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(57) Sang ché néi chung dé cp protein dau lupin, va cu thé hon dé cap dén viée cai
bién protein dau lupin dé cai thién viée str dung né 1am nguyén liéu protein, vi dy trong
ché bién thic phim. Séng ché dé xuit phwong phap tao ra nguyén liéu protein chira
protein ddu lupin da dugc cai bién c¢6 do 6n dinh nhiét gidm so véi protein déu lupin
chua duoc cai bién, phuong phap nay bao g0m tao ra dung dich protein dau lupin, cho
séng siéu am di qua dung dich protein dau lupin theo cach dé tao thanh protein dau
lupin duoc cai bién va thu hdi protein du lupin duoc cai bién. Sang ché cling dé xuat
nguyén liéu protein chira protein dau lupin da duge cai bién, protein dau lupin duoc
cai bién c6 do én dinh nhiét gidm so véi protein dau lupin cha dugc cai bién, trong
d6 protein ddu lupin duge cai bién dugc tao thanh bang cach xir Iy protein dau lupin
chua duoc cai bién bing song siéu 4m, ciing nhwr ché phdm va san pham thuc phim

chira nguyén liéu protein nay.
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Linh vwe k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché noi chung dé cép protein du lupin, va cu thé hon dé cap den viée cai
bién protein du lupin dé cai thién kha nang ché bién cua nd dé st dung lam nguyén

liéu protein, vi du trong ché bién thuc pham.
Tinh trang ky thuat ctia sang ché

Céc thé phan lap protein tir cdy ho d4u dé st dung 1am thanh phan thuc pham
ngay cang duoc quan tdm. Cac dac tinh gia tri dinh dudng va chirc nang k¥ thuat
thuong 1a cac ddc tinh quan trong nhat dbi v6i ngudn protein thuc vat bt ky dé sir
dung lam thanh phan thuc phim. Protein d4u lupin c6 tiém nang 16n dé thay thé ngudn
protein dong vit trong nganh cong nghiép thuc pham chu dao do gid tri dinh dudng
cao va ham luong yéu t6 khang dinh dudng thip. Hat d4u lupin chita khoang 40% khéi
luong protein véi mic can bang hop 1y ctia cic axit amin thiét yéu mac du c6 phan

nhé hon muc 1y tudng clia axit amin chira Iuu huynh.

Bat chép htta hen vé protein dau lupin, né van chua duogc st dung dung muc
nhu mét thanh phan thue phim do thiéu mot sb chirc nang k¥ thut. Vi du, viée thiu
cac dic tinh tao gel ngin khong cho né dugc sir dung trong mot ) ung dung thuc
phém. Gel protein ¢ thé duoc tao thanh bﬁng cach gia nhiét, két tu va tao gel. Ba buéde
nay xay ra dong thoi trén gel duge dinh hinh nong trong khi bude tao gel ¢6 thé dugc
tach khoi hai bude truée do trong hé gel da dugc dinh hinh lanh bang cach diéu chinh
diéu kién tao gel, nhu ndng do protein va do pH, trong truong hop nay cac gel tao
thanh & cac nhiét do (lanh) thap hon 1a & cac nhiét d6 cao. Gel dugc dinh hinh lanh c6
thé 13 hitu hiéu trong nhidu tmg dung nhu ché bién thuc phédm chira céc thanh phan c6
hoat tinh sinh hoc nhay vé&i nhiét. Gel protein la mang polyme lién két ngang, dugc

tao thanh tir cac soi protein chua gap nép va két tu. Su gel héa protein dugc xem la
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phure tap do nhidu yéu t6 diéu khién qua trinh, nhw loai protein, nbéng do protein, do

pH, cuong d6 ion va nhiét do/thoi gian xir ly nhiét.

Dang c¢6 dac/dang cd 1ap protein ddu lupin c6 dic tinh gel hoa cuc yéu so véi
protein dong vat va cdy ho ddu nhu protein ddu twong va dau xanh. D4 bao céo rﬁng
protein dau lupin ¢6 @ 6n dinh nhiét cao hon d¢ on dinh nhiét tir d4u twong do 5O
nhém disulfua cao. D6 6n dinh nhiét ctia protein déu lupin c6 thé ngan ngtra né khoi
bi bién tinh va két ty, ddy 1a budc gel hoa quyét dinh trong viée hinh thanh gel dinh
hinh néng hodc lanh. C4c dac tinh nay ctia protein dau lupin khién cho n6 khong thich
hop dé sir dung trong cong nghiép ché bién thyc phim khi can co céc dac tinh gidng
nhu gel.

Do khong c6 déc tinh tao gel mong mudn nay, viéc st dung protein trén co s&
dau lupin it dugce cha y dén va sy hinh thanh gel trén co s& d4u lupin va thay vao do
tap trung chu y dén céc nguyén liéu protein va protein ¢ ngudn gbc tir dau twong. Vi
vay, protein ddu tuwong da dugc biét rat rd va ngay nay dugc xem la thi phéan 16n dbi

v6i protein trén co s¢ thuc vat, trong khi protein ddu lupin it dugc nghién cuu.

VAn d& dbi voi cac ngudn protein trén co s thyc vat 1a ¢ diéu kién sinh trudng
ctia thuc vat ¢6 nghia 1a chiing khong thé duoc tréng & tht ca cac vi tri dia 1y, diéu nay
c6 thé gay ra cac vAn dé vé an ninh lwong thuc d6i voi cac qubc gia nhap khiu rong
protein trén co s¢ thuc vat. Dau tuong, chang han, can luong nuéce 16m hon so véi dau
lupin, vi viy dau lupin, khong giéng nhu dau tuong thich hop nhét dé san xuit & ving

khi hau Dia Trung Hai.

Cén hiéu ring, néu cong b bét ky nao vé tinh trang k¥ thuat duge dé cap toi o
day, thi viéc dé cap nay khong tao nén viéc thira nhan rang cong bd do tao thanh mot
phan ctia hiéu biét chung trong tinh trang k¥ thudt cua sang ché, & Uc hodc qubc gia
bét ky nao khac.

Ban chit ki thuit ciia sang ché

Theo mdt phuong an, ban mo ta dé xuét phuong phép tao thanh nguyén liéu
protein chtra protein dau lupin da dugce cai bién c6 do 6n dinh nhiét giam so v6i protein

dau lupin chua duoc cai bién, phuong phéap nay bao gdm: tao ra dung dich protein dau
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lupin; cho séng siéu 4m cuong do cao di qua dung dich protein déu lupin dé tao thanh
protein d4u lupin dugc cai bién theo cach sao cho dd 4n dinh nhiét cua protein dau
lupin duogc cai bién giam so v6i protein ddu lupin chua duoc cai bién; va thu hdi protein

dau lupin duogc cai bien.

Theo mot phuong an sang ché boc 16 phuong phap tao thanh nguyén li¢u
protein chira protein dau lupin da dugc cai bién sao cho ¢ do on dinh nhiét giam so
v6i protein dau lupin chua duge cai bién, phuong phap nay bao gbm: tao ra dung dich
chira dich ¢6 dac protein dau lupin, trong d6 dich c6 dac protein déu lupin nay c6 do
tinh khiét > 65%; cho song siéu &m cuong do cao di qua dung dich chia dich c6 dac
protein d4u lupin theo cach dé tao thanh protein dau lupin dugc cai bién, trong d6 dung
dich protein du lupin nay cé dé pH x&p xi 7,0 khi duoc dua di xir Iy bang song siéu

am; va thu hoi protein d4u lupin duoc cai bién.

Thuat ngit “nguyén liéu protein” duoc hiéu c6 nghia 1a ngudn protein duge sir
dung trong mot hodc nhiéu qua trinh khac dé tao ra cac san phém khéc, nhu trong cong
nghiép thuc phém‘ Vi duy, phuong phap nay cd thé duoc st dung dé tao ra ngudn
protein déu lupin duoc cai bién duogc st dung dé tao thanh gel protein ma dugc su
dung, vi dy, trong san xuét san phém thay thé thit hoac trong cac tmg dung tao két cau

thuc pham.

Protein ddu lupin dugc cai bién theo mot phuong an ¢6 thé c6 ty 1¢ tim f tang

so véi protein dau lupin chua duge cai bién.

Séng siéu am cuong do cao co thé duoc tao ra tir may tao séng siéu am & tan
s6 20kHz véi cong sudt nam trong khoang tir khoang 5W/cm? dén khoang 50W/cm?.
Nhiét d6 cua dung dich lupin c6 thé duoc duy tri duéi khoang 35 °C khi xtr ly bang
séng siéu am cuong do cao. CAn hiéu 13 ring mac du dung dich v6i lugng 16n c6 thé
vin & duéi khodng 35 °C, trong vong sti bong bong nhiét o ¢6 thé cao hon dang ké
so voi 35 °C.

Dung dich protein dau lupin c6 thé duogc xir Iy bang séng siéu am cudng do cao
trong khoang thoi gian 60 phut hodc ngan hon. Dung dich protein dau lupin c6 thé co
ndng do protein khoang 0,1% (w/w) dén khoang 40% (w/w), nhu tir khoang 5% (w/w)
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dén khoang 20% (w/w) bao gbm cac ndéng d6 nhu khoang 10% (w/w). Chét rén, nhu
protein ¢6 1ap tu nhién tho, ma duge st dung dé tao thanh dung dich protein déu lupin
¢6 thé ¢6 ham luong protein dau lupin >35%. Theo mot s6 phuong an, protein dau
lupin duge st dung dé tao thanh dung dich protein d4u lupin c6 thé c6 o tinh khiét
>70%. Theo mot ) phuong an, chét rin c6 thé 1a dang ¢6 1ap protein dau lupin. Dung
dich protein ddu lupin co thé ¢6 d6 pH khoang 7,0, ching han 7,0+0,1, khi duoc xir ly
bing song siéu am cudng do cao. Theo mét phwong an, phuong phap nay c6 thé con
bao gdm bude tinh ché dé tinh ché dung dich protein dau lupin va/hogc de tinh ché

protein dau lupin duoc cai bien.

Theo mét phuong an, sau khi tao ra protein dau lupin dugc cai bién, phuong
phap nay c6 thé con bao gdm: didu chinh do pH cta dung dich chira protein dau lupin
duge cai bién dén diém ding dién cia protein ddu lupin dwoc cai bién; va gia nhiét
dung dich chita protein dau lupin duge cai bién dén nhiét do gay ra su két tu ctia protein
dau lupin duoc cai bién va sau d6 1am lanh dung dich chura protein ddu lupin duoc cai

bién dé tao ra gel.

Protein d4u lupin duge cai bién c6 thé dwoc thu hdi & dang gel. Piém ding dién
c6 thé xép xi do pH 4,5. Dung dich chia protein dau lupin dugc cai bién c6 thé gia
nhiét trén 70 °C. Dung dich chira protein ddu lupin duoc cai bién c6 thé duoc duy tri
¢ nhiét do gay ra su két tu cta lupin duoc cai bién trong it hon 60 phut. Theo mot
phuong an, dung dich chita protein dau lupin dugec cai bién co the duge duy tri 6 nhiét
do gay rasu két tu ctia lupin duge cai bién trong x4p xi 20 phut. Sau khi gia nhiét dung
dich chira protein dau lupin dugc cai bién dén nhiét do giy ra su két tu ctia protein dau
lupin dugc cai bién, dung dich chira protein ddu lupin dugc cai bien co thé dugc lam
lanh xubng du6i khoang 70 °C, nhu lam lanh dén nhiét do trong phong, dé tao thanh
gel. Nhiét do t6i da dat dugc trong qué trinh gia nhiét c6 the 1a xap xi 95 °C. Phuong
phap nay co thé con bao gdm bude khir nuée gel. Mot phuong dn c6 thé con bao gom
buée tao dung dich protein déu lupin duge cai bién trude khi didu chinh do6 pH cta
dung dich chita protein du lupin dwoc cai bién dén diém dang dién cta protein dau

lupin dugc cai bién.
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Protein dau lupin duoc cai bién cé thé duge thu hoi & dang bot. Protein dau
lupin duoc cai bién ¢6 thé dugc thu hdi & dang thé ¢6 1ap protein déu lupin duge cai
bién.

