém
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Sira 1én men c6 muc lactoza thap va muc glucoza va galactoza cao ¢6 luong

ngot cao hon nhi€u so vé6i sita 1én men c6 muc lactoza cao va muc glucoza va

galactoza thip gidng nhu mau tham khao. Ly do ctia n6 1a & chd glucoza va galactoza

c6 do ngot cao hon nhiéu so v6i lactoza.

D6 chac gel va ing sudt cat

Bang 18: Do chéc gel va tng suét cat

Mau 1 2 3 4 5
Lactaza (LAU/L) 0 1000 0 1000 1000
Sucroza (%) bat dau 1én men | 1,5 0,5 9,5 6,5 7,0

Do chic gel (g) 51,13 49,41 45,04 45,94 47,89

Ung suét cit & 1 s-1 (Pa) 94 93 |84 [85 [81 |85 |7,7 |78 |83 |85
Ung suét cat 6 30,2 s-1 (Pa) | 39,4 | 38,5 (38,2 (37,6 |34,3|34,7|37,3|37,1|3838 389
Ung suét cat 6 135 s-1 (Pa) | 61,0 | 59,5 | 65,8 | 65,1 | 56,8 | 56,8 | 72,7 | 72,3 | 74,8 | 74.9
Ungsuétcéteysoo s-1 (Pa) |72,170,5]78.8]77,6|69,1]69,1 86,7 | 86,6 | 89,4 | 89,4

Nhu thiy 6 dugc tir Bang 18, ing suét cit ciia 3 mau thir nghiém chira lactaza

tang 1én dang ké so v6i mau tham khao khong co lactaza.

Vidu$8

Tao ra sita chua bang cdch sir dung lactaza tir Bifidobacterium bifidum va

thém men cdi thiéu hut lactoza cia lactaza trudce va sau khi lén men

K& hoach thtt nghiém
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Bang 19: K& hoach thir nghiém

Mau | Thoi gian thém lactaza Nén sita | Sucroza (%) | Lactaza (LAU/L)
1 |Khong 1 0,70 0
2 | Cong luc véi nudi cay | 1 0,70 600
3 Cung luc v6i nudi cay | 1 0,70 800
4 | Cong luc véinudi cay | 1 0,70 1000
5 Cang lac véi nudi cay | 1 0,70 1400
6 | Khong 2 0,97 0
7 Sau khi I1én men 2 0,97 800
8 Sau khi 1én men 2 0,97 1600
'9 | Sau khi 1én men 2 0,97 2400
10 | Sau khi 1én men 2 0,97 3200

54/72

Nhiét d6 1én men 1a 43°C. Do pH cubi cung 1a 4,50. Cac thanh phan ctia nén

sita dwoc tron v6i nhau va duoc dé hydrat hoa trong 2 gid & 6°C. Tiép theo, nén sita

duoc thanh tring & 95°C trong 5 phut va dugc dong hoa & 200/50 bar & 65°C. Budc

1én men duoc thuc hién & 43°C dén d6 pH cubi cing 1a 4,50 dé tao thanh sita chua.

Stra chua dugc lam lanh dén 6°C. Sita chua d3 lam lanh duoc bao quan & 6°C.

Men céi

Men céi chtra ching Streptococcus thermophilus duge luu gilt véi s6 hiéu luu

gifr No. DSM 28952, chiing Streptococcus thermophilus duge luu git v6i sb hiéu luu

gitt No. DSM 28953, va chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus dugc luu
gift v6i s6 hiéu luu gitt No. DSM 28910.
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Lactaza tir Bifidobacterium bifidum c6 trinh tu ma hoéa ciia SEQ ID NO. 2.

Béng 20: Thanh phan ctia nén sita 1
Luong Ham lugng protein | Hydrat cacbon Chét béo
(2 (%) (%) (%)
Sucroza 22 0,0 100,0 0,0
0,5% stra 1500 3.8 4,8 0,5
1,5% sita 1500 3,6 4,7 1,5
Bot sira gdy Arla | 103 34,0 54,0 1,0
Nén sira toan phan | 3125 4,67 7,05 0,98
Béang 21: Thanh phan cua nén sira 2
Luogng Ham lugng protein Hydrat cacbon Chit béo
(2 (%) (%0) (%)
Sucroza 30 0,0 100,0 0,0
0,5% stra 1500 3.8 4,8 0,5
1,5% stra 1500 3.6 4,7 L5
Bot sita gdy Arla | 103 34,0 54,0 1,0
Nén sita toan phan | 3133 4,66 17,30 1,00

Phép do
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T4t ca phép do duge thuc hién bang cach sir dung phuong phép tuong ty nhu

trong Vidu 5.

