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Linh vue k§ thuat dwoce dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap phan tich céc protein beta-casein cé mit
trong sita dong vat va céac san phém stta dugc ché bién tir sita dong vat. Cu thé, sang
ché dé cap dén phuong phap kiém tra sy c6 mat va dinh luong beta-casein typ Al va
beta-casein typ A2 va cac bién thé beta-casein lién quan trong sita va cac sin pham

sita cO nguon gdc tur stra.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Stra, chu yéu 1a sira bo, duoc st dung trén khap thé gidi, 1a ngudn protein chu
yéu trong ché do an cta nguoi. Mot lit sita bo thudng chitra khoang tir 30 dén 40g
protein. Cac casein 1a thanh phdn 16n nhét (80%) cua protein, va céc beta-casein
chiém khoang 37% casein. Trong hai thap ky qua, dd c6 bang chung vé su phit trién
ctia co thé lién quan dén céc protein casein, dic biét la cic beta-casein, trong nhiéu tac
dung sinh ly hodc sinh hoc (v&i mot sb tac dung c6 lién quan dén cac réi loan vé st
khoe).

Céc beta-casein c6 thé dugce phan loai thanh thanh beta-casein typ Al va beta-
casein typ A2. Beta-casein Al va beta-casein A2 la cac beta-casein chu yéu trong sira
bo duge tidu thu béi phan 16n dan sé. Nhidu bién thé beta-casein c6 thé duge phan loai
thanh typ Al hodc typ A2 dua trén gbc axit amin & vi tri 67 cta trinh ty 209 axit amin
cla beta-casein. Beta-casein A1 khéac véi beta-casein A2 vé mot axit amin. Axit amin
histidin ndm & vi tri 67, trong khi prolin ndm & cung vi tri clia beta-casein A2. Tuy
nhién, su khéc biét vé mot axit amin nay 1 yéu t6 quan trong quyét dinh déi véi su
phan giai cac beta-casein nho enzym & rudt. Su ¢ mat cua histidin & vi tri 67 cho
phép doan protein chira bay axit amin, dugc goi la beta-casomorphin-7 (BCM-7),
dugc tao ra khi phan giai nho enzym. Do d6, BCM-7 la san pham phan giai cua beta-
casein Al. Trong truong hgp beta-casein A2, vi tri 67 bi chiém boi prolin sé& can trg
su phén cit lién két axit amin & vi tri nay. Do d6, BCM-7 khong 1a sén pham phan giai
cua beta-casein A2.

Cac bién thé beta-casein khac nhu cac bién thé B, C, F, G va Hl ciing ¢6
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histidin & vi tri 67, trong khi cac bién thé A3, D, E, H2 va I ¢6 prolin & vj tri 67 nhu
bién thé A2. Tuy nhién, chi phat hién dugc cac bién thé nay véi lugng rat thip, hodc
khong hé phat hién duoc chung trong sira tir bd ¢6 ngudn gde tir chau Au. Do do,
trong ngit canh cia sang ché nay, thuit ngit beta-casein Al ¢6 thé dung dé chi beta-
casein bét ky c6 histidin & vi tri 67, va thudt ngit beta-casein A2 ¢6 thé dung dé chi
beta-casein bat ky ¢6 prolin & vi tri 67.

BCM-7 la peptit opioit va c6 thé gan két v6i va hoat hoa cac thu thé opioit
trong khép co thé, va da duoc chung minh [a lam han ché su san sinh glutathion/chét
chéng oxy hoa dan dén lam thay doi chirc nang té bao va su biéu hién ctia gen.! BCM-
7 ¢6 kha ning ngdm qua thanh da day-rudt va di vao hé tudn hoan dé tac dong dén cic
hoat dong cua toan than va té bao qua cac thu thé opioit. Tac gia sdng ché va nhiing
ngudi khac da xac dinh dugce tir trude d6 mdi lién quan bét loi gitra viée sir dung beta-
casein Al trong sita hodc cic san pham sita va bénh dai thio duong typ L2 bénh tim
mach vanh,’ céc rdi loan than kinh,* bénh viém rudt,’ cac triéu chirng cua tinh trang
khong dung nap lactoza,® sy diéu hoa nong do glucoza trong méu,’ chirc ndng nhén
thtre,® va khu hé vi sinh vat duong rudt.’

Toan b nhitng phat hién duge béo cao nay déu lién quan dén su anh huong
ciia BCM-7, hodc céc bién thé beta-casein san sinh ra BCM-7 khi phan giai, dbi véi
cac dic diém hanh vi cua cac dbi tuong miac bénh hoic tinh trang bénh duoc chan
do4n 1am sang. Cac phat hién nay khong lién quan dén céc dbi twong khoe manh.
Ngoai ra, da biét 6 rang két qua cua cac nghién ctru dua trén thit nghiém nudi cy té
bao chic chén khong thé ngoai suy thanh céc két qua 1am sang hodc in vivo do ¢
nhiéu bién sé lién quan dén sy san sinh, van chuyén va chuyén héa BCM-7 lam anh
hudng dén su tiép xtic véi md va do do la dap tng sinh hoc. Vi du, da biét rang nong
do clia cac opioit va ai luc ctia ching véi cac thu thé opioit 1a yéu t6 quan trong dbi
v6i su dap img cua té bao.

Ngay cang c6 nhiéu bang chimg khoa hoc vé mdi lién quan gifta cac bién thé
beta-casein v6i tic dung phu cua viée st dung sita va cac san pham sita dan dén tam
quan trong cua viéc ¢6 thé phén tich chinh x4c va tin cdy d6i v&i sita va céc san pham
stta vé su ¢ mat ctia bién thé beta-casein, cu thé 1a beta-casein A1 va cac bién thé lién
quan cuia no co6 histidin & vi tri 67 cua trinh tu axit amin.

Viéce xac dinh tong ham luong clia beta-casein trong sita bo 1a twong a6i dé
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dang. Phuwong phap phd bién nhét bao gdm budc tich cic protein nguyén ven bang
phuong phép sic ky long (liquid chromatography: LC), sau d6 phat hién bang cach st
dung thiét bi phat hién tia tor ngoai (ultraviolet detector: UV) hodc bang phuong phép
phd khéi lugng (mass spectrometry: MS). Phuong phap nay da duge Vincent va cac
dong tac gia'’ sir dung gan day dé nghién ctru sita ¢ Uc, va duoc Givens va cac dong
tac gia'! sir dung dé nghién ciru sita & Vuong Qudc Anh. Trong ca hai truong hop, cac
bién thé beta-casein chii yéu c6 thé dugc phat hién riéng r&, nhung do cac bién thé
beta-casein tinh khiét khong c6 sin trén thi truong lam chét chuin phén tich, chung
khong thé duoc dinh luong riéng biét. Ngoai ra, ca hai phuong phap déu can sir dung
phd ké khéi c6 do phéan giai cao, va ca hai phuong phap nay déu khong di do nhay dé
phan biét lvong vi lugng cua bién thé beta-casein Al khi c6 mat bién thé beta-casein
A2 véi lugng [6n.

Phuong phap khac bao gdom budc phin giai cic protein sita va dinh lugng
peptit tao thanh. Phuong phép nay dugc Lutter va céac ddng tac gia'? chon da sir dung
trypsin dé phan giai nhiéu loai thuc pham dé xac dinh nong do cua cdc protein sita chu
yéu. Cac mdu duoc phan tich bang phuong phap LC-MS/MS bang cach st dung su
hiéu chinh chat ndi. Trong khi phuong phap nay c6 do dic hiéu va do nhay cao hon so
v6i cac phuong phép str dung protein nguyén ven, phuong phéap nay van khong c6 kha
nang quan trong dé phan biét cac bién thé beta-casein.