Béan mo ta cling dé xudt nguyén liéu protein chtra protein dau lupin d& dugc cai

bién duoc didu ché bang cach st dung phuong phap nhu da néu & trén.

Ban mb ta cling dé xuét nguyén lidu protein chira protein dau lupin dé dwoc cai
bién, protein dau lupin dugc cai bién nay c6 do on dinh nhiét giam so véi protein déu
lupin chua duoc cai bién. Protein ddu lupin dugc cai bién duoc tao thanh bﬁng cach
xit Iy dich ¢ dic protein dau lupin chua duoc cai bién ¢6 d tinh khiét > 65% va do

pH xap xi 7,0 bang song siéu 4m cuong d

o

o>
>

cao.

Protein ddu lupin duoc cai bién co thé ¢o ty 18 tim B-tang so v6i protein déu
lupin chua duge cai bién. Nguyén ligu protein c6 thé ¢6 do tinh khiét cua protein dau
lupin dwoc cai bién > 35%, nhu 1a khoang >70%. Theo mt s6 phwong an do tinh khiét
c6 thé 13 >90%. Theo mot sd phuong an, protein dau lupin dugc cai bién dugc dé Xudt

¢ dang thé ¢6 1ap. Nguyén liéu protein c6 thé & dang bot.

Theo mot phuong an, nguyén liéu protein ¢ dang gel. Gel co thé ¢ s6 Bloom
nam trong khoang tir khoang 20 dén khoang 220. Gel c6 thé c6 kha niang gitt nude
ndm trong khoang tir khoang 20% dén khoang 75%. Gel c6 thé 1a gel dinh hinh lanh.

Ché pham chira nguyén liéu protein nhu da néu & trén cling dugc boc 10.

San pham thue phdm chira nguyén liéu protein nhu da néu ¢ trén cling dugc
boc 16. San pham thue phim c6 thé dé ding cho nguoi hoac dong vét bao gbm ca thity
san.

M4 ta vin tat cac hinh vé

Céc phuong an ctia ban mo ta hién s€ chi duoc mo ta bé‘mg cach néu lam vi du
¢6 tham chiéu dén c4c hinh v& khong giéi han sau day.

Fig. 1 thé hién mdi lién hé gitra sy axit hoa dung dich protein déu lupin 10%

(w/w) bang glucono-8-lacton (GDL) & céc ndng do % (w/v) khic nhau.
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Fig. 2 thé hién anh huéng ctia thoi gian xi 1y siéu Am va cong suat siéu am dén
d6 bén gel lupin.

Fig. 3 thé hién anh huéng cia thoi gian xt 1y siéu Am va cong sudt siéu am dén
kha nang gilt nudc cua gel lupin.

Fig. 4 thé hién anh huong cua thoi gian xur ly siéu am (0-40 phit) & cong suat
38W/cm? dén d6 hoa tan dich co dic protein ddu lupin. Cac gia tria, b, c, d, e voi cac

chit cai khac nhau trong céac c6t la khac nhau dang ké (p<0,05).

Fig. 5 thé hién phd hdng ngoai cta dich ¢6 dac protein déu lupin duoc cai bién

va chura duge cai bién tir (a) 1600-1660 cm™ va (b) 1200-1400 cm™.

Fig. 6 thé hién anh hudng cua viéc xit ly siéu am dén dac tinh gel hoa cta dich
cb dic protein dau lupin dugc gy ra béi glucono-4-lacton (GDL) trong qué trinh gia
nhiét tix 25 °C dén 95 °C & tde do 2 °C/phut (su thay ddi nhiét do dugc thé hién boi
dudng thang). Hinh tron 1a cac mAu dbi chung (khong duge siéu 4m) va hinh vudng la

d4 duoc siéu Am trong 40 phut & 38W/cm?

Fig. 7 thé hién anh huong cta viée xit Iy siéu am dén ddc tinh gel hoa cia dich
cd dic protein dau lupin duge gdy ra boi GDL trong bude bao quan nhiét ¢ 95 °C &
tée d6 2°C/phit (vide bao quan & nhiét dd khong doi dugc chi ra boi dudng thang).
Hinh tron 14 cac mau ddi chimg (khéng duge siéu am) va hinh vudng la da dwoc siéu

Am trong 40 phut & 38W/cm?.

Fig. 8 thé hién anh huong cta viée xit Iy siéu am dén ddc tinh gel hoa cla dich
cd dic protein dau lupin dugc gy ra boi GDL trong qua trinh lam lanh tir 95 °C dén
25°C & tbe d6 2°C/phut (sw thay ddi nhiét do dugc chi ra béi dudng thang). Hinh tron
1a cac mAu dbi ching (khong duoc siéu am) va hinh vudng la da duoc siéu am trong

40 phut & 38W/cm?.
MG ta chi tiét sang ché

Phuong an thtr nhit dé xuit phuong phép tao thanh nguyén li¢u protein chira
protein dau lupin da duoc cai bién. Phuong phap nay bao gdm budc tao ra dung dich

protein d4u lupin va cho séng siéu am cuong do cao di qua dung dich protein dau lupin
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@ tao thanh protein d4u lupin dugc cai bién. Protein du lupin duoc cai bién c6 d6 on
dinh nhiét gidm so v6i protein ddu lupin chua duge cai bién. Phuong phap nay cliing
bao gdm bude thu hdi protein dau lupin dwoc cai bién.

Viée xir Iy siéu 4m (nghia la xir 1y bang séng siéu am) doi hoi viéc sir dung
song 4m ¢ trén ngudng nghe ctia nguoi (>16 kHz) va st dung hién tugng sui bong
bong dé thay dbi cac phan tir, nhu két cu thanh phan thue pham, nho' sy hinh thanh
lién tuc ctia cac khoang hoi va cac bong bong trong dung dich. Khoang hoi va bong
béng tan v& sau vai chu trinh giai phong nhiét do va ap suat trong ving tao khoang.
Ngoai ra, viéc xtr ly siéu am c6 thé khién cho nudc tach ra, tao ra cac goc phan ing tu
do va cac ion H' va OH" ma c6 thé giup didu bién cac nhom chirc R trén cac axit amin
ma cAu tao nén protein. Sy hinh thanh cta cac gbe phan tng tu do va cac ion H' va
OH- cfing c6 thé gitip tao thanh céc lién két ngang moi, chang han trong protein hoac

gifta cc protein lién ke.

Khi protein hoa tan trong dung dich dugc dua di xirly bang soéng siéu 4m, nang
luong cuc 16n trong vung tao khoang thu duge va (cac) gbc phan tng tu do thu duoc
c6 thé thic day su thay ddi o rét cAu tric protein, ma c6 thé cai bién céu tric protein,
va vi vdy cai bién chitc nang. Xir Iy siéu 4m (bang song siéu dm) c6 thé tao diéu kién
cho viéc protein dudi nép glp va dé 16 ra cac nhom protein ky nudc cé hoat tinh (ching
han cac nhom axit amin R) dé tao thanh protein dau lupin duoc cai bién. Viée aé 16
céic nhém protein ki nude c6 thé givp lam giam mat do dién tich tong thé & bé mit clia
protein dau lupin duoc cai bién, ma co thé gitp 1am giam luc day giita cac protein lién
k& trong dung dich. Sy gidm luc ddy co thé gitip thic day su hinh thanh két tu va c6
thé cho phép viéc lién két ngang ni phan tir tt hon gitta cac protein lién ké. Su giam
luc dAy giita céc protein lién k& thuong di kém su gidm d6 6n dinh nhiét cta protein.
Viée xit Iy siéu am c6 thé din dén su thay doi cdu triic bac hai cta protein. Theo mot
phuong 4n, viéc xir ly siéu 4m gay ra su thay dbi cAu tric xoan ¢ o thanh cAu tric tim
B. Diéu nay c6 nghia 1a protein dau lupin dugc cai bién tao ra co thé c6 ty 1 tam P

tang so voi protein du lupin chua duoc cai bien.

Dung dich protein dau lupin ¢ thé c6 d6 pH ma khong cho phép protein dau

lupin tao thanh két tu trong qua trinh xir ly siéu 4m. Theo mot phuong an, do pH cua

7141



52611

dung dich protein d4u lupin 12 khoang 7,0+0,1 trong qua trinh xr 1y siéu am. Do pH
cta dung dich protein dau lupin c6 thé duoc diéu chinh ngay trude khi xir Iy siéu am.
Po pH cta dung dich protein dau lupin co thé duoc diéu chinh trong qué trinh tao
thanh dung dich protein dau lupin. Dung dich protein ddu lupin c6 thé duoc bao quan
lanh déng va dugc 13 dong ngay trude khi xtr ly si€u am. Dung dich protein dau lupin

6 thé duoc tao thanh bang cach hoan nguyén protein dau lupin da dugc sdy kho.

Dung dich protein dau lupin c6 thé c6 ndng do ctia protein dau lupin nim trong
khoang tir khoang 5% (w/w) dén 20% (w/w). Theo mdt phuong an, dung dich protein
dau lupin co thé co ndng do bing khoang 10% (w/w). Trén thuc €, protein du lupin
duoc st dung dé tao thanh dung dich protein ddu lupin c6 thé ¢6 d¢ tinh khiét bat ky.
Tuy nhién, thong thuong protein ddu lupin sé la dich 6 dac, nghia 1a c6 4o tinh khiét
>35%. Theo mo6t phuong an, do tinh khiét ctia protein dau lupin >70%. Theo mot
phuong an, do tinh khiét ctia protein dau lupin >90%. Theo mét sd phuong 4n, protein

dau lupin c6 thé duoc dé xuat & dang theé ¢6 1ap protein ddu lupin.

Protein dau lupin c6 thé dwoc tinh ché trong bude tinh ché trude khi xi ly siéu
am. Vi dy, dung dich th6 cta protein dau lupin c6 thé duoc tao thanh, sau d6 dugc dua
di tinh ché ngay truée khi xir Iy siéu am. Tuy nhién, theo mot s6 phuong an protein
dau lupin duge tinh ché trueée khi tao thanh dung dich protein dau lupin. Protein dau
lupin duoc cai bién c6 thé duge tinh ché trong bude tinh ché sau khi x 1y siéu am. Vi
du, protein dau lupin tho ¢ thé dugc st dung dé tao thanh dung dich protein dau lupin
va sau d6 sau khi xir 1y si€u 4m cdac tap chat duoc loai bd. Theo mot s6 phuong an,
buéc tinh ché protein dau lupin duoc thuc hién ca trude va sau khi xur ly si€u am. Qua
trinh tinh ché c6 thé bao gdm viée sir dung qua trinh hoa tan va két tua, ly tim va siéu
ly tam, siéu loc, sc ky loai trix theo kich thude, séc ky trao doi ion, HPLC va/hodc sac

K &i luc. Sau khi tinh ché, protein dau lupin ¢6 thé duge dong kho.

Viée thu hdi protein ddu lupin dugc cai bién c6 thé bao gdm qu trinh két tha
va/hodc déng kho. Theo mot sb phuong 4n, viée thu hdi protein déu lupin dugc cai
bién bao gdm qué trinh tinh ché protein dau lupin duogc cai bién. Theo mét s6 phuong

4n viéc thu hoi protein dau lupin duge cai bién bao gom sdy thang hoa va/hodc say
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phun. Protein dau lupin duogc cai bién ¢6 thé duoc dé xuét & dang bot. Theo mot s6

phuong 4n protein dau lupin dugc cai bién c6 cac dic tinh theo bang 1.