Két qua

Tinh trang hdu axit

Bang 22: Tinh trang hau axit

Mau | Thoi gian Nén Lactaza pH ngay | pH Ngay | pH Ngay | pH Ngay Do giam
thém lactaza stia (LAU/L) |0 7 28 42 pH

1 Khong 1 0 4,89% 4,89% 4,87 4,84 0,05

2 Cung luc v6i 1 600 4,26 4,23 4,23 4,22 0,04
nudi cay

3 Cung lac véi 1 800 422 | 4,26 4,24 4,24 -0,02
nudi cly

4 Cung lac voi 1 1000 4,32 4,26 4,26 4,26 0,06
nudi cay

5 Cung lic v6i 1 1400 4,36 4,30 4,28 4,27 0,09
nudi ciy

6 Khong 2 0 4,47 4,47 4,47 4,44 0,03

7 Sau khi 1én 2 800 4,43 4,40 4,42 4,38 0,05
men

8 Sau khi lén 2 1600 4,44 4,40 4,42 4,39 0,05
men

9 Sau khi 1én 2 2400 4,41 4,43 4,40 4,40 0,01
men

10 Sau khi lén 2 3200 NA ,4,43 4,41 4,40 NA
men
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* sucroza khong du dé thu dugc sy 1én men dén pH dich. Do d6, mau nay

khong thé dugc duge st dung lam mau tham khao.

Nhu thay r6 dugc tir Bang 22, tinh trang hau axit trong thoi gian 1a 42 ngay ¢
mirc thdp hon 0,09 dbi véi tht ca cac luong lactaza dugce tht nghiém c6 thém lactaza &
giai doan bit ddu ctia qué trinh 1én men va tham chi con & mirc thip hon 0,05 déi véi
tAt ca céc lactaza dugc thir nghiém c6 thém lactaza tai giai doan cubi ctia qua trinh Ién
men. Viéc thém lactaza tai giai doan cudi cta su 1én men khong dan dén tinh trang hau
axit khac biét dang ké so voi miu tham khao khong co lactaza duge thém vao. Do do,
thtr nghiém nay cho thy rang, viéc str dung lactaza c6 do pH n dinh thip két hop véi
men cai thidu hut lactoza khong dan dén su gia ting khong thé chdp nhan dugc cla
tinh trang hau axit, ma co thé thu duoc bang men céi nhu vay. Diéu nay ding ci khi

lactaza dugc thém vao & giai doan bat dau va tai giai doan cudi cta qua trinh 1én men.

D6 chac gel va ung sudt cat
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Bang 23: Do chic gel va Ung suét cat

Mau | Thoi gian thém | Nén Sucroza | Lactaza Do chic gel | Ung suét
lactaza sita (%) (LAU/L) (2) cit (Pa)

1 Khéng 1 0,70 0 0,187* 46,4%

2 Cung luc voi 1 0,70 600 0,281 63,9
nudi cay

3 Cung luc véi 1 0,70 800 0,302 65,3
nudi cay

4 Cung luc véi 1 0,70 1000 0,318 64,5
nudi cay

5 Cung luc véi 1 0,70 1400 0,307 63,7
nudi cly

6 Khéng 2 0,97 0 0,304 53,1

7 Saukhi lénmen |2 0,97 800 0,312 51,4

8 Sau khi 1énmen | 2 0,97 1600 0,322 52,8

9 Sau khi 1én men | 2 0,97 2400 0,323 52,9

10 Sau khi lénmen | 2 0,97 3200 0,320 51,7

khong thé dugc duoc st dung lam mau tham khdo.