Trong khi cac phuong phép da cong bd trén ddy c6 thé thich hop dé phan tich
sita tuoi, khong c6 phuong phap nao dap tng duogc tit ca cic yéu cdu phan tich can
thiét ddi vai cac san phém stra chtra mot bién thé hién dai. Piéu nay ddc biét ding dbi
vGi cac san pham nhu sira tiét traing (UHT) hodc sita cong thirc dung cho tré em, ma
trong d6 co thé ¢6 su cai bién déng ké cua protein trong qué trinh ché bién. Trong qua
trinh phén tich, céc casein trong cac chat nén nay c6 thé khong c6 tac dung theo cich
gidng nhu céc casein ‘kiéu dai’ tir sira tuoi, va cac quy trinh phan tich cling phai dugc
lam thich tng theo chit nén. Vi du, viéc phén tich céc beta casein nguyén ven tir cac
mau sita tuoi nguyén chét bang cach sir dung phuong phdp LC-UV tao ra cac dinh
riéng biét ctia mdi bién thé beta casein thich hop cho ca viéc phan tich dinh tinh va
dinh luong, do chung c6 thé dugc nhan biét va lay tich phan dé dang. Trai lai, quy
trinh tuwong tu duoc ap dung véi sita cong thic dung cho tré em tao ra cac dinh rong

ma khong bi phéan giai véi nhau va khong thich hop cho viéc phén tich dinh tinh hoédc
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dinh luvong.

Céac phuong phép phén tich st dung su phén giai bang cic enzym phan giai
protein ciling c6 thé gip phai van dé can tré viéc st dung ching trong qua trinh phén
tich beta casein. Proteaza dugc st dung rong rai nhét 1a trypsin, khi chit nay duoc cho
tiép xuc véi beta casein, s& tao ra peptit mach dai chira 48 gbc. Chidu dai dang ké cua
peptit ndy lam cho né d& bi cai bién nhidu 1dn, din dén lam thay ddi khdi lugng, diéu
nay lai 1am phtc tap dang ké d6i vé6i viée phat hién bang cach st dung phuong phap
phé khéi lugng. Ngoai ra, chidu dai nay lam cho kho téng hop peptit nay dé sir dung
lam chat chudn phan tich, va do d6 1am cho phuwong phap phén giai trén co sé trypsin
khong thich hop dé phén tich dinh luong beta casein trong mot s6 san pham sita. Vi

thé, can str dung céc enzym thay thé dé phan tich beta casein.

Bén chét k§ thuét caa sing ché

Tac gia sang ché da phat trién phuong phap dinh luong tuyét doi cac bién thé
beta-casein Al va beta-casein A2 trong sifa va cac san pham sita & cap do lién quan vé
mat thuong mai.

Do d6, muc dich cia sang ché la d& xuét phuong phap phén tich cac bién thé
beta-casein trong sita dong vat cac san phidm c6 ngudn gde tir sita dong vat, hodc it
nhét 14 tao ra giai phap thay thé hitu ich cho cac phuong phap hién nay.

Theo khia canh tht nhét, sang ché dé xudt phuong phap xac dinh lugng bién
thé beta-casein typ Al hodc bién thé beta-casein typ A2 trong ché pham v&i do chinh
xéc cao hon 80%, trong d6 cac bién thé beta-casein typ Al 1a bién thé beta-casein c6
histidin & vi tri 67 cla trinh tu axit amin beta-casein va cac bién thé beta-casein typ
A2 1a bién thé beta-casein c6 prolin & vi tri 67 cua trinh ty axit amin beta-casein, va
trong d6 ché phdm nay 1a sira hodc san pham dugc ché bién tir sita, bao gdbm cac budc:

(i) cho ché pham tiép xtc v&i chymotrypsin trong céc diéu kién cho phép phan

giai beta-casein trong ché pham nay bing chymotrypsin;

(ii) thu duoc dung dich nudce chira céc peptit phdn giai beta-casein;

(iii) xac dinh nong do cua:

a) hai hodc nhiéu peptit phan giai beta-casein c6 mét trong dung dich nay,
trong d6 mdi peptit chua tir 8 dén 20 gbe axit amin va co histidin ¢ vi

tri twong ung véi vi tri 67 cua trinh tu axit amin beta-casein; va
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b) hai hodc nhiéu peptit phan giai beta-casein c6 mat trong dung dich nay,
trong d6 mdi peptit chta tir 8 dén 20 gdc axit amin va c6 prolin & vi tri
tuong Urng vdi vi tri 67 cua trinh tu axit amin beta-casein;

bang cach phan tich hdn hop st dung phwong phap sic ky 16ng-phd khbi;

va

(iv) tinh todn ndng do cia bién thé beta-casein typ Al trong ché pham hoic

ndng do cla cac bién thé beta-casein typ A2 trong ché pham bang cach sir

dung ndng do cua cac peptit phan giai beta-casein xac dinh dugc trong

budc (iii).

Theo mot s6 phuong an ciia sang ché, cac bién thé beta-casein typ Al chira mot

“hodc nhiéu thanh phan bét ky trong s beta-casein Al, beta-casein B, beta-casein C,
beta-casein F, beta casein G va beta-casein H1. Vi du, cac bién thé beta-casein typ Al
c6 thé chi chira beta-casein Al.

Theo mét sd phuong an clia sang ché, cac bién thé beta-casein typ A2 chira mot
hodc nhiéu thanh phin bat ky trong s beta-casein A2, beta-casein A3, beta-casein D,
beta-casein E, beta-casein H2 va beta-casein 1. Vi du, cdc bién thé beta-casein typ A2
c6 thé chi chira beta-casein A2. |

Theo mét s6 phuong an, cac bién thé beta-casein typ Al chi chira beta-casein
Al va cac bién thé beta-casein typ A2 chi chua beta-casein A2.

Theo mét sé phuong an cua sang ché, ndng do cua ba hoic bbn peptit phan giai
beta-casein c6 histidin ¢ vi tri twong Gng voi vi tri 67 cua trinh ty axit amin beta-
casein dugc xac dinh. Theo mot sb phuong an, trong d6 sita nay la stra bo, cac peptit
phan giai Dbeta-casein dugc chon tu nhom bao gdbm VYPFPGPIHN,
SLVYPFPGPIHN, VYPFPGPIHNSLPQ, va SLVYPFPGPIHNSLPQ.

Theo mét sé phuong 4n ctia sang ché nong do cua ba hodc bbn peptit phan giai
beta-casein co prolin & vi tri tuong ing voi vi tri 67 cia trinh tu axit amin beta-casein
duoc xac dinh. Theo mot s phuong an, trong do sita nay la sita bo, cac peptit phan
giai beta-casein dugc chon tr nhom bao gdm VYPFPGPIPN, SLVYPFPGPIPN,
VYPFPGPIPNSLPQ, va SLVYPFPGPIPNSLPQ.

Theo mot sé phuong an cua sang ché, hdn hop duoc phéan tich bang céch str
dung phuong phép sic ky 16ng-phd khdi chira cac peptit dugce danh ddu bang dong vi

twong Gmg véi moi peptit trong sd cac peptit tir muc a) va b). Cac peptit dugc danh
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diu bang dong vi co6 thé dwoc bd sung vao ché phim trudc khi xir ly bang
chymotrypsin trong bude (i) hodc sau khi xir Iy bing chymotrypsin trong budrc (i).
Theo mot s6 phuong an ctia sang ché trong do sita nay 1a sita bo, cac peptit

duoc danh déu bang dong vi co thé twong ng véi cac peptit phan giai nhu sau:

Peptit phan giai Peptit dugc danh dau bang dong vi
VYPFPGPIHN (*V)YPFPGPIHN
SLVYPFPGPIHN SL(*V)YPFPGPIHN
VYPFPGPIHNSLPQ VYPFPGPIHNS(*L)PQ
SLVYPFPGPIHNSLPQ SL(*V)YPFPGPIHNSLPQ

Theo mot sO phuong an cua sang ché trong do sita nay la sita bo, cac peptit

duoc danh déu bang dong vi co thé tuong tmg véi cc peptit phan giai nhu sau:

Peptit phan giai Peptit dugc danh d4u bang dong vi
VYPFPGPIPN (*V)YPFPGPIPN
SLVYPFPGPIPN SL(*V)YPFPGPIPN
VYPFPGPIPNSLPQ VYPFPGPIPNS(*L)PQ
SLVYPFPGPIPNSLPQ SL(*V)YPFPGPIPNSLPQ

Theo mot s& phuong an cua sang ché trong d6 sita nay 1a sita bo, nong do cua
cac peptit sau day xac dinh duoc trong budce (iii): VYPFPGPIHN, SLVYPFPGPIHN,
VYPFPGPIHNSLPQ, SLVYPFPGPIHNSLPQ, VYPFPGPIPN, SLVYPFPGPIPN,
VYPFPGPIPNSLPQ, va SLVYPFPGPIPNSLPQ.