Bang 1. C4c dic tinh ctia protein dau lupin dugc cai bién

Muc

Pac tinh

Tiéu chi dac trung

Mui

Huong

Nang lugng

Do Am

Protein tho (trén co s& chat khd N*5,5)
ChAt béo (trén co s& chat khd)

Chét xo (trén co s& chat kho)

Tro (trén co s& chat khd)

Kha nang tiéu hoa protein

Diém s amin hiéu chinh kha nang tiéu hoa protein
b6 pH

Gluten

Phytoestrogen

Bot mau vang nhat
Trung binh dén hip dan
D& chiu dén hap dan
356 kcal trén 100g

Téi da 5,0%

Téi thiéu 68,0%

Téi da 11,0%

Téi da 12,0%

Tbi da 3,5%

98%

0,53
7,0£0,5

Khong phat hién dugc

Khong phat hién dugc

Séng siéu am cuong do cao c6 tan s6 16n hon 16 kHz. Theo mot phuong an,

séng siéu 4m c6 tan s6 20kHz. Trong toan bo ban mo ta nay, thuét ngit “siéu 4m cuong

d6 cao” va “siéu am” duoc sit dung thay cho nhau. Cong suat can thiét cua séng siéu

4m c¢6 thé phu thudc vao tan s6 cua song siéu am va/hodc khoang thoi gian xtr ly si€u

am. Cong suit cta séng sidu am c6 thé nho hon khoang 50W/em?. Theo mét phuong

4n, song siéu am cudng do cao c6 cong suat ndm trong khoang tir khoang SW/cm? dén

khoang 50W/cm? Theo mdt phuong én, séng siéu am cuong do cao c6 cong suat nam

trong khoang tir khoang 10W/cm? dén khoang 40W/cm?, nhu 1 1W/cm? dén 38W/cm?.
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Khoang thoi gian xtt Iy siéu 4m phu thude vao cudng do cla séng siéu dm. Khi song
siéu am cuong do cao c6 cong suit nam trong khoang tir khoang 5W/cm? dén khoang
50W/cm?, dung dich protein ddu lupin co6 thé duogc xir Iy séng siéu &m cuong do cao
trong khoang thoi gian 60 phut hodc ngan hon. Vi dy, khoang thoi gian xit ly siéu am
¢6 thé nho hon khoang 40 phut. Theo mt s6 phuong an, khoang thoi gian xir ly siéu
Am nam trong khoang tir khoang 20 phut dén khoang 40 phut. Theo mot s6 phuong 4n
khoang thdi gian xi Iy siéu 4m 1a khoang 20 phut hodc ngan hon, vi du nim trong

khoang tir khoang 2 dén khoang 20 phit.

Trong qué trinh x{r ly siéu 4m nhiét d§ ctia dung dich protein dau lupin duoc
duy tri thAp hon ngudng nhiét d trén. Ngudng nhiét do trén co thé 12 nhiét d6 can
thiét dé tao ra két tia clia protein dau lupin dugc cai bién. Ngudng nhiét do trén c6 thé
1a khoang 60 °C. Theo mot s6 phuong an co thé ¢6 1oi khi duy tri nhiét d6 cta dung
dich protein dau lupin thip hon nguéng nhiét do trén trong qua trinh xir 1y siéu am. Vi
du, dung dich protein dau lupin co thé duoc duy tri thap hon khoang 35 °C trong qua
trinh x 1y siéu 4m. Viéc gitt dung dich protein dau lupin & nhiét do cang thip cang
tt c6 thé giup cai thién qué trinh xit 1y siéu am. Theo mot s6 phuong 4n dung dich
protein dau lupin ¢o thé duoc giit & nhiét d cao hon nhiét do lanh dong trong qua
trinh x 1y sidu Am. Can hiéu 16 rang nhiét do ctia dung dich protein d4u lupin dé cap
dén nhiét @6 khdi cta dung dich va hiéu rang anh huong ctia sy tao khoang va cac qua
trinh twong tu ¢6 thé tao ra cac vung chira dung dich protein déu lupin & quy mo6 micro
hodc nano ¢6 nhiét do cao hon nhiét do ngudng trén. N6i chung, nhung khong phai
lic nao cling vay, viéc xu ly siéu am khién cho nhiét d6 ctia dung dich tang. Viéc tang
nhiét dd phu thudc vao cong suit cua song siéu am va khoang thoi gian xu ly. Nhiét
d6 ctia dung dich protein dau lupin c6 thé duoc diéu chinh béi hé diéu chinh nhiét do.
Hé diéu chinh nhiét do c6 thé bao gdm ti lanh va/hoac da.

Sau khi tao thanh protein dau lupin duoc cai bién, né ¢6 thé duoc chuyén hoa
thanh gel. Viéc tao gel c6 thé bao gdm diéu chinh d6 pH cta dung dich chira protein
d4u lupin duoc ci bién dén diém dang dién cua protein dau lupin dugc cai bién. Viéc
tao gel ¢6 thé bao gdm budc bd sung mét hode nhiéu mudi dé diéu chinh cuong d6 ion

ctia dung dich protein ddu lupin duoc cai bién. Viéc tao gel cling c6 thé bao gém budc

10

10/41



52611

gia nhiét dung dich chira protein d4u lupin duoc cai bién dén nhiét do gay ra su két tu
cua protein déu lupin dugc cai bién va sau d6 lam lanh dung dich chta protein dau
Jupin duge cai bién dé tao thanh gel. Nhin chung, d6 pH clia dung dich chita protein
d4u lupin dugc cai bién duge diéu chinh trude khi gia nhiét. Tuy nhién, theo mot s6
phuong an, do pH dugc didu chinh trong hodc sau khi gia nhiét. D6 pH co thé duoc
didu chinh dén gAn diém ding dién ctia protein dau lupin dwoc cai bien. Do pH dang
dién c6 thé 1a khoang 4,5. Theo mét phuong an do pH dugc dieu chinh dén tir khoang
4.0 dén khoang 5,5. Diém déng dién pH c6 thé dat dugc bang cach bd sung axit. Axit
nay c6 thé 1a san phdm thiy phan cua glucono-9-lacton (GDL). Axit ny ¢6 thé 14 axit
gluconic. Sau khi bd sung axit, dung dich protein dau lupin ¢ thé duoce tron, vi du
bang cach tron xody. Do bén cta gel thu dugce co thé giam do d6 pH duoc dich chuyén

ra xa diém dang dién.

Dung dich protein dau lupin duoc cai bién c6 thé dugc gia nhiét dén hoac trén
ngudng nhiét do thép hon. Nhiét o ngudng thép hon ¢6 thé 1a nhiét do cin thiét dé
bit dAu két tu protein dau lupin duoc cai bién. Viée bat dau két tu co thé di kem su gia
tang cac md dun dan hdi ctia dung dich chira protein déu lupin duge cai bién. Ngudng
nhiét do thép hon c6 thé 14 khoang 60 °C. Theo mét phuong én, dung dich protein dau
lupin duge cai bién c thé duge gia nhiét dén khoang 75 °C hogc 16n hon, nhu 95 °C.
Theo mot sb phwong an dung dich protein dau lupin duoc cai bién c6 thé gia nhiét trén
khoang 70 °C. Dung dich protein dau lupin duoc cai bién co thé duoc gia nhiét trong
hai hodc nhidu hon hai bude gia nhiét, vi du & buéc thit nhat ¢ toc do gia nhiét thix
nht va sau d6 & bude thi hai & tde do gia nhiét thit hai. Dung dich protein ddu lupin
duoc cai bién c6 thé duge gift & trén ngudng nhiét do thap hon trong khoang thoi gian
mong mudn. Theo mot phuong an dung dich protein dau lupin duoc cai bién duogc xUr
ly ¢ nhiét do nam trong khoang tir khoang 75 °C dén khoang 95 °C trong thoi gian nam
trong khoang tir khoang 20 phut dén khoang 60 phut. Thoi gian can thiét dé két tu
protein dau lupin dugc cai bién phu thudc vao nhiét do ma & d6 dung dich protein dau
lupin duoc cai bién duge gia nhiét dén. Nhin chung, nhiét do cang thap thi thoi gian
xr 1y cang dai, va nhiét d cang cao thi thoi gian Xt ly cang ngan. Theo mot s6 phuong

an dung dich protein d4u lupin duoc céi bién dugc gia nhit dén nhiét 4 mong mudn
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& trén ngudng nhiét do thip hon va sau d6 duy tri ¢ nhiét do0 mong mudn trong mot
khoang thoi gian. Dung dich protein dau lupin dwoc ci bién co thé dugc 1am lanh dén
dw6i ngudng nhiét do thap hon sau khi n6 duge gia nhiét dén hodc trén ngudng nhiét
d6 thdp hon dé tao thanh gel. Theo mot phuong an gel la gel dinh hinh lanh. Dung
dich ¢6 thé duoc lam lanh dén khoang nhiét do trong phong chang han <30 °C. Dung
dich c6 thé duoc duy tri <30 °C trong nhiéu hon 60 phut dé dinh hinh gel.

D6 bén ctia gel ¢6 thé phu thude vao cac diéu kién duge sir dung dé tao thanh
gel. Céc didu kién thun loi cho sy két tu protein c6 xu huéng tao gel v6i do bén cao
hon so véi cac didu kién ma khong thuan lgi cho viée thuc diy su két tu gel. Vi du,
viéc gia nhiét dung dich protein dau lupin dugc cai bién dén 95 °C thay vi 75 °C trong
cung mot khoang thoi gian ¢6 xu huéng lam tang do bén cua gel thu dugc. Tuy nhién,
moi quan hé nhu vy khong ap dung trong tat ca cac truomg hop. Theo mot s6 phuong
an, viéc didu chinh cac didu kién siéu Am c6 thé anh huéng dén cac dac tinh gel tao
thanh. Tuong tu, viéc didu chinh d6 pH ctia dung dich protein dau lupin dugc cai bién
dén gan véi diém dang dién ciia protein c6 thé gitp gia ting su két tu protein. Viéc gia
ting thoi gian xit Iy siéu Am ciing c6 thé gitp gia tang ty 1¢ cAu tric tAm B so voi chudi
x04n éc a, ma c6 thé gitp cai thién kha nang hinh thanh két tu cua protein duoc cai
bién. Su két tu thic ddy lién két ngang gifta cac phan ti giita céc protein lien ké. Lién
két ngang c6 thé bao gdm lién két cong héa tri va lién két khong cdng hoa tri. DO bén

cua gel co thé co6 sb Bloom nim trong khoang tir khoang 20 dén khoang 220.

Khi tao gel, néng dd cua dung dich protein déu lupin dugce cai bién c6 thé nam
trong khoang tir khoang 5% (w/w) dén khoang 30% (w/w). Lugng axit can thiét dé dat
dén diém dang dién cta protein déu lupin duoc cai bién s& thay dbi tiy thude vao nong
dd cna protein dau lupin dugc cai bién. Nhin chung, su gia tang ndng do dan dén su
gia tang do bén cua gel thu duoc. Sau khi gel duge tao thanh, n6 ¢6 thé dugc dé can
béng tiép trong dung dich trén co s¢ nudce. Gel co thé duoc rira sau khi tao thanh dé

loai bo céc tap chat bét ky va/hodc protein khong gin két bat ky khoi mang gel

Kha nang giit nude cua cac gel phu thude vao do bén cua gel. Kha nang gitt
nudce (con duge dé cap dén nhu 1a ham lugng nude hodc ham luong nudc can bang)

Ja sb do luong nuéc ma mang lu6i tao gel ¢6 thé hap thu. Gel voi do bén cao hon
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thuong s& ¢ kha nang giit nude cao hon so v6i gel twong duong v6i do bén thap hon.
Kha ning gitt nuée cta gel duoc tao thanh tu protein d4u lupin dugc cai bién ¢6 thé
ndm trong khoang tr khoang 20% dén khoang 75%. Su gia tang ndng do cua protein

d4u lupin duge cai bién c6 thé 1am tang kha néng gift nudc.

Pidu quan trong can lru ¥ 1a néu khéng xi 1y siéu 4m, khong thé tao gel tir
protein dau lupin tw nhién c¢6 cac dac tinh duge md ta trong ban md ta nay do do 6n

dinh nhiét cta protein ddu lupin.

Céac dic tinh cAn thiét coa gel c6 thé duoce xac dinh bang cach sir dung gel. Vi

khac v6i viée str dung gel dé dinh hinh san phém thue phém. Vi véy, cac thong s6
duoc st dung dé diéu chinh dac tinh gel (vi du nong d6 protein ddu lupin dugc cai
bién, thoi gian xir Iy siéu Am va nhiét d6 gia nhiét trong qud trinh tao gel) c6 the duogc

didu chinh dé tao ra gel v6i d6 bén va kha nang gitt nwée duoe doi hoi.