*sucroza khong du dé thu dwgc sy 1én men dén pH dich. Do d6, miu nay

Nhu thdy o duoc tir Bang 23, lugng cao cia ca do chiic gel va ung sudt ct da

dat dugc dbi voi tit ca cac lugng lactaza dugce thir nghiém c6 thém lactaza & giai doan

bét diu cia qua trinh 1én men. Doi voi muc lactaza duge thir nghiém c6 thém lactaza

tai giai doan cudi ctia qud trinh 1én men, lugng chic gel va Gmg suét cat co phan thap

hon, diéu nay 1a do su tron lan cua lactaza vao sita chua, mot phan pha v& céu tric cua
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sita chua. Ddi vai tat ca cac mure lactaza duoc thir nghiém c6 thém lactaza tai giai doan

cubi cua qué trinh 1én men, do chac gel cao hon mot chit so v6i mau tham khao khong

c6 lactaza dugc thém vao. Doi voi tat ca cac mure lactaza dugc thu nghiém ma c6 thém

lactaza tai giai doan cudi cua qua trinh 1én men, ing suat cat dugce duy tri ¢ cing murce

hodc thép hon mdt chut.

Phadn tich hydrat cacbon

Bang 24: Phan tich hydrat cacbon

Mau | Lactaza Galactoza Glucoza Sucroza Lactoza Lactoza | Lactoza
(LAUL) Ngay 20 Ngay 20 | Ngay 20 Ngay 20 | 24 gio Ngay 20
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g) (%) (%)
1 0 2.4 2.3 <1,0 50,7 ND ND
2 600 29,5 27,7 <1,0 <0,5 >0,1 0,023
3 800 30,2 28,1 <1,0 <0,5 0,028 0,016
4 1000 30,0 27,8 <1,0 <0,5 0,014 0,014
5 1400 29,5 27,4 <1,0 <0,5 0,006 0,013
6 0 4,2 4,2 <1,0 49,2 ND ND
7 800 31,2 30,7 <1,0 <0,5 >0,2 0,014
8 1600 30,7 30,2 <1,0 <0,5 >0,1 0,012
9 2400 31,2 30,6 <1,0 <0,5 0,029 0,011
10 3200 31,8 31,2 <1,0 <0,5 0,015 0,011

Nhu thiy ro duge tir Bang 24, & ngay 20 ndng do cao cua galactoza va glucoza

duoc tao ra ddi voi tat ca cadc muc lactaza duge thir nghiém doi véi ca viee thém

lactaza vao & giai doan bat dau va tai giai doan cudi ciia qua trinh 1én men. Ngoai ra,
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vao ngay 20, luong glucoza thap hon gii han phat hién 1a 0,5mg/g, ma dap Gng duoc
1a khong c6 lactoza & mot s6 qubc gia. Déi vé6i luong cao hon cta lactaza, hau hét viéc

loai bo lactoza s€ dat dugc 24 gio sau khi két thuc qua trinh 1én men.
Vidu9

Tao ra sita chua bang cdch sir dung lactaza tir Bifidobacterium bifidum va

thém men cdi thiéu hut lactoza cia lactaza trude khi lén men I

K& hoach thir nghiém

Bang 25: Ké hoach thir nghiém

Mau | Sucroza (%) | Lactaza (LAU/L)
1 0 0

2 0 1000
3 0 1200
4 0 1600
5 0,2 0

6 0,2 1000
7 0,2 1200
8 0,2 1600
9 0,7 0

10 10,7 1000
11 0,7 1200
12 10,7 1600
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Nhiét d6 1én men 1a 43°C. Do pH cudi cung 14 4,45, Cac thanh phan ctia nén

stta duoc tron voi nhau va duoc dé hydrat hoa trong 2 gio at 6°C. Tiép theo, nén sira

duoc thanh tring & 95°C trong 5 phut va dugc ddng hoa & 200/50 bar & 65°C. Budc

1én men duoc thuc hién & 43°C dén do pH cubi cung 1a 4,45 dé tao thanh sira chua.

Sita chua duge 1am lanh dén 5°C. Sita chua d4 lam lanh dugc bao quan & 6°C.

Men cai

Men cdi chita ching Streptococcus thermophilus dugc luu gitt voi sd hiéu luu

gitt No. DSM 28952, ching Streptococcus thermophilus dugc luu gilt véi s6 hiéu luu

gitt No. DSM 28953, va chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus duge luu
gifr v6i s hiéu luu gitt No. DSM 28910.

Lactaza

Lac:iaza tlr Bifidobacterium bifidum c6 trinh tu ma hoéa cua SEQ ID NO. 2.