Theo mdt sb phuong 4n cua sang ché, lugng bién thé beta-casein typ Al va
bién thé beta-casein typ A2 trong ché phdm duoc xic dinh véi do chinh xac cao hon
90%, cao hon 95%, hoac cao hon 99%.

Theo mot sé phuong an cua sang ché, ché pham 14 sita bo hodc san pham sira
duoc ché bién tur sita bo.

Theo mot s& phuong an cla sang ché, sita nay la sita twoi, sita tuoi nguyén
chét, sira bot, sita léng dwgc hoan nguyén tur sita bot, sita da tach kem, stra da lam
déng nhét, stta dic c6 duong, stra ¢6 dic, stta dugc tao huong vi, stta UHT, sira thanh
trung, hodc stta khong thanh trung. Theo mot s6 phuong 4n cua séng ché, san phdm
sta 1a sta cong thirc dung cho tré em, kem, sita chua, pho mét tuoi, pho mat, bo hodc

kem an.

6/27
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Mo ta viin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién ty 1é ctia cic beta-casein typ Al trong loat cac chat chuan 1a stra
twong ddi duoc phan tich bang cach st dung phuong phap ciia sang ché, ciing nhu
phuong phap phan tich HPLC nguyén ven.

Fig.2 thé hién lugng beta-casein trong loat cac mau sita va san phém stra khi
duoc xdc dinh bang phuong phép cta sang ché, so véi ham lugng beta-casein theo ly

thuyét duoc xac dinh tir ham lwong protein ciia cac mau.

MG ta chi tiét sang ché
Cdc dinh nghta

Thuat nglt “beta-casomorphin-7"" hodc “BCM-7" dé chi manh protein Tyr-Pro-
Phe-Pro-Gly-Pro-Ile, heptapeptit dugc tao ra khi phéﬁ giai cac bién thé beta-casein
ctia bo nho enzym, chat nay c6 histidin, chir khong phai prolin, ¢ vi trf 67 cla trinh ty
axit amin.

Thuét ngit “bién thé beta-casein typ A1” dé chi bién thé beta-casein bat ky ¢6
géc histidin ¢ vi tri 67 cuta trinh tu axit amin cia no, va bao gém mot hoac nhiéu thanh
phén bét ky trong sd beta-casein Al, beta-casein B, beta-casein C, beta-casein F, va
beta-casein G.

Thuét ngit “bién thé beta-casein typ A2” dé chi bién thé beta-casein bat ky ¢6
gbe prolin ¢ vi tri 67 cia trinh tu axit amin ctia nd, va bao gdm beta-casein A2, beta-
casein A3, beta-casein D, beta-casein E, beta-casein H1, beta-casein H2 va beta-casein
L.

Thuat ngit “vi tri 67" cla trinh ty axit amin beta-casein c6 nghia la vi tri 6 67
tinh tir cac gbe axit amin cia trinh tu nay tir dau tan cung N ctia beta-casein (sau khi
loai bo peptit tin hidu). | |

Thuét ngir “AQ”, ddi khi duoc goi 1a “AQUA”, c6 nghia la “dinh lugng tuyét
d6i” va thé hién rang phuwong phap clia sang ché c6 thé duoc sir dung dé xé4c dinh
néng do tuyét ddi cua céc beta-casein dudi dang ty I€ trong mau (vi du, ty 1é theo khéi
luong), trai ngugc voi cac phuong phap khac khong xac dinh ndng do tuyét ddi, ma
xac dinh ty 1€ cua céac beta-casein so véi thanh phén khac trong mau, hodc ty 1é cua

mot bién thé cua beta-casein so vdi bién thé khac.



51563 8127

Trong toan bo ban md ta nay, trir khi ¢6 luu ¥ cu thé theo cach khac hodc ngir
canh yéu cau theo cach khac, su vién dan dén mot budce, thanh phén cta chat, nhom
cac budc hodc nhom cac thanh phﬁn clia chat s& bao g61n mot hodc nhiéu (nghia la
mot hodc nhiéu hon mot) budc, thanh phﬁn cua chat, cac nhém cla cac budc hoac
nhém céc thanh phin cta chit.

Du dinh réng su vién dan bét ky dén mot khoang chir sb dugc mo ta trong ban
md ta nay (vi dy, tir 1 d&én 10) ciing két hop vién din dén tat ca cac chit s6 lién quan
trong khoang nay (vi du, 1, 1,1, 2, 3, 3,9, 4, 5,6, 6,5, 7, 8, 9 va 10) va ca khoang bét
ky cta cac sb hiru ty nam trong khoang nay (vi du, tir 2 dén 8, tir 1,5 dén 5,5 va tir 3,1
dén 4.7) va do d6 tat ca cac khoang gié tri nho cua tat ca cac khoang dugc mo ta trong
ban md ta nay déu dugc boc 10 16 rang. Pay chi 1a cac vi du vé cac gia tri duge du
dinh cu thé va tit ca cac to hop ¢é thé co cua cac gia tri béng $H gifra gia tri thép nhat
va gia tri cao nhét da liét ké dugc cho 1a duoc chi rd trong ban mo ta nay theo cach
tuong tu.

Trong toan bd ban mé ta nay, tir “bao gdm”, hodc cac phuong 4n ctia nd nhu
“c6 chira” hodc “chura”, s& dugc hiéu 1a thé hién su bao gém ca yéu td, sb nguyén hodc
budc, hoac nhom cac yéu td, sb nguyén hodc budc da néu ma khong loai tru yéu td, sb
nguyén hodc bude, hodc nhom cac yéu td, sé nguyén hoic bude khac bat ky.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay sé hiéu ring sang ché duoc
mo ta trong ban md ta nay co thé c6 céc thay doi va cai bién khic véi céc thay doi va
cai bién da duoc mo ta cu thé. Can hiéu rang sang ché bao gdm tat ca cic thay doi va
cai bién nay. Sang ché cling bao gé)ln tat ca cac bude hodc diu hiéu duoc dé cap hodc
chi ra trong ban mo6 ta nay, theo cach chung hodc riéng, va td hop bat ky hodc tat ca
cac to hop hodc hai hodc nhiéu budc hodc déu hicu bét ky trong s cac bude hodc du
hiéu néu trén.

Pham vi cua sdng ché khong bi gidi han bdi cac vi du cu thé duge mo ta trong
ban mo ta nay, cac vi du nay chi nhim muc dich minh hoa. Cac san pham, ché pham
va phuong phép tuong dwong vé mit chirc nang van nam trong pham vi cua sang ché
nay.