Gel c6 thé duoc duy tri & dang hydrat cua né sau khi tao thanh. Vi dy, gel ¢6
thé duoc bao quan & nhiét d6 thip hon dé giam thicu su phén giai protein dau lupin
dwoc cai bién, nhu nho thily phan. Theo mdt phuong an, gel da ngédm nude duge duy
tri & khoang 4 °C cho dén khi sit dung. Theo mot sb phuong 4n, gel duge khir nuée.

Gel da khtr nuée c6 thé duge hop nude lai trude khi sir dung.

Protein d4u lupin duoc cai bién da dugc thu hoi va/hodc gel duge tao thanh tir
protein dau lupin duoc cai bién c6 thé duoc sit dung dé tao thanh san pham thue pham.
Vi du, gel ¢6 thé dugce sir dung dé tao thanh san phdm tuong tu thit hodc sita va sin
pham khong chira gluten. Protein ddu lupin duoc cai bién c6 thé tao ra protein trén co
s& thuc vat ¢co két cAu mong mudn va cé vi ngon. Protein d4u lupin duoc cai bién ¢c6
thé dugc sir dung & dang nguyén liéu protein. Theo mdt phuong an ché phdm chira
protein dau lupin duogc cai bién (chang han nguyén liéu protein). Theo mdt phuong an
san pham thuc phdm chura protein déu lupin dugc cai bién. Theo mdt phuong an,
protein dau lupin duoc cai bién 6 thé duge sir dung trong ché bién cac san pham danh
cho nguoi an chay va thudn chay. Theo mot phuong éan, protein dau lupin dugc cai
bién c6 thé c6 kha nang tao ra mang ludi ba chiéu 6n dinh dé thu dugc két cau mong

mubn trong hé thuc pham dich nhe dot nhét gia tang va kha nang gel hoa.
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Vi du thwe hién sang ché

Céac phuong an gid s€ duoc mo ta c6 tham chiéu dén cac vi du khong gidi han.
Vidul
1.1 Nguyén liéu

Hat dau lupin, Lupinus angustifolius. Gidng Coromup dugc cung cap boi Bo
cong nghiép Co ban va Phat trién khu vuc (Department of Primary Industries and
Regional Development - DPIRD) Tay Uec. Vé hat dugc loai bo bang cach sir dung may
tach vo hat (AMAR, India) va sau d6 nhan dau lupin dugc tach ra khoi vo bang may
tach chan khong (KIMSEED, Australia). Sau d6 nhan déu lupin dugc dong goi chan
khong va giit & 4°C cho dén khi sir dung.

1.2 Phwong phdp
1.2.1 Diéu ché dich cé dic protein ddu lupin

Nhan dau lupin dugc ngadm trong nudce cAt 1:3 (w/v) trong 3h & nhiét d6 trong
phong. Sau khi ngém, ty 1¢ ctia nhan:nude duge didu chinh dén 1:10 (w/v) sau d6 tron
trong 1 phiit & téc do cao bang cach sit dung thiét bi tron Waring (Model 32BL8O,
USA). Tiép theo, d6 pH ctia huyén phit dic nhan dau lupin duoc diéu chinh dén 9 bang
céch st dung NaOH 1M. Huyén phu dac nay duge dong héa & toc dd t0i da trong 30
phut bang cach st dung thiét bi dong hoa Ingenieurburo CAT model RS0D (Hamburg,
Germany). MAu dugc tach bing cach ly tAm trong 30 phit & 2060g & 4°C bang cach
st dung thiét bi ly tim Eppendorf (model 5810 R, Hamburg, Germany). Dich chiét
protein ndi phia trén thu dugc duoc loai bo bing céch gan khoi vién két dang soi. Nhéan
dau lupin duoc ngam va duoc chiét lai bing cach sir dung nu6c cat 1:5 (w/v). Tiép
theo, dich ndi tir hai 1an chiét duoc két hop. Do pH dich ndi duge diéu chinh dén 4.5
bing cach st dung HCI 1M dé gy ra su két tua protein déng dién. Tiép theo, mau
duoc ly tAm & 2060g trong 30 phut & 4°C dé tach két tia protein tir dich nbi. D6 pH
ctia chét két thia duoc didu chinh dén 70,1 bing cach sit dung NaOH 1M. Két tia da
duoc trung hoa nay cta dich c6 dac protein dau lupin dugce lam dong kho bé“lng cach

st dung thiét bi dong khé Model ALPHA 1-2 LO (Christ, Osterode am Harz,
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Germany) sau d6 duoc déng géi chan khong va dugc bao quéan ¢ 4 °C cho dén khi six

dung.
1.2.2 Diéu ché dung dich c6 ddc protein ddu lupin cho cdc nghién ciru gel hoa

Thé phéan tan dich ¢6 dac protein dau lupin d& dugc lam dong khd 10% (w/w)
duoc diéu ché béng céach str dung nudce di dugce loai ion va dugc khuéy trong 2h & 750
vong/phut bang st dung thiét bi khudy MR Hei-Standard (Schwabach, Germany) &
nhiét d6 trong phong. Huyén phu protein thu dugc duge gitt & 4 °C qua dém dé hoan
tAt viec hydrat héa protein sau dé do pH duoc diéu chinh lai dén 70,1 bang cach st
dung NaOH 0,1M/HCI trude khi xir ly siéu am.

1.2.3 Xir Iy siéu dm cuong do cao (High-intensity ultrasound - HIU)

X ly HIU duogc thuc hién bang cach st dung thiét bi xir 1y siéu am model VCX
600 (Sonics & Materials Inc, Danbury, USA) véi bo chuyén doi model CV26 va dau
do titan. Cac mau gdom 20 mL dung dich ¢6 dac protein déu lupin (xem phan 1.2.2)
duoc xur Iy trong 0, 2, 10, 15, 20 va 40 phut bang cach st dung cac bién do siéu am
khac nhau 12 10%, 20% va 40%. Xt Iy HIU dugc thuc hién trong coc bése thiy tinh
thanh kép duoc 1ép véi thiét bi lam lanh dé gift nhiét 4 mau dui 35°C trong qué trinh
xu ly siéu am.
1.2.3.1. Xdc dinh cdng sudt siéu am cuong do cao

Cong suit siéu am duogc 4p dung dugc tinh toan theo k¥ thuat do nhiét lugng.

Céng suét siéu am (P) duoc tinh toan theo cong thire:
P = MCp (dT/dt)

Trong d6 P (W) 1a cong suét siéu am, M la khoi lugng méu (g), Cp 1a nhiét
dung riéng cta mdi trudmg (kJ/gK) va d77dt 1a toc do thay doi nhiét do (T) thay do6i
theo thoi gian (t). Cuong do siéu am (W/ecm?) 1a cong suét siéu am (P) / don vi dién
tich (cm?) ctia bé mat phat xa.

Cudng do cong suit duge tinh toan 1a 11W/cm?, 17W/cm? va 38W/cm? & bién

do 10%, 20% va 40% tuong ung.

1.2.4. Xdc dinh luong glucono-o-lacton dé dat den do pH dich
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Do pH xung quanh 4,5 duge doi hoi trong qua trinh gel hoa dinh hinh lanh dé
tao thanh gel 6n dinh, do d6 pH lam giam luc day gitta cac phan tr protein va tao diéu
kién cho viée lién két ngang gifta céc phén tir dé tao ra mang ludi gel. Chat phu gia
thue phdm (chat axit hoa) glucono-3-lacton (GDL) s& thily phdn cham thanh axit
gluconic va lam giam d6 pH. Dé dat dén do pH cubi cing cAn thiét 13 4,5 trong qua
trinh gel héa, luong GDL cén thiét truée tién can dugc xac dinh do mire do axit hoa
ctia n6 phu thudc vao loai va néng do protein. Cac luong khac nhau (0,20, 0,22, 0,25,
0,27, 0,30, 0,40, 0,50, 0,60, 0,70, 0,75, 0,80, 0,90, 1,0, 1,1, 1,2, 1.5, 1,7, 1,8 va 1,9%
(w/v)) cua GDL duoc bd sung vao cac phan phan uéc 20g huyén phu dich c6 dac
protein dau lupin (phan 1.2.2), sau d6 xody trong 30 gidy ¢ nhiét do trong phong va
duoc bao quan & 4 °C trong 24h. Sau d6 d6 pH dugc do & nhiét do trong phong. Tht
ca cac phép do duoc thuc hién ba lan. Fig. 1 thé hién gia tri d6 pH theo lugng GDL

duoc bd sung d6i v6i dung dich protein dau lupin 10% (w/w).
1.2.5. Su gel héa ciia dung dich c6 ddc protein ddu lupin duoc cai bién
1.2.5.1. Axit hoa

Luong bot GDL duoc doi hoi dé dat dén do pH 4,5 dwoc bo sung vao 20g dung
dich ¢6 dac protein dau lupin dugc cai bién 10% (w/w) sau céc lan xir Iy thoi gian siéu
am x cdng suét khac nhau (phan 1.2.3.). Tht ca cac mAu dugce tron bang cach st dung

thiét bi tron xoay trong 20 gidy trudc khi xtr ly nhiét.
1.2.5.2. Xur Iy nhiét va tao gel

Dung dich c6 déc protein déu lupin duoc xir Iy siéu am da duoc axit hoa dugc
xu ly & 95°C trong 60 phut dé gay ra su két tu protein dau lupin nhur 1a budce tién gel
hoa. Sau khi xtr 1y nhiét, dung dich duoc lam lanh dén nhiét do trong phong trong (a)
dd chira thuy tinh dung tich 50ml c6 chiéu rong 40mm va chiéu cao 52mm dé xac dinh
@6 bén gel hodc (b) éng ly tm dung tich 50ml dé do kha nang giit nude. Cac mau
duoc gitt & 4 °C trong 24h dé cho phép cac gel dong cing trude khi phan tich chat

luong gel.

1.2.6 Xdc dinh do bén ciia gel
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Do bén cna gel duoc x4c dinh theo cac phuong phap da duoc cong bd (Food
Hydrocolloids, 32(2), 303-311; Ultrasonics Sonochemistry, 17(6), 1075-1081). Phan
tich d6 bén gel duge thue hién & 5 °C bing cach sir dung thiét bi phan tich két cau
TVT (model 6700, Perten Instruments, Australia) duoc lap voi cam bién luc Skg va
du do hinh tru P/0,5 (duong kinh 12,7mm). Viéc ép gel duge thuc hién & tbc do
0.5mm/s v6i luc kich hoat 5g. DO bén gel duge biéu thi bing g, va tht ca cac thir

nghiém duoc thuc hién ba lan.
1.2.7 Xdc dinh kha nang giit nuée (WHC)

Sau khi tao gel, nudc chua g"n két duogc loai bo béng cach 1on nguoc éng chura
gel. Gidy loc duge str dung dé loai b nude tir do bt ky con lai trén thanh dng nghiém.
Cac mau gel lupin duge ly tAm ¢ 1811g trong 20 phit & nhiét d6 trong phong bang
cach sir dung thiét bi ly tim Eppendorf model 5810R (Hamburg, Germany). Sau khi
ly tAm, nude duge giai phong bét ky duge loai bo bang cach 16n ngwoc 6ng nghiém dé
rit nude da duoc giai phong ra. Nudce con lai trén thanh bng nghiém dugc loai bo bﬁng
gidy loc. % WHC duoc tinh toan la chénh léch ham luong nudc gilta mau di ly tam

v6i mau gel gbe.
1.2.8 Dé hoa tan protein

Dich c6 dic protein ddu lupin 2mg/mL (phan 1.2.2) dugc hoa tan trong dung
dich dém sulphat d6 pH 7. Dich huyén phu protein dau lupin nay dugc khudy trong 2h
va sau d6 duoc gilt ¢ 4°C qua dém dé hoan tit hydrat hoa. Thuc hién ¢ dic protein
bing céch str dung kit thir nghi¢ém protein axit bicinchoninic (Sigma-Aldrich Co.
Australia). Huyén phu protein d4u lupin dugc ly tim & 20000g trong 15 phut & nhiét
d6 trong phong bang cach sir dung thiét bi ly tim Heraeus (model Picol7, Germany).
D6 hoa tan protein (%) dugce tinh toan la (ndéng do protein trong phan dich ndi sau ly

tam/téng nong do protein trudce ly tam) * 100.
1.2.9 Pién thé zeta

Dich ¢6 dac protein dau lupin da dugc lam dong kho tir cac mau nguyén thé
(chua duge xir ly) va da dugc xir Iy siéu ém 2mg/mL duoc hoa tan trong nudc milli-

Q & nhiét do trong phong. Thé phén tan protein d4u lupin duge tron va gitt trong 2h
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trede khi phén tich. Dién thé zeta duoc phan tich bang cach sir dung Zetasizer Nano

ZS (Malvern Instrument Ltd., Malvern, Worce stershire, UK).