Bang 26: Thanh phan cta nén sira
Luong (g) | Ham lugng Hydrat Chat béo
protein (%) cacbon (%) (%)
0,5% sira 1500 3,8 4,8 0,5
1,5% sita 1500 3,6 4,7 1,5
Bot sita gdy Arla | 103 34,0 54,0 1,0
Nén sira toan phan | 3103 4,70 6,39 0,99

Phép do

T4t ca phép do duge thuc hién bang cach st dung phuong phép twong tu nhu
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trong Vidu 5.
Két qua
Tinh trang hdu axit
Bang 27: Tinh trang hiu axit
Mau | Sucroza Lactaza pH pH pH pH pH Do giam
% LAU/L H
) ( ) Ngay | Ngay |Ngay |Ngay |Ngay p
0 1 14 28 42
1 0 0 ND ND ND ND ND ND
2 0 1000 445 1439 |4,36 4,33 4,39 0,06
3 0 1200 4,45 439 4,38 4,34 4,39 0,06
4 0 1600 446 439 438 4,34 4,39 0,07
5 0,2 0 ND ND ND ND ND ND
6 0,2 1000 4,50 | 4,44 |440 4,40 4,43 0,07
7 0,2 1200 4,53 447 | 4,46 4,42 4,46 0,07
8 0,2 1600 4,53 449 | 446 4,44 4,47 0,06
9 0,7 0 4,76 | 4,73 4,69 4,68 4,70 0,06
10 0,7 1000 444 | 440 |4,39 4,33 4,38 0,06
11 (0,7 1200 446 | 440 |439 4,33 4,39 0,07
12 10,7 1600 447 | 441 4,40 4,34 4,41 0,06

Nhu thdy r6 duge tir Bang 27, tinh trang héu axit trong thoi gian la 42 ngay &

muc rat thép la khoang 0,06 dbi vai tht ca cac lwong lactaza dugc thir nghiém. Do do,

thir nghiém nay cho thdy rang, viéc str dung lactaza c6 do pH 6n dinh thip két hop véi
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men cAi thiéu hut lactoza khong dan dén su gia ting khong thé chdp nhan dugc cia

tinh trang héu axit, ma co thé thu dugc béng men cai nhu vay.

Do chdac gel va rng sudt cat

Bang 28: P chic gel va Ung suét cit

Mau | Sucroza (%) | Lactaza (LAU/L) | B chic gel (g) | Ung suét cit (Pa)
1 0 0 ND ND
2 0 1000 0,386 70,3
3 0 1200 0,377 69,8
4 0 1600 0,388 69,5
5 0,20 0 ND ND
6 0,20 1000 0,3 8‘0 70,7
7 0,20 1200 0,378 69,5
8 0,20 1600 0,397 70,2
9 0,70 0 ND ND
10 10,70 1000 0,362 71,2
11 10,70 1200 0,375 72,2
12 10,70 1600 0,362 71,9

Nhu thdy r& duge tir Bang 28, lugng cao cia ca do chic gel va ung suét cit

thu duoc ddi vai tht ca muc lactaza dugce thir nghiém. Do chic gel va do bén cét 6 thir

tu vé& d6 16n 1a gidng nhu dbi voi tht ca 3 muc lactaza dugc thir nghiém.

Phan tich hydrat cacbon
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Bang 29: Phan tich hydrat cacbon

64/72

Mau | Sucroza Lactaza Fructoza | Galactoza | Glucoza | Lactoza | Sucroza
o0 (LAUL) (mg/g) | (mg/g) | (mg/g) |(mg/g) (mefe)
1 0 0 <0,5 6.3 <0,5 45,5 <2
2 0 1000 <0,5 30,7 26,0 <0,9 <2
3 0 1200 <0,5 31,5 26,6 <0,9 <2
4 0 1600 <0,5 30,9 25,8 <0,9 <2
5 0,20 0 <0,5 11,7 6,7 36,1 <2
6 0,20 1000 <0,5 30,8 27,8 <0,9 <2
7 0,20 1200 <0,5 31,6 28,3 <0,9 <2
8 0,20 1600 <0,5 31,5 28,0 <0,9 <2
9 0,70 0 1,1 9,1 9,1 43,4 <2
10 |0,70 1000 1,1 31,1 29,5 <0,9 <2
11 10,70 1200 1,0 32,1 30,3 <0,9 1,8
12 10,70 1600 0,9 31,8 29,9 <0,9 1,9

Nhu théy rd dugc tu Bang 29, dbi véi mau thi nghiém chua lactaza, tai giai

doan cudi cia qua trinh 1én men lugng lactoza 1a rat thap va lugng glucoza va

galactoza la rat cao so v6i mau tham khao thé hién hoat tinh cao cua lactaza dugc thém

vao.