Viéc vién dan bat ky dén cac tai liéu da biét trong ban mo ta nay khong duoc
cho 14 su thira nhan rang cac tai liéu nay la da dugc biét rong rai hodc tao ra mot phan

kién thtrc chung trong linh vuc nay.
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Phirong phdp kiém tra

Sang ché d& xuét phuong phap xac dinh luong bién thé beta-casein typ Al va
bién thé beta-casein typ A2 trong ché phdm. Piéu quan trong 1a phuong phéap nay cho
phép lugng cua hai loai bién thé beta-casein dugc xac dinh v6i d chinh xac cao hon
80%, va tham chi do chinh xéac 1én dén 100%. Mirc dd chinh xac trd nén quan trong
do yéu cdu vé sita va san phdm sita khong chira beta-casein Al (va cac bién thé lién
quan) ting lén dang ké trong thap ky trude. Nguoi tidu dung ciing nhu cdc nha san
Xudt va nha cung cap can biét lidu mot san pham co gén nhu khong chua cac bién thé
beta-casein typ Al hay khong.

Phuong phép ndy bao gdm budc phén giai cic protein beta-casein trong ché
phdm bing enzym serin proteaza chymotrypsin. Tac gia sang ché da xac dinh duoc
rang qué trinh phan giai tao ra cac peptit c¢6 thé nhan biét dac hiéu. Su c6 mat va lugng
cia mdi peptit dugc tao ra tir ché phdm c6 thé dugc xac dinh va sau d6 lugng nay
duoc st dung dé tinh toan luong theo ty 16 % cua cac bién thé beta-casein typ Al va
bién thé beta-casein typ A2 trong ché pham. Sé luong peptit (vi du, 2, 3, 4 hodc nhiéu
hon) dugc phan tich sé xac dinh mic do chinh xac. Vi dy, viéc phan tich chi hai peptit
¢6 thé dua ra quyét dinh cudi cing vé luong theo ty 1& % cua hai loai bién thé beta-
casein trong ché pham véi muc do chinh xac chi 80%. Viéc phan tich ba peptit ¢6 thé
tao ra muc do chinh xac khoang 90%, va viéc phan tich bdn peptit co thé tao ra muc
dd chinh x4c khoang 95%.

Ché pham can dugc phan tich co thé la sita tir dong vat bat ky hodc san pham
duoc ché bién tir sita dong vat. Ché pham nay ciing c6 thé 1 san pham khong phai sita
chira beta-casein thu dugc tu stta.

Stta ¢6 thé & dang sira tuoi, stra twoi nguyén chét, sita bot, sita long dugce hoan
nguyén tu stta bot, stta da tdch kem, stta da lam d6ng nhét, sira dac co dudng, sita cd
dac, stta dugc tao huwong vi, stta UHT, sita thanh trung, hodc sita khong thanh trung,
hodc dang sita khac bat ky.

Phuong phap cta sing ché 1a thich hop nhat dé phan tich sira bo va san phim
sitta b, nhung c6 thé duoc lam thich tmg dé dang déi véi sira va san pham stra tir
nhiéu loai dong vat khac nhau bao gém nguoi, curu, dé, ngua, lon, trdu, huou, va cac
dong vat ¢6 vi khac bat ky san sinh ra cic casein trong sita ctia chiing.

Ché pham ciing c6 thé 1a san pham c6 ngudn goc tr sita bét ky nhu sita cong
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thirc dung cho tré em, kem, sita chua, pho mét twoi, pho mat, bo hoac kem an.

Khi ché phém can duoc phén tich 1a sita, can chuén bi mau tdi thiéu. Tt hon 1a
lam bién tinh céc protein ¢6 mat trong mau sita, vi du, bang cach xir ly bing chit lam
bién tinh nhu guanidin hydroclorua hodc ure.

Trong truong hop cac san phém stta & dang ran hodc ban ran, viéc chuan bi
mau thuong bao gdm budc can trong lugng cia lugng san phiam da déng nhat vao
binh riéng biét va chiét cac protein casein vao dung dich véi thé tich da biét.

Su phén giai cac beta-casein trong mau bang cach st dung chymotrypsin c6 thé
duoc tién hanh trong diéu kién thich hop dé cho phép phan giai hitu hiéu. Mau nay
thuong duge U & nhiét do khoang 37°C trong vai gid trude khi lam ngimg bang chat

“phan g nhu axit formic, dé 1am bt hoat chymotrypsin.

Khi miu d3 duoc phan giai bang chymotrypsin, va chuan bi mau sau phan giai
bat ky, mét s peptit duoc danh ddu bang dong vi duge bd sung vao miu nay trudec
khi phan tich bang phuong phap LC-MS (sdc ky léong — phd khdi). Cac peptit duoc
danh dau bi‘mg déng vi duoc chon ch dua trén su xac dinh trudc do cua tac gia sang
ché rang chymotrypsin phan huy céc bién thé beta-casein typ Al dé tao ra cac peptit
phén giai:

VYPFPGPIHN, SLVYPFPGPIHN, VYPFPGPIHNSLPQ, va
SLVYPFPGPIHNSLPQ
va phan hity cac bién thé beta-casein typ A2 dé tao ra céc peptit phan giai:

VYPFPGPIPN, SLVYPFPGPIPN, VYPFPGPIPNSLPQ, va
SLVYPFPGPIPNSLPQ |
Cac peptit duoc danh ddu bang dong vi co thé 1a peptit tir nhom:

(*V)YPFPGPIHN, SL(*V)YPFPGPIHN, VYPFPGPIHNS(*L)PQ,
SL(*V)YPFPGPIHNSLPQ, (*V)YPFPGPIPN, SL(*V)YPFPGPIPN,
VYPFPGPIPNS(*L)PQ, va SL(*V)YPFPGPIPNSLPQ, trong d6 *V la gbc valin dugc
danh dau bang dong vi va *L 1a gbc leuxin duge dénh du bang ddng vi. Can hiéu
ring gde bit ky hodc nhiéu gbe axit amin cla peptit co thé dugce danh déu bang dong
vi. Tuy nhién, valin hodc leuxin dugc danh dau béng déng vi thuong dugc uu tién.

Theo mot s6 phuong 4n cua sang ché, cac peptit dugc déanh ddu bang dong vi

duoc sir dung tuong tng véi cac peptit phan giai theo Bang 1.



51563 | 11/27

Bang 1: Cac peptit phan giai va cac dang twong duong dugc danh diu bing

dong vi cua ching

Peptit phan giai Peptit duge danh déu bang dong vi
VYPFPGPIHN (*V)YPFPGPIHN
SLVYPFPGPIHN SL(*V)YPFPGPIHN
VYPFPGPIHNSLPQ VYPFPGPIHNS(*L)PQ
SLVYPFPGPIHNSLPQ SL(*V)YPFPGPIHNSLPQ
VYPFPGPIPN (*V)YPFPGPIPN
SLVYPFPGPIPN SL(*V)YPFPGPIPN
VYPFPGPIPNSLPQ VYPFPGPIPNS(*L)PQ
SLVYPFPGPIPNSLPQ SL(*V)YPFPGPIPNSLPQ

Phuong phap cua sang ché can bd sung it nhat hai peptit duge ddnh du bang
d(“)ng vi vao mau. Tuy nhién, dé d6 chinh xéac cao hon, ba, bdn peptit dugc danh dau
bang ddng vi hodc c6 thé nhidu hon dugc bd sung vao mau nay.

Phuong phap LC-MS/MS cho phép x4c dinh dé dang su c6 mit cua peptit bat
ky trong sd cac peptit phan giai dua trén thoi gian duy tri clia cac peptit va ty 1€ ion
ctiia cdc manh dugc tao ra khi dugc phén tich theo ché d6 MS/MS. Ché do nay dugc
goi theo cach khéc 1a ché do theo ddi nhiéu phan tng (multiple reaction monitoring:
MRM), hoidc ché do theo doi phan ung chon loc (selected reaction monitoring: SRM).
So sanh mirc do dap Gng ciia mdi peptit vdi peptit lam chét chudn noi duge danh du
bang dong vi c6 mit trong hdn hop va véi dudong cong chit chudn duoc vé dong thoi
cho phép xéc dinh duoc ndng do ciia mdi peptit, tir d6 ndng do cua cic bién thé beta-
casein typ Al trong ché phdm va cic bién thé beta casein typ A2 trong ché pham co

thé duoc tinh toan.