1.2.10 Phén bé ¢& hat

C& hat duoc xac dinh ngay sau khi dich déc protein déu lupin dugce phéan tan
trong nudc milli-Q trong 2h ¢ ndéng d6 2mg/mL. Phan bb hat duoc theo dbi trong ba
14n doc lién tiép bang cach sir dung thiét bi phan tich tan xa anh séng laze Mastersizer
(Mastersizer 2000, Malvern Instruments Ltd., UK). C& hat duoc biéu thi & dang trung
binh khéi luong bé mit (surface weighted mean) (D3,2) va trung binh khoi lugng thé
tich (volume-weighted mean) (D4,3).

1.2.11 Phwong phap do luu bién gel Lupin ¢ bién dang nhé

Thé phén tan protein dau lupin da duoc xir ly si€u 4m cuong do cao va protein
d4u lupin chua dwoc xir Iy dugc diéu ché nhu da md ta trong phan 1.2.2-1.2.5. Dé dat
duoc d6 pH yéu clu, 1% GDL duoc tron voi cac mau 2 phut trude khi thir nghiém.
Cac md dun bao quan (G') duge do bing cach sir dung thiét bi Iwu bién tmg suat c6
kiém soat TA Instruments AR-G2 (TA Instruments, Leatherhead, UK) dugc lép voi
céc tAm song song (duong kinh 40 mm va khe hé 1 mm). Céc phép do dugce thuc hién
& strc cang khong ddi 0,05%, ma né thudc ving tuyén tinh, va & tan s6 1Hz. Cac mau
duoc gia nhiét tix 25 °C dén 95 °C & tbc d6 gia nhiét 2 °C/phut, gitt & 95 °C trong 20
phit, va duge lam lanh xuéng dén 25 °C 6 toc d6 1am lanh 2 °C/phut. Tét ca cac phép

do duge thuc hién lam ba lan,
1.2.12 Profile cdu triic protein ddu lupin

Profile protein déu lupin duoc nghién ciru bang cach sir dung SDS-PAGE c¢6
str dung hién tugng dién di khir va khong khu nhu duoc md ta boi (Villarino, Jayasena,
Coorey, Chakrabarti-Bell, Foley, Fanning & Johnson, 2015;
doi:10.1016/j.foodres.2014.11.046). SDS-PAGE khir va khong khir duoc thuc hién dé
nghién ctru anh hudng cta viéc xur ly siéu am ddi véi dich ¢d dic protein dau lupin.
10pg protein da dugc cd 14p lupin duge hoa tan trong 10pL dung dich dém mau
NuPAGE (Invitrogen). MAu dugc bom vao gel 4-12% Bis-Tris NuPAGE Novex
(Invitrogen, Sigma Aldrich. Australia). Dung dich dém chay MES SDS (Invitrogen)
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duoc bd sung trude khi dién di duoc thuc hién trong 1h & 200V. Dién di dugc ngung
khi dai mau dat 1cm tir day gel. 50 ml thudc nhuém Bio-Safe Coomassie G-250 (Bio-
Rad Laboratories, USA) dugc sir dung dé nhuém mau protein. Lam méat mau gel duoc
thuc hién bang cach ngam gel trong nudc da duoc loai ion nam 1An. Cac d4u chuan
khéi lugng phan tir (chat chuan protein Unstained Mark 12, Invitrogen, Sigma Aldrich.
Australia) dwoc sit dung 1am chét tham chiéu dé x4c dinh khoi lwong phan tir phan
doan protein déu lupin bang cach so sanh khoang cach di chuyén ciia mdi phan doan

v6i khoang cach twong duong cta dai danh dau khoéi luong phan tir.
1.2.13 Phép phdn tich nhiét lieong quét vi sai

Phép do nhiét lwong quét vi sai (Differential scanning calorimetry - DSC) dugc
thuc hién bang cach st dung thiét bi TA Instruments DSC 2910 (New Castle, USA).
Khoang 5 mg mAu duge can vao chao nhém duoe day kin. Biéu do nhiét dich ¢6 dac
protein dau lupin duoc ghi trong diéu kién toc do gia nhiét 5 °C/phut tir 25 °C dén 160
°C trong mdi truong khi quyén chtra nito. Thiét bi phan tich DSC da duoc hiéu chinh
bang indi. Chio rdng duge dung lam mAu tham chiéu. Cac sb do dugc phan tich aé
xac dinh nhiét do khoi dau (Tknei dau), nhiét do dinh (Tainn) va enthalpy bién tinh (AH)
bang cach sir dung phan mém Universal Analysis 2000, phién ban 4.5A (TA

Instruments).
1.2.14 Phé héong ngogi bién doi Fourier (FTIR)

FTIR dugc stt dung d& nghién ciru su thay di cu tric protein du lupin dugc
tao ra boi cong suat xir ly sidu 4m & 11W/em?, 17W/em? va 38W/cm? trong 0, 2, 10,
15, 20 va 40 phut. Nong do protein dau lupin dugc say dong khé duge phén tich bang
quang phd ké Thermo Scientific Nicolet iS50 FTIR dugc két hop v6i b phén 14y mau
thong minh Smart iTR Attenuated Total Reflectance (ATR) (Thermd Scientific,
Madison, W1, USA). Pho FTIR dugc ghi trong khoang 4000-400 cm™ & d0 phén giai
phé 1a 4cm™ véi viée bd sung dong thai ctia 64 lan quét. Pho nén duge ghi lai tir tinh
thé ATR kim cuong sach déi véi m3i mau v6i su bd sung dong thoi ctia 64 lan quét.
X Iy hau ky duge thuc hién béang cach st dung OPUS v7.0 (V7.0, Bruker, Ettlingen,
Germany), va duong nén phd FTIR duoc hiéu chinh va vecto duge chuan hoa theo

budc song bao ham céc vung phé Amit I, Amit IT, va Amit IIL.
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1.3 Phuong phdp phdn tich thong ké

Cac phép phén tich duge thuc hi¢n ba 1an trir khi duge chi ra theo cach khac.
Dit liéu duoc phan tich théng ké voi phan mém SPSS vs.21. Phan tich phuong sai hai
chidu (ANOVA) véi khoang tin ciy 95% duoc st dung dé danh gia mite c6 nghia cua
két qua thu duoc. Dit liéu ANOVA v6i P <0,5 duge xem la c6 nghia vé mat thong ké.

1.4 Két qua va ban ludn
1.4.1 B$ bén gel lupin

D6 bén gel 12 mot trong sé cac thudc tinh chéat lwong quan trong nhit cta gel.
Anh hudng cta thoi gian xit Iy siéu Am va cong suét siéu 4m dén do bén gel lupin duge
chi ra trén Fig. 2. Thoi gian xtr ly siéu &m, cong suét siéu 4m va tuong tac ctia chung
¢6 anh huéng dang ké (p<0,05) dén do bén gel protein déu lupin. D4 nhén ra rang do
bén gel lupin thay dbi tir 28,33g-195,33g tuy thude vao diéu kién xir ly siéu am. Gel
protein dau lupin nguyén thé ma khong xir ly siéu am c6 do bén gel thap nhét déng ké
(p<0,05), trong khi xir ly bang 38W/cm? (40% Amp) c6 dd bén gel protein dau lupin
cao nhét dang ké (p<0,05) so véi 11W/em? (20% Amp) va 17W/em? (10% Amp) trong
{mg & tht ca cac 1an xir ly. Mt khéc, thoi gian xir 1y 20 phut & tat ca cong suét siéu
am, cho do bén gel cao nhat dang ké so véi tht ca cac lan xir ly. Theo d6, 38W/em?
trong thoi gian xir ly 20 phut ¢6 do bén gel duoc ghi lai cao nhét. Cac nghién clru trude
day chi ra ring thoi gian xi Iy siéu Am vira phai c6 thé cai thién do ben gel bang cach
tao didu kién cho viéc dudi nép gap protein va dé 16 ra cac nhom protein ky nudc 6
hoat tinh cho kha nang lién két ngang ndi phan tur tdt hon & gel protein dau tuong va
whey, mac du khéng nghién clru nao vé protein dau lupin dugc bao cao (Hu, Cheung,
Pan, & Li-Chan, 2015; Shen, Fang, Gao, & Guo, 2017, Shen, Zhao, Guo, Zhao, &
Guo, 2017). Ngoai ra, da bo cao rang thoi gian xi ly siéu am tang dén 40 phut khong
cai thién dang ké gel protein whey so v6i xt Iy nhe nhang trong thoi gian 20 phut ¢
107W/cm?. Tuy nhién, trong nghién ctru nay, gel protein dau lupin thé hién do bén gel
cao hon gel thé c6 1ap protein dau twong da duoc xir ly siéu am duoc bao cao trong tai
liéu nay (Hu, Li-Chan, Wan, Tian, & Pan, 2013)). Di¢u quan trong can luu v 1a mac
du cac gel duge tao thanh tir protein dau lupin duoc cai bién duoc so sanh véi gel

protein ddu nanh, nhung sy khéc biét vé cau truc protein gifra protein dau lupin va
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protein d4u nanh ching han c¢6 nghia 1a cac phuong phap duoc sir dung dé tao thanh
gel protein dau nanh thuong khéng thé duge st dung dé tao thanh gel protein ddu lupin
duoc cai bién. Vi du, céc gel én dinh duoc tao thanh tir protein ddu nanh cé thé dugc
tao thanh ma khong can xit Iy siéu 4m, trong khi cac gel 6n dinh dugc tao thanh tir gel

protein dau lupin khong thé.
1.4.2 Kha nang gitr nudc cua gel tie ddu lupin

Kha nang gilt nude (water holding capacity - WHC) ctia gel protein dau lupin
nam trong khoang tir khoang 29% - 79% giita gel protein ddu lupin nguyén thé va
duge xur Iy siéu 4m (Fig. 3). C6 anh hudng dang ké (p<0,05) ctia thoi gian va cong
sut xi1 1y siéu 4m. WHC thap nhat dang ké (p<0,05) ghi dugc trong nghién ciru ndy
1a d6i voi gen protein d4u lupin chua duoce xir 1. Trong nghién ctru ndy, cc gia tri
thoi gian va cong suét xit 1y siéu 4m duoc 4p dung cao nhat (38 W/ecm?/20 phiit) tao ra
WHC cta gel protein dau lupin ghi dugc 13 cao nhét (79%). Cong suit siéu am
38W/cm? ¢6 anh hudng tich cuc dang ké nhat dén WHC ciia gel protein dau lupin so
v6i hai cong suat khac (11W/ecm?va 17W/em?) duoe sir dung trong nghién ctru ndy.
Mat khac, viéc gia tang thoi gian xt ly siéu 4m cling co y nghia tich cuc (p<0,05) db6i
v6i WHC ctia gel protein dau lupin. C6 thé nhan ra rang WHC ctia gel d4u lupin dugce
cai thién dang ké (p<0,05) do qua trinh xr 1y siéu 4m. Diéu nay cling c6 thé 1a do viéc
cai bién c& hat protein va kha nang lién két ngang boi qué trinh xir 1y siéu &m. Viéc
lién két ngang nhu vay c6 thé tao ra nhiéu cdu tric gel diac va dong nhat hon, ma ¢
thé gift lai dwoc nhiéu nudce hon giita cac phan tir protein trong chét nén gel (Hu et al.,
2013; Morales, Martinez, Pizones Ruiz-Henestrosa, & Pilosof, 2015; Nazari,
Mohammadifar, Shojaee-Aliabadi, Feizollahi, & Mirmoghtadaie, 2018; Shen, Fang,
et al., 2017). Tuy nhién, WHC ctia gel protein dau lupin nhé hon WHC cua gel tix
protein d4u twong va whey, diéu nay c6 thé 1a do d6 tinh khiét ctia cac mau nay (thé
¢d 14p) so v6i mau hién tai (dich c6 dic) hodc do d6 pH khoang 4,5 dugc st dung trong
nghién ciru ndy. Ngoai ra, WHC vira phai c6 thé duoc doi hoi di véi hé gel nhil twong,
ma 1a thiét yéu trong mot sé chat nén thuc phim yéu cau kha nang gin két dau. Dich
b dic protein ddu lupin dd duge xir Iy siéu 4m cé thé co tiém nang sir dung nhu

nguyén liéu thay thé thanh cong cho protein dong vt trong cac loai san pham nhu vay.
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1.4.3 Po hoa tan cua protein ddu lupin