Sita 1én men c6 muc lactoza thap va muc glucoza va galactoza cao c6 luong

ngot cao hon nhi€u so v6i sita 1én men c6 mirc lactoza cao va mic glucoza va

galactoza thap giéng nhu mau tham khao. Ly do cta n6 1a & chd glucoza va galactoza

c6 do ngot cao hon nhicu so véi lactoza.
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Danh sach trinh tw

SEQ ID NO.: 1 thé hién trinh tw ciia thé dot bién ciia SEQ ID NO. 4.
SEQ ID NO.: 2 thé hién trinh tu cta thé dot bién ctia SEQ ID NO. 4.

SEQ ID NO.: 3 thé hién trinh tu cia lactaza tr Bifidobacterium bifidum
DSM20215.

SEQ ID NO.: 4 thé hién trinh tu cla lactaza tUr Bifidobacterium bifidum
NCIMB41171, trinh tu nucleotit ma dugc néu trong NCBI voi s6 luu gitt DQ448279.

SEQ ID NO: 4 dugc ban ludn trong céc tai liéu tham khéo sau déy, trong d6 no6
d& cap dén 1a bbglll:

Appl Microbiol Biotechnol (2007) 76:1365-1372, T K Goulas et al.
Appl Microbiol Biotechnol (2009) 82:1079-1088, T Goulas et al.

Appl Microbiol Biotechnol (2009) 84:899-907, T Goulas et al.
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Yéu céu bao hd
1. Quy trinh tao ra san pham sita 1én men, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac bude:

1)  thém men céi chira it nhat mdt ching vi khuan axit lactic vao nén

2) 1én men sita trong khoang thoi gian cho dén khi dat duge d6 pH
dich,

3) trong d6 men cai chua it nhét mot chung thiéu hut lactoza, ma c6
kha nang chuyén hoa hydrat cacbon khong phai lactoza, va

4)  thém lactaza c6 d6 pH 6n dinh thip vao quy trinh tai thoi diém bat
dau, trong hoac cudi cua budce 1én men, trong d6 lactaza c6 do pH 6n dinh thép
van gitt duge hoat tinh ctia n6 & d6 pH = 1a 5,0 va nhiét do 1a 37°C & luong it

nhét 12 5% so v6i hoat tinh ctia né tai do pH tdi wu cua lactaza.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 lactaza c6 do pH én dinh thap van giit dugc hoat
tinh cta né & nhiét do 1a 10°C va do pH = 1a 6,0 & luong it nhét 12 10% so véi hoat

tinh cia nd & nhiét do to1 uu cda lactaza.

3. Quy trinh theo diém 1 hodc 2, trong d6 chung thiéu hut lactoza c6 kha ning chuyén
hoéa hydrat cacbon khong phai lactoza dugc chon tir nhém bao gbm sucroza, galactoza

va glucoza.

4. Quy trinh theo didm bét ky trong sb cac diém néu trén, trong dé hydrat cacbon

khong phai lactoza dugc thém vao nén sita ¢ giai doan bat dau cua bude lén men.

5. Quy trinh theo diém 4, trong d6 hydrat cacbon khong phai lactoza dugc thém vao
nén sita voi luong duge xac dinh sao cho dugc rut kiét va do do6 dan dén 1am nging su

ting trudng ctia vi khuan axit lactic va lam cham dut sy 1€n men.

6. Quy trinh theo diém bat ky trong sé cac diém néu trén, trong d6 lactaza c6 dd pH 6n

dinh thap dugc thém vao nén sita & giai doan bat dau ctia budc 1én men.
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7. Quy trinh theo diém 6, trong d6 hydrat cacbon khong phai lactoza dugc thém vao
budc 18n men, va trong do6 it nhat mot ching axit lactic thiéu hut lactoza ctia men céi
¢6 kha ning chuyén hoa hydrat cacbon dugc chon tir nhom bao gdm glucoza va

galactoza.

8. Quy trinh theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 lactaza c6 do pH

on dinh thap dugc thém vao nén sita tai giai doan cudi ciia bude 1én men.