Ban ludn vé cde vi du ,

Vi du v& cac bude thir nghiém duoc thé hién dudi day. Vi du 1 thé hién quy
trinh ma céc méu ¢6 thé dugc chuin bi dé phan tich. Quy trinh nay thuong bao gém
budc chiét cac beta-casein thanh trang thai cé chira nudc, trong dé chiing ¢o6 thé duoc

giai phong nho tac dung ctia chat lam bién tinh chaotrop nhu ure, sao cho tac dung sau

11
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d6 cua chymotrypsin déi v6i mau nay hitu hiéu hon. Trong truong hop mau & dang
long nhu sita nguyén chét hoac sita UHT, quy trinh nay chi bao gom budc chuyén
phan phan udc cua mau vao binh va bd sung chat lam bién tinh. D6i v6i cac mau &
dang ran hodc ban ran, qué trinh nay bao gdm budc didu ché dung dich dugc x4c dinh
chinh x4c cta chit rin dugc hoa tan trong chét dém chiét, thuong la dung dich chét
dém. Sau do, cac mau duoc xir 1y theo cach gidng nhu d6i voi cac mau dang 16ng.

Vi du 2 mb ta budc phan giai bang chymotrypsin. Cac mau da lam bién tinh
duoc cho tiép xuc véi dung dich chira chymotrypsin trong céac diéu kién duogc kiém
sodt can than. Cac diéu kién nay thudong bao gdm chat dém dé kiém soat do pH cua
dung dich, do cac enzym phan giai protein chi c¢6 hoat tinh trong khoang do pH hep.
Céc diéu kién ciing thuong bao gdm su khudy co hoc san pham phén giai dé lam giam
hodc loai bo han ché vé su chuyén khéi, va gia nhiét dé xuc tién phan Gng. Piéu nay
dan dén su phan giai c6 kiém soat cua cac beta-casein, va cac protein khac trong chét
nén, dé tao ra tip hop céc peptit co thé dugc xéc dinh duy nhit 14 ¢6 ngudn goc tir
protein cu thé. Sau mot khoang thoi gian dinh truéc, phan tng dugc lam nging
(‘dimg’) bang cach bd sung dung dich axit dam dic trong dung mdi hitu co, dé lam
ngimg trc thi sy phan giai. Sau do, cac mau dugc ting cudong bang cach bd sung céac
peptit 1am chét chudn nodi duoc danh dau bang dong vi ma sau d6 dugc st dung aé
tinh toan nong do cua céac beta-casein.

Vi du 3 md ta qué trinh phan tich cac mau bang cach st dung phuong phép sdc
ky long vai su thiét bi phéat hién phé khéi ba t cuc. Qua trinh nay tao ra su tach cac
peptit theo khong gian va thoi gian voi nhau, ching co thé dugc dinh lugng riéng biét
bang cach cho dung mdi ria giai di qua may phan tich phd khdi duge van hanh theo
ché do theo doi nhiu phan ung, hodc quy trinh phat hién dac hiéu twong duong nhu
quy trinh theo ddi ion chon loc ¢6 dd phén giai cao. Dién tich dinh cua cdc peptit dich
duoc xac dinh bing cach 1y tich phan, ciing nhu cic chat chudn noi dugc danh déu
bang ddng vi. Sau d6, ty 16 dién tich dinh dugc sit dung dé xac dinh ndng do cua cic
peptit dich bang cach so sanh v6i duong cong chat chudn. Dé dam bao viéc céc peptit
dugc nhan biét chinh xdc, cac tidu chi kiém soat chét lwong nhu su pht hop vé thoi
gian duy tri va su phit hop vé ty 1é ion duge st dung trong qua trinh nay.

Trong vi du 4, ndng do cta cic peptit dwgc sir dung dé tinh toan ndng do cta

cac beta-casein gdc. Noi chung, thu dugc cac hé s6 chuyén doi dua trén ty 1€ cua khoi

12
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lwong peptit voi khdi lwong cia protein gbe, va duoc str dung dé chuyén doi tir nong
do peptit thanh ndng do protein. Ddi véi cac peptit dich cé trinh tu tring nhau ma sau
d6 nong do c6 thé duoc tinh téng dé thu duoc tong ham lugng beta-casein typ Al, va
tong ham lugng beta-casein typ A2, ciing nhu sb liéu thu duge tir cac gia tri nay, nhu
ty 18 clia beta-casein typ Al trong méu so v4i beta-casein toan phan.

Vi du 5 thé hién viéc ap dung phuong phap cia sang ché dé phan tich nhidu san
pham sira. Cac két qua duge so sanh va dbi chiéu véi két qua tir cac phuong phéap hién
hanh dé xac dinh ty 1& % beta-casein typ Al trong mau sita hodc san pham sira. Doi
v6i nhiéu loai chét nén, da chirng minh duoc réng néng dd cua céc beta-casein trong
mau pht hop vé6i gia tri du kién dua trén ham luong protein ghi trén nhan , va do do ty
1& ctia cac beta-casein typ Al trong mau la chinh xac. Ngoai ra, ty 1é ctia cac beta-
casein typ Al phil hop véi cac phuong phép trude day doi véi cac chat nén don gian
nhu sita hodc stta bdt, nhung tao ra su danh gia chinh xac hon dbi véi cac san phém
duoc cai bién nhiéu nhu sita cong thire dung cho tré em. Cac két qua dugc thé hién
trong Bang 6.

Cot 1 cia Bang 6 thé hién thong tin mo ta cta cac san phdm dugc phén tich.
Cot 2 thé hién ham lugng protein toan phén cua moi mau khi duoc x4c dinh béng
phuong phap phén tich nito Kjeldahl. Két qua nay c¢6 thé dugc so sanh véi ¢t 3, cot
nay thé hién ham luong protein nhu duoc ghi trén nhan ctia san pham. Noi chung, ¢o
su thdng nhét dang ké gitra hai két qua nay, didu nay cho thy rang ham lugng protein
ghi trén nhan 1a chinh xédc. Cot 4 thé hién ham lugng beta-casein theo ly thuyét cua
mdi miu, dugc x4c dinh bang cach nhén gia tri ham lugng protein ghi trén nhéan véi
0,32, 12 hé sb chuyén dbi thuong duogc chép nhén thé hién ty 1€ theo khéi luong cua
beta-casein trong san pham sita so voi ham lugng protein toan phan.

Cot 9 thé hién ham lugng beta-casein toan phan, tinh theo g/100g, 1a tong ham
lugng beta-casein typ Al va beta-casein typ A2, khi dugc xac dinh bang phuong phap
cua sang ché. Noi chung, cac két qua nay cho thay su théng nhat déng ké véi céc gia
tri trong cot 4, diéu nay cho thdy rang phuong phép theo sang ché la chinh xé4c va phu
hop véi muc dich.

Cot 10 thé hién ty 1& % clia cac beta-casein typ Al so v&i ham lugng beta-
casein toan phan, dugc tinh theo tong ham lugng beta-casein typ Al va beta-casein

typ A2. Céc két qua nay co thé dugc so sanh véi két qua trong cot 5, thé hién ty 1& %

13
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Al khi duoc x4c dinh bang phuong phap phén tich protein nguyén ven bang cach sir
dung phuong phap sic ky 1ong hidu ning cao v4i su phat hién tia cuc tim. D6i véi sira
va san pham sita khong duogc cai bién dang ké, c6 sy thong nhét dédng ké gita hai hinh
vé& nay. Tuy nhién, cé su khac biét dang ké trong truong hop cac mau sita cong thirc
dung cho tré em, do tinh chit cua qué trinh san xudt ching, la khong thich hop dé
phan tich khi con nguyén ven va tao ra nhiéu két qua khong dung. Quan sat duge xu
hudng tuong tu khi so sanh cdt 10 véi cdt 6, cdt nay thé hién ty 1€ % cua cac beta-
casein typ Al dugc xac dinh bang cach st dung phuong phip enzym nguyén thiy st
dung qua trinh phan giai mau bing trypsin v6i su hiéu chinh sau dé dua trén chat
chuén sita twong dbi duoc pha lodng theo thé tich.