Do hoa tan clia protein duge xac dinh 14 ham lugng protein trong phan dich ndi
sau khi ly tam ¢ 20000g. Anh huong ctia viée xir Iy siéu dm & 38W/cm? trong 0, 2, 10,
15,20 va 40 phit duoc chi ra trén Fig. 4. Khong co sw khac biét dang ké (p<0,05) vé
d6 hoa tan protein ddu lupin sau khi xir ly siéu &m trong 2 phut va 10 phut so voi
protein dau lupin nguyén thé (chwa duoc xir Iy). Viéc gia tang thoi gian phoi sang khi
xtr 1y siéu am dan dén do6 hoa tan ctia protein dau lupin gidm dang ké (p<0,05) dic biét
13 trong thoi gian xir Iy 40 phut. Céc két qua ndy da dugc khang dinh boi phan tich c&
hat, chi ra rang viéc xir 1y siéu 4m lam tang D43 protein d4u lupin mot cach dang ké
(p<0,05) (Bang 2) sau 40 phut. Cac nghién ctru dé chi ra rang thoi gian xir ly siéu 4m
tang c6 thé lam giam d¢ hoa tan protein ctia thé co 1ap protein d4u nanh va ké do sy
hinh thanh ctia chét két tu protein khong tan, & d6 sy hinh thanh két tu protein nho c6
thé 1am ting ¢& hat protein ddn dén sy két tia protein dé hon va lam giam d6 hoa tan

protein.
1.4.4 C& hat protein ddu lupin

Bang 2 thé hién phan b ¢& hat (pm) d6i vé6i dich ¢6 dac protein dau lupin tu
nhién va dich ¢6 dac protein dau lupin dugce xir ly siéu am (38W/cm?) & 20°C. Viéce
Xt 1y siéu Am dAn dén su gia ting dang ké (p<0,05) vé c& hat (duong kinh trung binh
theo thé tich (Das3)). Dich c6 ddc protein dau lupin duogc xur ly siéu Am & 38W/cm?
trong 40 phut lam tang c& hat protein déu lupin D43 dén 69,21um so v6i 28,24pm o
dich ¢6 dac protein ddu lupin ty nhién. Hién tugng tao khoang gay ra do xtr ly siéu am
c6 anh huong nghiém trong dén viec dudi nép gap protein sau do 13 su két tu ky nuéc,
tao ra cac hat protein kéttu tuong dbi 16n (Arzenietal., 2012; Huetal., 2013;J ambrak,
Ielas, Mason, Krei¢, & Badanjak, 2009). Mat khac, viéc xur ly siéu am trong 2 phut
lam giam dang ké duong kinh trung binh theo thé tich Das (p<0,05). Protein dau lupin
tu nhién c6 ¢& hat nho hon thé ¢6 1ap protein déu trong tw nhién (Berghout, Boom, &
van der Goot, 2015; Morales et al., 2015). Mac du ¢ hat protein dau lupin tdng dang
ké (p<0,05) sau khi xir ly siéu am trong 40 phut, n6 van tuong doi nho hon so véi ¢&

hat protein dau tuong.

Bang 2. C& hat va thé phén tan protein dau lupin dugc xt ly si€u am.
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Thoi gian  d(0,1)pm d(0,5)pm d(0,9)pm D (3,2) (pm) D (4,3) (pm)
xir Iy siéu

am (phit)

0 4,81+0,81a 16,12+0,13a 78,43+£34,53a 10,0+£2,58a 28,2440,63a

2 1,52+0,66ab  13,78x1,7a 44,68+0,55a 4,85+0,58a 20,44+1,9a

10 10,57+1,71bc  25,74+4,94ab  62,39+15,66a  33,82+7,77ab 19,94+3,61ab
15 14,8743,75¢  43,34+13,24bc  119,56+37,77b  30,63+8,36bc 57,42+17,54bc
20 13,69+3,44c  34,42+10,3ab 79,72429,32a  26,06+7,21bc  41,73+14,04abc
40 17,94+4,32¢  59,35+12,8¢c 134,3+431,34b  38,03+9,08bc  69,21+15,8¢c

Céac gid tri a, b, ¢, d, e voi cac chit cai khac nhau trong cung mot cot la khac

nhau dang ké (p<0,05).

1.4.5 Dién thé zeta

Su ¢6 mat cia nhiéu axit amin 4m hon trén bé mat ctia cac phan tu protein dan

dén dién thé Z am cha protein nay va nguoc lai. Cac két qua (Bang 3) chi ra rang dién

thé Z ctia dich o ddc protein du lupin tu nhién giam nho qua trinh xir ly si€u am &

38W/cm? trong 40 phut tir -26,85 dén -15,48 mV. Viéc giam dién tich &m hat protein

dau lupin din dén su giam luc ddy gitta cc hat protein, ma no thic day su két tu. Hién

twong ndy duoc gy ra bdi sy thay doi cau trac nho qua trinh xtr ly siéu 4m ma duoc

xéc nhan boi két qua ¢ hat (bang 2) va két qua pho FTIR.

Bang 3. Dic tinh nhiét va dién thé zeta cta dich ¢6 dic protein dau lupin tur nhién va

duoc xir 1y siéu 4m & 38W/cm? trong 40 phut.

Mau

Tritaau (°C)  Tainn (°C) AH (j/g) zeta (mV)

Tu nhién

Pwge xik 1y

65,46+0,31b

70,40+0,24a  104,99+0,04a  288,28+0,88a  -26,85+0,07a

102,97+0,86a  260,70+£0,71b  -15,48+0,25b

Céac gia tri a, b, ¢, d, e voi cac chit cai khac nhau trong cung mot cot la khac

nhau dang ké (p<0,05).

1.4.6 Phép phdn tich nhiét luong quét vi sai

Céc diic tinh nhiét cta dich ¢6 dac protein ddu lupin bao gdm nhiét do bat dau

23



52611

(Tt aau), nhiét d6 dinh (Taimn) va enthalpy cta su bién tinh (AH) déi véi protein dau
lupin tur nhién (protein ddu lupin khong duge xtt ly) va protein dau lupin duge xur ly
bang siéu &m dugce chi ra trong bang 3. Ca dich cd dac protein déu lupin tu nhién va
duoc xi Iy sidu 4m déu thé hién mét dinh bién tinh thu nhiét vach don rong (Tainh) &
104,99°C va 102,97°C tuong Ung. Teataau va AH dbi v6i cac mau duge xtt 1y siéu am
(38W/cm? trong 40 phut) giam dang ké (p<0,05) so véi cac mau khong dugc xur ly.
D6 6n dinh nhiét protein ¢ lién quan dén d6 phirc tap cta céu tric protein gdm céu
triic bac hai va bac ba, va bit cir su thay dbi nao vé dac tinh nhiét protein c6 thé 1a do
su thay ddi vé cu tric hinh dang protein ma tao diéu kién thuan loi cho sy bién tinh.
Két qua nay c6 thé nhén manh ring viéc xit Iy siéu 4m lam gidgm d6 on dinh nhiét
protein dau lupin do mot s thay dbi cau tric protein, nhu gia tang ty 1& tAm B. Su thay
d8i vé cAu tric protein dau lupin do viée xir 1y siéu am dugc xéc nhan boi cd hat, zeta
va FTIR.

1.4.7 Pho hong ngoai bién doi Fourier (FTIR)

Pé nghién ciru anh huéng ctia thoi gian x Iy siéu am va cng suat dén clu tric
protein ddu lupin, cac dai amit I, TT va IIT dugc phén tich bing cach kiém tra sy dich
chuyén vi tri dinh (xem Fig. 5). Su hép thy trén pho amit I (Fig. 5a) lién quan dén dao
dong kéo dai C=O trén khoang sd séng nam trong khoang tir 1600-1700 cm™ phd
FTIR dbi véi cAu trac bac hai ciia protein ddu lupin. Cc cdu tricc chudi xoan kép o va
thm f trén phé amit I c6 mat & sb song 1662-1655cm™ va 1272-1264cm’™ twong ing.
Cac tin hiéu hép thu amit II va III dugc gan cho dao dong kéo dai cua C—-N va N-H
ctia mach bén peptit protein trong khoang 1480-1575 cm™! va 1200 dén 1400 tuong
ung. So sanh phd FTIR ctia protein déu lupin tu nhién voi mau duoc xtr ly siéu dm &
38W/cm?/40 phut trén dai amit I, cho thay su dich chuyén nhe céc dinh trén sO song
tir 1661 dén 1665cm’!. Didu nay c6 thé lién quan dén sy thay dbi cau truc chudi xoén
kép o thanh chu tric tAm B do su bién tinh va su két tu protein ma xac nhén cac phat
hién tiém nang vé ¢& hat va dién thé zeta. Ngoai ra, trong vung amit I, protein dau
lupin duge xtr y bing siéu Am thé hién su gia tang vé d hap thu tin hiéu ¢ 1618cm™
(Fig. 5a) Ima 14 bing chimg & rét hon vé sy hinh thanh céu tric tam 3 duge két tu ctia

protein. Fig. 5a thé hién dich c6 dic protein dau lupin duoc xir ly béng siéu am c6 dinh
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amit I rong hon & 1635¢m™ so véi dich ¢6 dac protein déu lupin khong dugc xur 1y, ma
no6 duge cho la tao thanh tam P phan song song. Diu nay c6 thé khang dinh rang viéc
xit 1y sidu 4m tao diéu kién thuan loi cho viéc dudi nép gap protein va phd v& céu hinh
cta protein dau lupin. Phd FTIR trén ving amit IT & 1530, 1538, 1555 va 1570 cm!
chi ra cc dinh bi mét sau khi xir 1y sidu am. Mt khac, pho FTIR ctia protein dau lupin
trén vong amit 1T gitta 1250-1230 cm’! (Fig. 5b) chi ra sy tao thanh cac dinh mdi sau
khi xt Iy siéu 4m, didu nay 6 thé 1a do sy hinh thanh céc két tu méi, tao ra céc hat 16n

hon.