9. Quy trinh theo diém bat ky trong sé cac diém tir 1 dén 8, trong d6 ching thiéu hut
lactoza dugc chon tir nhém bao gdm Streptococcus thermophilus thiéu hut lactoza va

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus thiéu hut lactoza.

10. Quy trinh theo diém 9, trong d6 ching thiéu hut lactoza duoc chon tir nhém bao

gdm:
(1)  chung Streptococcus thermophilus, trong d6 chung nay la:

(1) ching dugc luu gitt tai Ngén hang gibng vi sinh vat
va té bao Puc (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig,
on 2014-06-12 v&i sb hiéu luu gitt No. DSM 28952;

(i)  hodac ching thu dugc tor DSM 28952, trong do
chung thu dugc nay con duge mo ta la c6 kha nang tao ra tp doan

tring trong mdi trudong chira lactoza va X-Gal;
(b) chung Streptococcus thermophilus, trong d6 ching nay la:

) ching dugc luu gilr tai Ngan hang gidng vi sinh vét
va té bao Pc (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig,
on 2014-06-12 v6i s hiéu luu giit No. DSM 28953;
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(ii)  hoac chung thu dugc tor DSM 28933, trong do
ching thu dugc nay con duge mo ta 1a co kha nang tao ra tdp doan

trang trong mdi truomg chira lactoza va X-Gal;

(¢c) chang Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, trong do

ching nay la:

(1) chung dugc luu gili tai Ngan hang gidng vi sinh vét
va té bao Puc (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig,
on 2014-06-12 véi sé hiéu luu gitt No. DSM 28910;

(ii)  hodc chung thu dugc tr DSM 28910, trong do
ching thu dugc nay con dugc mo ta la c6 kha ndng tao ra tp doan

trang trong mdi truong chira lactoza va X-Gal.

11. Quy trinh theo diém 9 hodc 10, trong d6 men cai chira it nhit mot Streptococcus
thermophilus thiéu hut lactoza va it nhit mot thiéu hut lactoza Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus.

12. Quy trinh theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 9 dén 11, trong d6 men cai chira it
nhéit mot Streptococcus thermophilus va it nhit mot Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, va trong d6 tat ci cdc ching Streptococcus thermophilus va tat ca cac

chung Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus déu thiéu hut lactoza.

13. San pham sira 1én men chira men céi cda bude 3) va lactaza ¢6 d¢ pH on dinh thap

duge thém vao trong bude 4) duge tao ra theo quy trinh bao gdém cac budc:

1)  thém men cai chira it nhat mot ching vi khuan axit lactic vao nén
sira,

2) 1én men sira trong khoang thoi gian cho dén khi dat dugc do pH
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dich,

3) trong d6 men cai chua it nhit mot ching thiéu hut lactoza, ma c6
kha nang chuyén hoa hydrat cacbon khong phai lactoza, va

4)  thém lactaza c6 do pH n dinh thp vao quy trinh tai thoi diém bit
déu, trong hodc cudi ciia budce 1én men, trong do lactaza c¢6 46 pH 6n dinh thép
van gilt dugc hoat tinh cta n6 & d6 pH = 1a 5,0 va nhiét 4o la 37°C & luong it

nhét 13 5% so véi hoat tinh ctia n6 tai do pH tdi wu cua lactaza.

14. San pham sita 1én men theo diém 13, trong d6 lactaza c6 do pH n dinh thap van
gift dugc hoat tinh ctia né & nhiét do 1a 10°C va d6 pH =12 6,0 & lugng it nhét 12 10%

so v6i hoat tinh cta nd & nhiét do toi vu cua lactaza.

15. San pk:im sira 1én men theo diém 13 hodc 14, trong d6 chiing thiéu hut lactoza c6
kha nang chuyén hoa hydrat cacbon khong phai lactoza dugc chon tir nhém bao gbm

sucroza, galactoza va glucoza.

16. San pham sita 1én men theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 13 dén 15, trong d6
hydrat cacbon khong phai lactoza dugc thém vao nén sita & giai doan bat dau cua budce

1én men.

17. San pham sita 1én men theo diém 16, trong d6 hydrat cacbon khong phai lactoza
duge thém vao nén sita v6i lwong duge xdc dinh sao cho dugce rit kiét va do d6 dan

dén 1am nging su ting trudng cua vi khuan axit lactic va lam cham dat sy 1€n men.