Fig.1 thé hién ty 16 cua céc beta-casein typ Al trong loat cac chat chuan 1 sira
twong di duge phan tich bang cach st dung phuong phap cia sang ché, ciing nhu
phuong phap phén tich HPLC nguyén ven. Cac mau duoc tao ra bang cach pha loang
theo thé tich ddi véi sita tir hai dong vat riéng biét, mot loai dugce danh gia la kiéu gen
A1/A1 va do do tao ra sira chira beta-casein typ Al tinh khiét, va loai con lai la kiéu
gen A2/A2, do do tao ra sita chira beta-casein typ A2 tinh khiét. Su phan nhom chat
ch& cua cac diém sb liéu quanh dudng thing phu hop nhat cho thiy phuong phéap nay
1a chinh xac, nhu duoc thé hién béng hé sb twong quan (R? = 0,9996). Do dbc cua
duong thang (0,9861) duoc hiéu 1a thé hién phuong phap cia sing ché cling chinh
X4c.

Fig.2 thé hién luong beta-casein trong loat cdc miu sita va san pham sita khi
duoc x4c dinh bang phuong phap ciia sang ché, so véi ham luong beta-casein theo 1y
thuyét dugc xac dinh tr ham lugng protein cua cac mau. Sy phan nhém tdt cua cac
diém sb liéu quanh duong thing phi hop nhét cho thiy phuong phép nay 1a chinh xac,
cling duge thé hién bang hé sé twong quan (R? = 0,9075). Do dbc cua duong thing
nay (0,9075) cling thé hién phuong phap cua sang ché 1a chinh x4c.

Sang ché dugc md ta thém cung véi cac vi du sau. Cén hiéu ring sang ché

khong bi gidi han boi cac vi du nay theo cach bat ky.

Vi du thwe hién sdng ché
Vi du 1: chuin bi mau

Cdc mau dang léng — DOi v6i cac mau dang long khong nhot, vi du, sira, chat

14
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léng (40ul) duoc chuyén vao éng ly tdm c6 dung tich 2ml. Dung dich ure (120pl,
500g/1) duge bd sung dé lam bién tinh protein, va sau d6 hdn hop duoc tron 1an & toc
do 2000 vong/phut trong 5 phut.

Cdc mau dang rdn — Dbi v6i cac mau dang ran hodc miu dang 1ong nhét, mau
(5,00 £0,01g) duoc can trong lugng vao ong falcon (50ml). Dung dich amoni
bicacbonat (46,6ml, 4 g/l) dugc bd sung va hon hop duoc lac dé lam udt toan bo bot.
Sau khi u ¢ nhiét do 50°C trong 15 phat, hdn hop nay dugc lc cho dén khi dong nhat.
Trong truong hop sita cong thirc dung cho tré em, mau (100pl) duoc chuyén vao 6ng
ly tdim c6 dung tich 2ml, chit két tia casein (amoni axetat 150 g/, d0 pH = 4.2,
1000pul) duge bd sung va hdn hop nay dugc tron 1an & tde do6 2000 vong/phit trong 5
phat va sau do duge ly tdm véi luc ly tim twong d6i (RCF) 5000 trong 5 phut. Sau khi
lang gan dich ndi bé mat, chat két tua casein (1000p]) duge bo sung vao vién von dang
ran va hon hop dugc tron 1an & toe do 2000 vong/phut va sau do duge ly tam voi luc
5000 RPM trong 5 phut truge khi ling gan dich ndi bé mat. Nuge (1000ul) duge bo
sung vao vién von dang ran, budc trén 1an va ly tam duogc ldp lai va dich ndi bé mat
duoc lang gan. Dun‘g dich ure (120pl, 500 g/I) dugc bd sung dé lam bién tinh protein,

va sau d6 hdn hop duoc tron 13n véi tde dd 2000 trong 5 phut.

Vi du 2: sy phan giai bang chymotrypsin

Dung dich chymotrypsin (1000ul) dugce bd sung vao mau dugc chuén bi theo
Vi du 1. Hon hop nay duoc t & nhiét dd 37°C trong 8 gid trong khi lic véi tde do 200
vong/phut. Dung dich lam ngung phan Gng (120ul, dung dich axit formic 500 g/l)
duoc bd sung va hdn hop duoc tron 1an ¢ toe do 2000 vong/phut trong 5 phut va duge
ly tim voi lue 10000 RCF trong 10 phut. Mau (980ul) dugce chuyén viao lo LC, dung
dich chta chét chuén peptit dugc danh déu bang dong vi (20ul) duge thém vao, va
hdn hop duge xoay tron trong 10 gidy. Dung dich chira chét chudn peptit dugc dénh
dau (Biomatik, san phém dat hang, >95,0%) dugc didu ché béng cach can trong lugng
cia mdi peptit (2,00 £0,10mg) trong Bang 1 vao 6ng ly tim polyetylen dung tich 2ml.
Céc peptit dugc hoa tan bang cach cho thém axetonitril 20% chira axit formic 0,1%.
Thé tich duoc diéu chinh dé thu dugc nf“)ng do béng 1.000,0 mg/1. Vi du, néu chi can
trong luong 1,90mg, thi 1,90ml dung dich dugc thém vao. Chét chuén peptit da dénh

dau ctia Bang 2 tuong tng véi cac peptit dich ctia Bang 3.
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Bang 2: Chat chuan peptit duoc danh ddu bang dong vi
Peptit Trinh tu Cong thic Ion [M+H]"
(m/z)
AIC-VN(10)-H (*V)YPFPGPIHN [1Cs,1°N1]-Cs1H77N 11013 1146,32
A1C-SN(12)-H  SL(*V)YPFPGPIHN [3Cs,'3N1]-CooHo3N 14016 1346,56
A1C-VQ(14)-H VYPFPGPIHNS(*L)PQ [3Cs,"N1]-CgoHi10sN 17019 1572,81
A1C-SQ(16)-H  SL(*V)YPFPGPIHNSLPQ  [3Cs,'"Ni]-C79H124N 1902, 1772,16
A2C-VN(10)-H  (¥*V)YPFPGPIPN [3Cs,'5 N} ]-CsoH77N 19013 1106.,29
A2C-SN(12)-H  SL(*V)YPFPGPIPN [3Cs," N1 ]-CsoHo3N12016 1306.,53
A2C-VQ(14)-H  VYPFPGPIPNS(*L)PQ [3Co,"*N1]-CogH 108N 15019 1532,78
A2C-SQ(16)-H  SL(*V)YPFPGPIPNSLPQ  [3Cs,""N]-C7sH 124N 17022 1732,02
Bang 3: cac peptit dich
Peptit Trinh tu Cong thirc Ton [M+H]*
(m/z)

A1C-VN(10)  VYPFPGPIHN CseH77N13013 1140,28

A1C-SN(12)  SLVYPFPGPIHN CosHosN 15016 1340,65

A1C-VQ(14)  VYPFPGPIHNSLPQ C75sHi0sN15019 1565,81

A1C-SQ(16)  SLVYPFPGPIHNSLPQ CsaH124N20022 1766,16

A2C-VN(10)  VYPFPGPIPN CssH77N11O13 1100,39

A2C-SN(12)  SLVYPFPGPIPN CesHosN 13016 1300,62

A2C-VQ(14)  VYPFPGPIPNSLPQ C74Hi0sN16019 1525,78

A2C-SQ(16)  SLVYPFPGPIPNSLPQ Cs3H124N13022 1726,13

Vi du 3: Phan tich bang phuong phap LC-MS/MS

Cac mau (1pl) dugc bom vao cot Waters Xselect HSS T3 C18 (2,5um x 2,1mm
x 50mm) duoc gin vdi thiét bi Phenomenex KrudCatcher bang cach sir dung hé thong
LC Thermo Vanquish. Cac thong so tach dugc tom tat trong Bang 4. Tém lai, gradien
duogc thuc hién tu axetonitril 20% dén axetonitril 40% dé tach cac peptit dich, trong
cac thoi diém ma dung méi rira giai duoc cho di qua phd ké khoi dé phat hién. Sau do,

cot duoe rira bang dong chay tang tde trude khi bit ddu bom mau tiép theo. Trong thoi
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gian rira nay, cac thanh phan khong mong mudn dugc chuyén hudng vao nudc that, va

tat qua trinh thu thap sb liéu.