1.4.8 Pién di trén gel natri dodexyl sulfat-polyacrylamit (Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis - SDS-PAGE)

SDS-PAGE cua protein dau lupin thé hién profile dién hinh cta cac dudi don
vi protein d4u lupin chinh 12 a conglutin (11S globulin) va B conglutin (7S globulin).
So sanh cac mAu dién di ctia protein dau lupin tu nhién voi protein dau lupin duoc xur
I§ bing siéu Am cho thdy khong c6 su thay dbi chinh vé mau SDS-PAGE protein déu
lupin, diéu nay goiy rang siéu am khong bién dbi cAu tric bac nhit ctia protein dau
lupin hoac lién két ngang di-sulfua gifra cac phan tir va goi y rang cac lién két khong
cong hoa tri nhu tuong tac tinh dién va ky nude kidm ché cac két tu protein ddu lupin

méi duoc hinh thanh.
1.4.9 Cdc déic tinh luu bién

Thiét bi do Iwu bién tmg suat dugc didu chinh dugc str dung dé gidm sat su phat
trién clu tric protein dau lupin trong sudt qua trinh hinh thanh gel tir dich c6 dac
protein dau lupin. Tt Fig. 6, da quan sat dugc rang cac mau duge xu ly siéu am c6 mod
dun dan hdi (G') cao hon méu lupin khéng dugce xir Iy, ma n6 chi ra kha nang protein
déu lupin tao thanh mang lu6i gel sau khi xir Iy siéu am. Mau siéu 4m bét dau phat
trién két céu sau 500 gidy (40°C), trong khi mau khong xu ly bat ddu phat trién ket
cAu sau 1750 gidy (70°C). Didu nay ¢6 thé duoc nhan thiy bang cach tang gia tri G'
do sy hinh thanh két tu protein, xdc nhan réng viéc xu Iy siéu 4m lam cai bién cau tric
protein bang cach lam dudi mét sb polypeptit, tao diéu kién thuan loi cho cac tuong
téc gitta cac phan tir do viéc lam giam d6 pH do cac san pham thiy phan GDL dan dén

Jam giam luc tinh dién ddy nhau giita cc protein lién ké trong dich c6 dac protein déu
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lupin. Viée gitt thé phan tan protein dau lupin & 95°C trong 20 phut (Fig. 7) dan dén
su gia tang nhe nhung 6n dinh cta G' dbi v&i cac mau khong xir ly. Mat khéc, cac mau
siéu Am thé hién su giam G' mot chut tir 800 Pa dén 700 Pa sau 1000 gidy, diéu nay 1
do su x&o tron lién két hydro va sy hinh thanh tuong tac ky nudc. Tuy nhién, so vGi
mAu khong xtr 1y, cdc mau duge xi ly siéu am c6 G' cao hon dbi véi cing mot lugng
gia nhiét. Didu ndy xac nhan rang viéc xtt Iy siéu am lam giam d6 n dinh nhiét protein
dau lupin. Ngay khi lam lanh (Fig. 8) mau duge xur 1y siéu am thé hién gia tri G' cao
hon méu khéng xi Iy. Cac mAu duge xt Iy siéu am dat dén gid tri cuc dai 1a 4200 Pa
& 25°C, trong khi mau khdng xu ly dat gia tri cuc dai 1a 1600Pa 6 25 °C. Céac dac tinh
ctia gel dugce tao thanh tir dich ¢6 dac protein dau lupin da dugc xtr ly si€u am thé hién
mang ludi gel manh hon gibng nhur duge hinh thanh théng qua cac nhém co hoat tinh
duoc boc 10 mdi day trén mach bén polypeptit do do 4n dinh nhiét cta protein dau
lupin 1a gidm (ching han lam ting ty 1€ tam p). Luuy rang su thay db6i vé c& hat protein
dau lupin, dién thé zeta va DSC sau khi xir Iy siéu am ¢6 anh huong dén cac dic tinh
d6 nh6t dan hdi ciia né. Viée gia ting c& hat v6i luc ddy thap dan dén protein dau lupin
c6 thé phat trién mang lu6i gel nhanh hon mAu lupin khong duge xu 1y. Ngoai ra, do
4n dinh nhiét ctia protein dau lupin giam giup thic dAy cac qua trinh dudi nép ghp va

két tu cta protein nhanh hon protein dau lupin tu nhién
1.5 Két lugn

Viée xit Iy siéu 4m & cuong do cao 1am thay d6i dang ké do bén gel protein ddu
lupin, WHC, céc déc tinh li€én quan dén do nhat gel (G') d6 hoa tan protein, c¢& hat va
dién thé zeta. Viéc siéu 4m & cudmg do cao tao ra cai bién nhé dbi voi cau tric bac hai
ctia protein dau lupin nhu duge xac nhan bdi quang ph6 FTIR. Ngoai ra, viéc xtr ly
siéu Am tao ra su giam cac dic tinh nhiét cta protein dau lupin. Két qua dién di SDS-
PAGE cho thy khong c6 su thay dbi dbi véi khédi luwong phan tir ctia cc duoi don vi
protein dau lupin chinh. Lan d4u tién ddi véi lupin, viée xtt Iy siéu am ¢ cuong do cao
thé hién tiém nang 16n dbi véi viée cai thién cac thude tinh chat lugng gel protein dau
lupin (do bén gel, WHC, d6 hoa tan, va cac ddc tinh do nhét (m6 dun dan hdi G'). Viée
cai thién céc dic tinh cong nghé-chirc nang cua dau lupin ngot Uc ¢6 thé cho phép st

dung protein dau lupin lam ngudn protein thuc vat trong cong nghiép thuc pham nhu
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mdt thanh phan thue pham, ma né c6 thé dap ung duge yéu cAu cha ngudi tiéu ding
vé céc san pham thay thé thuc pham lanh manh va céc yéu cau trong ché bién thuc

pham.
Vidu2
2.1 Vatliéu
Hat d4u lupin duoc diéu ché theo phan 1.1. trong vi du 1.
2.2 Phwong phdp
2.2.1 Diéu ché dich ¢6 ddc protein ddu lupin
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upin duge dieu ché theo phan 1.2.1 frong vi du 1.

2.2.2 Xdic dinh cdc yéu t6 diéu chinh kha nang cua gel protein ddu lupin bdng cdch st

dung qud trinh xi Iy siéu dm trong cdc diéu kién gel dinh hinh lanh.

Nam yéu t6 doc lap voi 257 thiét ké thi nghiém thira s6 hai mite riéng phén
dugc chon dé xac dinh anh huéng ctia chung dén chat lwong gel dé xéc dinh anh huong
clia cac bién doc 1ap: thoi gian xtt ly siéu 4m (USt) (phut), cudong do xur ly siéu am
(USI) (W/cm?), nhiét d6 xtr Iy nhiét (TT) (°C), thoi gian xr ly nhiét (Tt) (phut) va do
pH 1én do bén gel dich c6 dic protein dau lupin (g), kha ning gitt nudc % va hiéu suat
gel (%) bang cach st dung phin mém Design Expert phién ban 11. Phén mém Design
Expert dugce st dung dé tao ra céc 1an chay thir nghiém (bang 4) bang cach sut dung
céc gi4 tri cuc tidu va gia tri cuc dai clia céc bién doc 1ap.

Bang 4 Céc bien doc lap thira so véi cac gia trl thuc té va dugc ma hoa

Gia tri thuc

Gia tri dwgc ma hoa

Yeuto Bien doclap bonvi 1gigisy Téida  Téithidu Téida
A Thoi gian xur ly siéu  phut 2 20 -1 1,0

am (USt)
B Cong sudt xu ly sieu  W/em? 11 38 -1 +1

am (USp)
C Nhiét d6 xu Iy nhiét °C 75 95 -1 +1

(TT)

27

27/41



52611

D Thoi gian x1r Iy nhiét  phut 20 60 -1 +1
(TH)
E Do pH bopH 45 5,5 -1 +1

2.2.3 Diéu ché gel protein ddu lupin

Dung dich protein dau lupin 10% (w/w) duge diéu ché theo phan 1.2.2. trong
vi du 1. Thé phan tan dich ¢6 dac protein dau lupin 10% (w/w) dugc diéu ché bang
cach st dung nude da duoc loai ion va duge khudy trong 1h & nhiét d¢ trong phong.
Tiép theo, dung dich protein duge gitt & 4 °C qua dém dé hoan tit viéc hydrat héa
protein. Do pH dwoc diéu chinh dén 7+/- 0,1 bing céch sir dung 0,1M NaOH hogc
HCI truéc khi xir 1y siéu dm & cuong do cao.

2.2.4 Xur Iy siéu dm ¢ cuong do cao

Viée xtt ly siéu &m & cuong do cao dugce thuc hién bang cach sir dung thiét bi
xtr Iy siéu 4m model VCX 600 (Sonics & Materials Inc, USA) v6i bo chuyén doi
model CV26 va diu do titan 13mm dé siéu 4am 20 ml dung dich tir dich c6 déc protein
déu lupin 10% (w/w) trong 2 phut hoac 20 phut tuy thudc vao gi6i han chay. Dung
dich tir dich ¢6 dic protein dau lupin duge si€u &m trong cdc bése thuy tinh thanh kép
duoc 14p véi thiét bi lam lanh dé gift nhiét d6 mau dudi 35°C trong qua trinh xir ly
sidu am. Sau khi xt 1y siéu 4m mAu dugc chuyén dén do chira thity tinh dung tich 60ml
c6 duong kinh 40mm. Cong sudt va cuong do ctia qua trinh xr ly siéu am la 1 1W/cm?,
17W/ecm?2 va 38W/em? & bién dd 10%, 20% va 40%, twong tng, nhur dugc md ta trong
phan 1.2.3.1 trong vi du

2.2.5 Nghién ciru b6 sung glucono-é-lacton (GDL)

0.5% hoc 1% (w/v) GDL duoc bd sung vao thé phan tan dich ¢b dac protein
d4u lupin dé thu dugc do pH cudi bang khoang 5,5 va 4,5 tuong tng.

2.2.6 Su gel hoa gay ra boi axit

Luong bot GDL can thiét duge bd sung 2 phut trude khi xir ly nhiét (phan
2.2.7). GDL s& thity phan cham thanh axit gluconic va lam giam d6 pH dén gia tri yéu
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cau tiry thudc vao gi6i han chay. T4t ca cac mau duoc tron trude khi xir 1y nhiét bang
céch st dung thiét bi tron xody.
2.2.7 Xk ly nhiét

Dung dich chira dich c6 dac protein ddu lupin dd duogc siéu am (da dugc cai
bién) dwoc xur Iy & 75 °C hogc 95 °C trong 20 phut hoac 60 phut (Bang 4). Sau khi gia
nhiét, dung dich chtta dich ¢6 dac protein dau lupin da duoc cai bién duoc 1am lanh
dén nhiét do trong phong dé tao ra gel, sau d6 duogc gitt ¢ 4 °C trong 24h dé gel can
bang trude khi phén tich.
2.2.8 Xdc dinh d6 bén gel lupin

Do bén gel duoc xac dinh theo phﬁn 1.2.6 trong vidu 1.
2.2.9 Xdc dinh kha nang giit nuoc (WHC)

Thir nghiém WHC dugc tién hanh theo phan 1.2.7 trong vi du 1.
2.2.10 Xdc dinh hiéu sudt gel

Sau khi gel lupin dugc tao thanh, luong nuée tu do khong gan két duge loai bo
cAn than bang cach cho gidy loc tiép xuc v6i luong nude tu do khong gén két can than
dé khong loai bo nuée khéi gel. Hidu sudt gel 1a chénh léch giita khoi lugng mau gel
sach (sau khi loai bo nude t do) v6i khdi lugng mau ban dau. Cac mau gel duoc can
chinh x4c sau khi loai bé nudce tu do. Hiéu suét gel duoc tinh toan theo phuong trinh
dudi day:

Hiéu sut gel = (Wg/Wt) *100

Trong d6 Wg la khéi lwrong mau gel tinh bang gam sau khi loai bo nude khong
gén két va 7 1a khdi lugng tinh bang gam cua dung dich protein dau lupin duoc cai
bién gbc bao gdm ca khéi lwong ctia GDL duge bb sung.
2.3 Phuong phadp phdn tich thong ké

T4t ca céc két qua dugc biéu thi & dang gid tri trung binh % d9 1éch chuén. Phén
mém chuyén gia thiét ké (V'11) (Minneapolis, USA) dugc st dung dé tao ra m6 hinh
va phan tich két qua (Montgomery, 2017). Thir nghiém phuong sai mot yéu t6 - One-
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way ANOVA va thir nghiém Tukey duogc st dung dé so sanh két qua trén timg két qua
ctia bién phu thudc. MOi twong quan Pearson gifta cac yéu t6 phu thudc dugc phén tich
bing cach st dung phuong phap thong ké SPSS (V23, SPSS Inc., Chicago, Illinois,
uUs).