18. San phém sita 1én men theo diém bét ky trong s6 céac diém tr 13 dén 17, trong d6
lactaza c6 d6 pH 4n dinh thép duoc thém vao nén sta & giai doan bat ddu cua bude 1én

men.

19. San pham sita 1én men theo diém 18, trong d6 hydrat cacbon khong phai lactoza
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duoc thém vao budc 1én men, va trong do it nhét mot chung axit lactic thiéu hut
lactoza ctia men céi ¢ kha ning chuyén hoa hydrat cacbon duge chon tir nhém bao

gom glucoza va galactoza.

20. San pham sita 1én men theo diém bét k¥ trong s cac diém tir 13 dén 17, trong d6
lactaza c6 d6 pH 6n dinh thép duoc thém vao nén sita tai giai doan cubi cia bude 1én

men.

21. San pham sita 1én men theo diém bét ky trong s cac diém tir 13 dén 20, trong d6
chiing thiéu hut lactoza dugc chon tir nhom bao g0m Streptococcus thermophilus thiéu

hut lactoza va Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus thiéu hut lactoza.

22. San pham sita 1én men theo diém 21, trong d6 chiing thiéu hut lactoza dugc chon

tir nhom bao gom:
(a) chung Streptococcus thermophilus, trong d6 chung nay la:

) ching dugc luu giir tai Ngan hang gidng vi sinh vat
va té bao Puc (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig,
on 2014-06-12 véi sb hiéu luu gitt No. DSM 28952;

(i)  hodc chung thu dugc tot DSM 28952, trong do
chung thu dugce nay con duge md ta la cé kha nang tao ra tdp doan

trdng trong madi truong chira lactoza va X-Gal;
(b) chung Streptococcus thermophilus, trong d6 ching nay 1a:

(1) ching dugce luu gil“r }:ai Ngén hang gidng vi sinh vt

va té bao Puc (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
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und Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig,
on 2014-06-12 véi s hiéu luu gitt No. DSM 28953;

(i)  hodac ching thu dugc tr DSM 28953, trong do
chung thu dugc nay con duge md ta la c6 kha ning tao ra tdp doan

trdng trong moi trudong chira lactoza va X-Gal;

(c) ching Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, trong do

ching nay la:

(1) ching dugc luu gitr tai Ngan hang gidng vi sinh vt
va té bao Dirc (DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH), Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig,
on 2014-06-12 véi s hiéu luu gitt No. DSM 28910;

(i)  ho#c ching thu dugc tod DSM 28910, trong do
chung thu dugc nay con duge mo ta 1a c6 kha nang tao ra tdp doan

tring trong moi trudng chira lactoza va X-Gal.

23. San phém stta 1én men theo diém 21 hodc 22, trong d6 men cai chura it nhat mot
Streptococcus thermophilus thiéu hut lactoza va it nhét mot thiéu hut lactoza

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

24. San pham sita 1én men theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 21 dén 23, trong d6
men céi chira it nhat mot Streptococcus thermophilus va it nhat mét Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, va trong do tat ca cac ching Streptococcus
thermophilus va tAt ca cac ching Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus déu thiéu

hut lactoza.

25. San pham sita 1én men theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 13 dén 24, trong d6
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san pham stta 1én men duge chon tr nhém bao gom sira chua, kem phomat, sira Ién
men chua, kem 1én men chua, sita bo, vang sita 1én men, sita nudi cay, Smetana, Kefir,

stta chua uéng, va Yakult

26. San pham sita 1én men theo diém bat ky trong s cac diém tr 13 dén 24, trong do
san pham sita 1én men chtta san pham thyc pham khac duge chon tir nhém bao gém do6
udng hoa qua, san pham ngili coc 1én men, san pham ngtl coc¢ axit hoa hoa hoc, san

pham sita ddu nanh va hdn hop bat ky ctia no.

27. San pham sita 1én men theo diém bét ky trong s cac diém tir 13 dén 24, trong d6
san pham sita 1én men chira protein v6i ham luong thip nam trong khoang tr 2,0%
khéi luwong dén 3,5% khdi luong, nim trong khoang tir 1,0% khéi lugng dén 2,0%
khdi lwong va 2,0% khdi lugng, hodc 16n hon 3,5% khdi luong.
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