Bang 4: thong s6 gradien va thong sb thu thap dugc chon

Thoi o 0 %B  Dong MWy hap MS
gian hudng

0,0 80 20 0,5 1-6 Tat

0,5 80 20 0,5 1-2 Bat

4,0 60 40 0,5 1-2 Tét

4,5 0 100 0,8 1-6 Tat

6.0 0 100 0,8 1-6 Tét

6.5 80 20 0,8 1-6 Tat

7.5 80 20 0,5 1-6 Tat

8,0 80 20 0,5 1-6 Tat

Qué trinh thu thap sb liéu phd khdi duoc thuc hién bang cach st dung pho ké
khdi Thermo TSQ Altis, van hanh & ché d6 MRM ion vi tri. Mdi peptit ¢6 ca su

chuyén ddi bd dinh lugng va bo dinh tinh, tao ra téng cong 32 ché d6 MRM. Tét ca

cac ché do nay dugc theo doi lién tuc trong qua trinh thu thap s6 liéu ma khong can su

dung viéc 1ap chuong trinh. Thoi gian dimg duoc thiét 1ap dén 10 ms, do phan gidi Q1
va Q3 duoc thiét 1ap dén 2 Da, va ap luc khi CID dugc thiét 1ap dén 2 mTorr (0,27Pa).

Phan liét ké vé su chuyén ddi va céc thong s6 lién quan dugc thé hién trong Bang 5.

Bang 5: S6 lidu MRM cua phuong phép theo ddi mudi sau peptit dich

Ky hiéu Su chuyén d6i  Sir dung CE (V) RE (V)
A1C-VN(10) 571,2 = 440,1  BO dinh luong 16 60
571,2 = 634,3  B6 dinh tinh 22 60
A1C-SN(12) 671,2 — 878,6 B0 dinh lugng 21 60
671,2 = 300,2  Bo dinh tinh 22 60
A1C-VQ(14) 783,9 = 2444 BO dinh lugng 27 70
783,9 = 652,5 B dinh tinh 22 70
A1C-SQ(16) 883,5 — 244,4  BO dinh luong 28 70
883,5 — 1523,1 BO dinh tinh 25 70
A1C-VN(10)-H  574,2 = 440.1  BO dinh lugng 16 60
574,2 = 634,3  BO dinh tinh 22 60
A1C-SN(12)-H  674,3 — 878,6  BO dinh lugng 21 60
674,3 = 306,2 B dinh tinh 22 60
A1C-VQ(14)-H 7874 = 2444 B dinh luong 27 70
787,4 = 656,0 B0 dinh tinh 22 70
A1C-SQ(16)-H  886,8 = 2444 B9 dinh lugng 28 70
886,8 = 1523,1 BO dinh tinh 25 70
A2C-VN(10) 1100,6 = 594,3 B dinh lugng 39 60
1100,6 — 838,4 B dinh tinh 37 60

17
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A2C-SN(12) 1300,7 = 594,4 Bo dinh luong 42 60
1300,7 — 8384 B6 dinh tinh 42 60
A2C-VQ(14) 763,4 — 2442 B dinh luong 20 70
763,4 = 655,4 B dinh tinh 19 70
A2C-SQ(16) 863,5 = 244,2 B0 dinh luong 24 70
863,5 = 655,3 B0 dinh tinh 20 70
A2C-VN(10)-H  1107,0 = 5943 B9 dinh lugng 39 60
1107,0 — 8384 B¢ dinh tinh 37 60
A2C-SN(12)-H  1307,1 = 594.4 B9 dinh luong 42 60
1307,1 = 838,4 B dinh tinh 42 60
A2C-VQ(14)-H 7674 = 2442 B dinh luong 20 70
767.4 = 662,4 B dinh tinh 19 70
A2C-SQ(16)-H  867,0 = 2442 B dinh luong 24 70
867,0 = 6553  Bo dinh tinh 20 70

Vi du 4: Xac dinh ndng do cta bién thé beta-casein typ Al va bién thé beta-casein typ
A2

Céc phép tinh duge thuc hién ty dong bang cach st dung bang tinh dién tr ky
thuat sb da duoc thiét ké sdn, mac du chung co thé dugc thuc hién béng tay. Néng do
cla cac bién thé beta-casein Al duoc tinh toan bing cach cong két qua nong do cla
mdi peptit 1a thuong s6 ctia khdi lugng protein gde va khoi luong peptit, sau d6 nhan
v6i hé s6 chudn bi:

il / o 7 -
Mwy s % f  Mwa_gey

Casgen = r l Care—vwitel X T , )+  Carcosarpny X . — |
Mwy e vt W o sl J

4 ﬁ“-ﬂ T ; 1.!" ¥
A o oMWy _gon " l" My sow W .
b Careovpus X3 | 1 Carpovprs X o ) X

5 Hwae voria/ A MW 10 _sgiiel

Phép tinh tuong tu duoc st dung dé tinh todn ndng do ctia bién thé beta-casein

A2, nhung vai khéi lugng duoc diéu chinh twong tng:

f ( MW o gy | Mwya_gew V?'l
Pl ; Le P S
Caz-gca Ii L Cazeorrwizos X T ‘ Cazeovmrpizy ¥ i )
Y MW amre _pmpiie / / \ MWane _aniizi/
Py = P )
!l" "L"IH'.;‘ _-D‘r\ ! I! R ‘.i'if"_;hz_js‘»gy [ -
T Cazemvgraan ¥ 3 ,I i Cazcmsgure X 2o — || xF
i MW ne _ypizai " HWgme _wplasid )

Hé s06 chuan bi P duoc tinh toan nhu sau:

E P tA
P= —x—x—
My Wy Vg

trong d6 vi 1a thé tich cudi cia san pham sau khi chiét, mi la khoi lugng ctua

san pham duoc can trong luong, v 1a thé tich trong dng phan gidi sau khi lam ngung,

18



51563 19/27

V3 1a thé tich cua chét chiét duoc bd sung vao dng phéan giai, Vi la thé tich cudi trong
éng LC, va Vs 1a thé tich cta san phidm phan giai duoc chuyén vao dng LC.
Nong do beta-casein toan phan duge tinh todn bang céch cong tong nong do

cua hai chat da hinh:

_ 3
Crocaigen = Cargen + Cazgen

Ty 1& % cua bién thé beta-casein Al trong san phiam dugc tinh toan bang céach
chia ndng do bién thé beta-casein Al cho téng nong do cia cac bién thé beta-casein
Al va A2:

C.-i LECH

AL x 100%

Cﬁi;‘?’m’ + C:ué*r;\-'

Vi du 5: Phan tich sita va san pham sita

Cac mau sita tuoi, sita bot, sita cong thirc dung cho tré em va sita UHT khac
nhau dugc th nghiém theo phuong phép duge thé hién trong cc vi du tir 1 dén 4.
Loat cac chit chuén sita cling duoc chuan bi va thtr nghiém. Céc két qua duoc thé hién
trong Béang 4, trong d6 cac két qua duge xac dinh theo phuong phdp cia sang ché

duroc so sanh voi cac phuong phap khac dé xac dinh ham lugng beta-casein.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap xac dinh luong bién thé beta-casein typ Al hoic bién thé beta-casein
typ A2 trong ché phdm vé6i d6 chinh xac cao hon 80%, trong d6 cic bién thé beta-
casein typ Al la bién thé beta-casein c6 histidin & vi tri 67 cta trinh tu axit amin beta-
casein va céc bién thé beta-casein typ A2 1a bién thé beta-casein c6 prolin & vi tri 67
cla trinh tu axit amin beta-casein, va trong do ché phém nay la stta hodc san phém
duoc ché bién tur stra, bao gém cac budc:
(i) cho ché phdm tiép xtic voi chymotrypsin trong céc diéu kién cho phép phan
giai cic beta-casein trong ché pham nay bang chymotrypsin;
(i1) thu dugc dung dich nudc chira cac peptit phéan giai beta-casein;
(iii) x4c dinh ndng d6 cia:
a) hai hodc nhiéu peptit phan giai beta-casein c6 mit trong dung dich nay,
trdng d6 mdi peptit chira tir 8 dén 20 gdc axit amin va c6 histidin & vi
tri trong Gng voi vi tri 67 cla trinh tu axit amin beta-casein; va
b) hai hodc nhiéu peptit phan giai beta-casein c6 mit trong dung dich nay,
trong d6 mdi peptit chira tir 8 dén 20 gdc axit amin va c6 prolin & vi tri
tuwong tng vaGi vi tri 67 cua trinh ty axit amin beta-casein;
bang cach phan tich hdn hop sir dung phwong phéap sac ky long-phd khoi;
va
(iv) tinh toan ndng do cta cac bién thé beta-casein typ Al trong ché pham hoic
ndng do cua cac bién thé beta-casein typ A2 trong ché phdm bang céch sir
dung nbéng do ciia cac peptit phan gidi beta-casein xac dinh dugc trong

buse (iii).

2. Phuong phap nhu dugc néu trong diém 1, trong d6 cac bién thé beta-casein typ Al
chira mot hodc nhidu thanh phan bt ky trong sé beta-casein Al, beta-casein B, beta-

casein C, beta-casein F va beta-casein G.

3. Phuong phap nhu dugc néu trong diém 1 hoic 2, trong d6 céc bién thé beta-casein

typ Al chi chtra beta-casein Al.
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4. Phuong phap nhu duoc néu trong diém bét ky trong s6 cac diém tix 1 dén 3, trong
do cac bién thé beta-casein typ A2 chira mot hodc nhiéu thanh phan bt ky trong s6
beta-casein A2, beta-casein A3, beta-casein D, beta-casein E, beta-casein H1, beta-

casein H2 va beta-casein I.

5. Phwong phap nhu duoc néu trong diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong

d6 cac bién thé beta-casein typ A2 chi chira beta-casein A2.

6. Phwong phap nhu duoc néu trong diém bit ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong
d6 céc bién thé beta-casein typ Al chi chtra beta-casein Al va cac bién thé beta-casein

typ A2 chi chtra beta-casein A2.

7. Phwong phap nhu duoc néu trong diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong
do ndng do cuia ba hodc bdn peptit phan giai beta-casein ¢ histidin ¢ vi tri twong Gmg

véi vi tri 67 cla trinh tu axit amin beta-casein dugc xac dinh.

8. Phuong phap nhu duge néu trong diém 7, trong dé sita nay Ia sita bo va céc peptit
phan giai beta-casein dugc chon tir nhém bao gém:

(i) VYPFPGPIHN;

(ii)) SLVYPFPGPIHN;

(ii1) VYPFPGPIHNSLPQ; va

(iv) SLVYPFPGPIHNSLPQ.

9. Phwong phap nhu duoc néu trong diém bat ky trong s6 cac diém tur 1 dén 6, trong
d6 ndng dd cua ba hodc bdn peptit phan giai beta-casein c6 prolin & vi tri twong ng

voi vi tri 67 cua trinh tu axit amin beta-casein dugc xac dinh.

10. Phuong phdp nhu dugc néu trong diém 8, trong d6 sita nay la sita bo va cac
peptit phan giai beta-casein dugc chon tir nhdm bao gom:

(i) VYPFPGPIPN;

(ii)) SLVYPFPGPIPN;

(iii)) VYPFPGPIPNSLPQ; va

(iv) SLVYPFPGPIPNSLPQ.
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11. Phuong phap nhu dugc néu trong diém bat ky trong sb cac diém tr 1 dén 10,
trong d6 hdn hop dugc phén tich bang cach st dung phuong phap sic ky 16ng-phd
khéi chira cac peptit duge danh ddu bang ddng vi twong tng véi mdi peptit trong s6

cac peptit tr muc a) va b) cua budc (iii).

12. Phuong phap nhu dugc néu trong diém 11, trong d6 cac peptit duge danh dau

bang dong vi tuong ing voi cac peptit phan giai nhu sau:

peptit phan giai - peptit duoc danh dau bang dong vi
VYPFPGPIHN (*V)YPFPGPIHN
SLVYPFPGPIHN SL(*V)YPFPGPIHN
VYPFPGPIHNSLPQ VYPFPGPIHNS(*L)PQ
SLVYPFPGPIHNSLPQ SL(*V)YPFPGPIHNSLPQ

13. Phuong phap nhu duoc néu trong diém 11, trong d6 céc peptit dugc danh dau

bang ddng vi tuong Gmg vai cac peptit phan giai nhu sau:

peptit phan giai peptit duoc danh dau bang dong vi
VYPFPGPIPN (*V)YPFPGPIPN
SLVYPFPGPIPN SL(*V)YPFPGPIPN
VYPFPGPIPNSLPQ VYPFPGPIPNS(*L)PQ
SLVYPFPGPIPNSLPQ SL(*V)YPFPGPIPNSLPQ

14. Phuong phap nhu duoc néu trong diém 1, trong d6 sita ndy la sita bo va nong do
cua cac peptit sau day xac dinh dugc trong budce (iii):

(i) VYPFPGPIHN;

(i1) SLVYPFPGPIHN;

(ii1) VYPFPGPIHNSLPQ;

(iv) SLVYPFPGPIHNSLPQ;

(v) VYPFPGPIPN;

(vi) SLVYPFPGPIPN;

(vi))VYPFPGPIPNSLPQ; va

(viii) SLVYPFPGPIPNSLPQ.
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15. Phuong phéap nhu dugc néu trong didm bét ky trong sé cac diém tir 1 dén 14,
trong d6 lugng bién thé beta-casein typ Al va bién thé beta-casein typ A2 trong ché

phém dugc xac dinh vdi do chinh xac cao hon 90%.

16. Phuong phap nhu dugce néu trong diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 15,
trong d6 luong bién thé beta-casein typ Al va bién thé beta-casein typ A2 trong ché

phém dugc xac dinh vdi do chinh xac cao hon 95%.

17. Phuong phap nhu dugc néu trong diém bat ki trong s6 céc diém tir 1 dén 16, trong
d6 luong bién thé beta-casein typ Al va bién thé beta-casein typ A2 trong ché pham

duoc xac dinh vai do chinh xac cao hon 99%.

18. Phuong phép nhu dugc néu trong diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 17,

trong d6 ché pham la stra bo hodc san pham sita dugce che bien tur sita bo.

19. Phuong phap nhu dugc néu trong diém 18, trong d6 stta nay la sita tuoi, stta tuoi
nguyén chat, sita bot, stta 1ong dugc hoan nguyén tir stta bot, stra da tach kem, sira da
lam dong nhat, stta dac cd duong, stta co ddc, sira duge tao huong vi, sita ti€t trung

(UTH), sita thanh trung, hodc stta khong thanh trung.

20. Phuong phép nhu duogc néu trong diém 18, trong d6 san pham sira la sita cong

thire dung cho tré em, kem, sita chua, pho mat tuoi, pho méat, bo hodc kem an.
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Fig.1

Chét chuan twong déi — Pinh lwong tuyét déi (AQ) so véi thue té
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