2.4 Két quad va ban ludn
2.4.1 Anh huéng ciia cdc bién déc lap lén do bén gel protein dau lupin

Do bén gel 1a mot dic tinh quan trong nhit cua gel dé str dung lam nguyén liéu
an dugc. Do bén gel tir dich ¢6 dic protein déu lupin nam trong khoang tir 11g-215g
(Bang 5) ty thudc vao cac diéu kién duoc st dung dé tao thanh gel. M6 hinh nay chi
ra rang, d6 bén gel bi anh huéng dang ké (p<0,05) boi TT, USt va USp (Bang 3).
Ngoai ra, Tt thé hién téc dung tich cuc dbi véi d6 bén gel lupin nhung khong déng ké
(p<0,05). Di bao céo rang USt < 20 phut Ust co thé cai thién do bén gel do su bién
tinh protein va sw phoi sang cia cac nhom protein c6 hoat tinh ma n6 cai thién kha
ning tao thanh céc lién két ngang gitta cdc phan tir & protein dau twong va gel protein
whey, diéu nay la phit hop voi két qua hién thoi. Nguoc lai, USt kéo dai > (40 phut)
¢6 anh huong tiéu cuc dén do bén gel protein dau twong. Tuy nhién, gel protein dau
lupin thé hién do bén gel cao hon céc gel duoc tao thanh tir thé ¢6 I4p protein dau
twong sau khi x Iy sidu 4m (~50,9g). Phén tich nhan t5 chi ra rang d6 pH c6 anh
huong tiéu cuc dén do bén gel lupin. D4 bao céo rang viéc giam do pH dén diém gan
diém dang dién sé 1am tang do bén gel do su giam lyuc day va su gia ting két tu protein.
Tuy nhién, anh huéng cua do pH la khong dang ké (p<0,05) dbi v6i vi du hién thoi.
Chua ¢6 nghién ctru ndo tap trung vao dac tinh gel hoa lupin trong qua trinh xur ly gel
dinh hinh lanh va/hodc xur ly si€u am dé protein déu twong c6 1ap va protein whey

duoc str dung lam mau tham chiéu so sanh.

2.5 Anh huong ciia cdc bién doc 1dp doi véi kha néng gidk nuée (WHC) va hi¢u sudt

gel cua gel protein dau lupin

X ly siéu &m gitp cai thién dang ké WHC cua gel lupin (p<0,05), xem bang
5. Phén tich nhan t6 ANOVA chi ra ring WHC ctia gel lupin chiu anh huéng boi USt,
USp va TT (Bang 5). Cac két qua nay phu hop véi cac két qua tir thé c6 1ap protein
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d4u tuong, dau xanh va whey sau khi xtr ly siéu am. Da b4o céo ring viéc xu ly siéu
am trong 20 phut cai thién dang ké WHC cua protein dau lupin nhung viéc tang thoi
gian xu ly siéu am dén 40 phut khong gitp cai thien WHC cua protein whey. Nguoc
lai, viéc tang USt trong nhiéu hon 20 phut 1am gidm WHC cta gel protein dau lupin.
Viéc cai bién cAu tric protein, ¢& hat protein, tao diéu kién cho viéc dudi nép gép
protein, va dé 16 ra cac nhoém ky nudc, co thé tao ra mang ludi gel lién két ngang chat
ché vi vdy cai thién WHC. Ngoai ra, viéc giam luc dAy bang cach giam d6 pH gitip
tao ra mang lugi protein day déc hon nho su tao thanh cac twong tac ky nudc, ma cé
thé bﬁy nude (Kohyama, Sano, & Doi, 1995; Puppo, Lupano, & Afion, 1995). Tuong
quan Pearson chung t6 ¢6 mdi lién hé tich cuc 18 rét (R=0,799**, P=0,01) gilta do bén
gel va kha nang giit nudc. Mang ludi gel manh va chic c6 thé bay nhiéu nuéc hon do

cAu tric bén ngay ca khi ly tim manh so v6i mang lu6i gel yéu.

Bang 5 Cac yéu t6 doc 14p va phu thudc v6i cac gia tri thyc ctia ching trong thiét ké

thir nghiém nhén t6.
Chay Gia tri thuc cia cic bién Cic yéu t6 dap tmg
A B C D E Dobéngel WHC Hiéu  suét
gel
phit W/em? °C thoi Do g % %

gian pH

1 20 38 95 20 4,5 215,00+5,66k 71,71£0,12; 97,29+0,12b
2 20 38 95 60 5,5 210,67+4,24k 61,63+0,69i 96,96+0,06b
3 2 11 95 20 4,5 29,00+1,41bc 50,93+0,18efg 96,66+0,18b
4 2 11 95 60 5,5 50,33+424e  50,35+0,77efg 96,08+0,69b
5 20 10 75 20 4,5 39,67+2,83d  43,69+0,14cde 95,66+0,33b

6 20 38 75 20 5,5 37,33+2,12cd  43,7+0,8cde 96,79+0,54b
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7 2 38 75 60 5,5 25,67+141b  4239+1,13cd  93,34+0,7b
8 2 38 95 20 5,5 82,67+£2,12h  52,65+1,14fgh 97,45+0,5b
9 20 11 95 20 5,5 170,67+0,71j 5839+1,52hi  97,16+0,8b
10 20 11 95 60 4,5 119,67+2,12i 50,08+1,04efg 94,17+0,96b
11 2 11 75 60 4,5 24,00+0,71b  37,24+0,86bc  96,91+0,86b
12 2 38 95 60 4,5 66,00+1,41g 55,7240,97ghi 85,21+0,41a
13 2 11 75 20 5,5 11,00£1,41a 22,21+0,38a 84,04+0,32a
14 20 38 75 60 4,5 60,67+1,41fg 53,44+1,1fgh  97,36+0,47b
15 2 38 75 20 4,5 24,00£1,41b  30,04+1,12b 97,69+0,25b

16 20 11 75 60 5,5 56,00£2,12ef 47,48+1,34def 97,33+0,7b

Céc gia tri trung binh véi cac chir cai khac nhau trong cung mot cot chi ra chénh

1éch ¢6 nghia (P <0,05).

Hiéu suét gel cua dich ¢6 dac protein dau lupin duge cai bién da dugc cai thién
déng ké (p<0,05) sau khi xir Iy siéu 4m. Hiéu suét gel t5i da thudc 1an chay 1 (bang )
& 97,17% cao hon dang ké so voi 84,6% & lan chay 13 (bang 5). Phan tich nhan t6 chi
ra rang USt 1a yéu t6 quan trong nhit 4nh huéng dén qua trinh tong hop gel tir dich c6
dic protein dau lupin (bang 5). Két qua nay c6 thé 1a do su thay doi ¢ hat protein va
cAu trac hinh dang protein (Arzeni et al., 2012; Hu et al., 2015; Jambrak et al., 2009).
Negoai ra, md hinh phan tich nhan t6 chi ra rang viéc gia tang gi tri d pH anh huong
tiéu cwe dén hidu suét gel, do khi d6 pH & xa diém dang dién, lyc day cao dan dén ton
thit trong mang lu6i gel va cudi cing 1a mat nu6e. Tuy nhién, phan tich ANOVA chi
ra ring anh huong ctia pH do 1a khong dang ké d6i voi vi du hién thoi. Phan tich twong
quan Pearson cho thiy twong tac tich cyc nhung khong dang ké (R=0,264, P=0,05) va
(R=0,341, P=0,05) giita [hiéu sudt gel]:[d6 bén gel], va [hiéu suét gel]:[WHC], tuong

tng. Su két hop nudce tir mang ludi gel protein dau lupin chu yéu phu thudc vao kha
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nang protein gén két cac phan tir nude théng qua cic twong tac ky nuGce nhu céc lién
két hydro. Tuy nhién, mang lu6i gel protein dau lupin thé hién hiéu suét gel co thé so

sanh duoc v6i hiéu suat gel tir protein ddu twong va whey.

Bang 5 Phén tich ANOVA dbi v6i md hinh thira s6 riéng phan vé su thay déi tang dan

ctia m&i dap émg. MAu trang chi ra két qua khong dang keé.

Dép ting MBb hinh USt USp TT Tt DopH

D6 bén gel F 46,32 80,97 10,70 100,76

P <0,0001 <0,0001 0,0084 <0,0001

WHC F 16,21 13,79 4,56 30,27

P 0,0002 0,0030 . 0,0541 0,0001

Hiéusudtgel F 24,53 26,85

P <0,0001  0,0008

2.3 Két ludn

Phaén tich thira s§ duoc sit dung dé khao sat anh hudng cta thoi gian xu ly siéu
am (USt) (phtit), cong suét xir Iy siéu am (USp) (W/cm?), nhiét do xir Iy nhiét (TT)
(°C), thoi gian xi Iy nhiét (Tt) (phat) va do pH dén do bén gel protein dau lupin, kha
ndng gitt nude va hiéu suat gel. M hinh chi ra ring cac dac tinh gel protein ddu lupin

chiu anh huong déng ké boi tac dung ctia cc bién doc 1ap USt, USp va TT.

Trong cac yéu cau bao ho sau dy va trong phan md ta trén déy, ngoai trlir & noi
ma nglt canh yéu cau, hodc theo cach khac, dé thé hién ngdn ngit hodc am chi can
thiét, tir “bao gdbm” hogc céac bién thé nhu “gdom” hodc “g6m c6” dugc st dung theo
nghia khong loai trir, tirc 1a dé chi rd su c6 mit cua d4u hiéu duoc tuyén bd nhung
khong loai trir sy ¢6 mat hodc viéc bb sung clia cac dAu hiéu khac trong cac phuong
an khac.

Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc hidu r3 rang nhiéu cai bién c6 thé

duoc tao ra ma khong di chéch khdi tinh than va pham vi clia sang ché.

33



52611

YEU CAU BAO HO
1. Phwong phap tao ra nguyén liéu protein chira protein dau lupin di dugc cai bién c6
d6 6n dinh nhiét giam so v6i protein ddu lupin chua duge cai bién, phwong phép nay

bao gom:

tao ra dung dich chtra dich ¢6 déc protein dau lupin, trong dé dich ¢6 dac protein
d4u lupin nay c6 4o tinh khiét > 65%;

cho séng sidu &m cudng dd cao di qua dung dich chura dich ¢6 dac protein dau
lupin theo cach dé tao thanh protein dau lupin dugc cai bién, trong d6 dung dich chira
dich ¢6 dic protein ddu lupin nay c6 do pH xép xi 7,0 khi duoc dua di xtr ly béng song
siéu am; va

thu hdi protein dau lupin dugc cai bién.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 protein dau lupin duoc cai bién c6 ty 1¢ tam B

tang so v6i protein ddu lupin chua dugce cai bién.

3. Phuong phép theo diém 1 hodc 2, trong d6 séng siéu 4m cudng dd cao co tan s6

20kHz va cong suat nam trong khoang tir khoang 5W/em? dén khoang 50W/cm?.

4. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong dé nhiét do cua
dung dich chtra dich ¢6 ddc protein dau lupin dugc duy tri dudi khoang 35 °C khi dugc
dua di xir 1y bang séng siéu &m cudng do cao.

5. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 dung dich
chira dich ¢6 dic protein déu lupin dugc dua di xtr Iy bang séng siéu &m cuong do cao
trong khoang thoi gian 60 phut hodc ngén hon.

6. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 5, trong d6 dung dich
chira dich ¢6 dic protein d4u lupin c6 nong dd protein bang khoang 10% (w/w).

7. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 6, con bao gdbm bude tinh
ché dé tinh ché dung dich chira dich c6 dic protein du lupin va/hodc dé tinh ché
protein déu lupin dugc cai bién.

8. Phuong phép theo diém bt ky trong sb cic diém tir 1 dén 7, trong d6 sau khi tao

thanh protein d4u lupin duoc cai bién, phuong phap nay con bao gbm:
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didu chinh do pH cta dung dich chira protein ddu lupin dugc cai bién dén diém

dang dién ctia protein ddu lupin dugc cai bién; va

gia nhiét dung dich chira protein dau lupin duoc cai bién dén nhiét d6 gdy ra sw
két tu ciia protein dau lupin doc ci bién va sau d6 1am lanh dung dich chira protein

d4u lupin duge céi bién dé tao ra gel.
9. Phuong phap theo diém 8, trong d6 diém déng dién xap xi d6 pH 4,5.

10. Phuong phap theo diém 8 hodc 9, trong d6 dung dich chira protein dau lupin duoc

cai bién duoc gia nhiét trén 70 °C.

11. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 8 dén 10, trong d6 dung dich
chita protein dau lupin duge cai bién dugc duy tri & nhiét do gy ra su két tu clia lupin

duge cai bién trong 60 phut hodc ngan hon.

12. Phuong phap theo diém bt ky trong sb cac diém tir 8 dén 11, trong d6, sau khi gia
nhiét dung dich chira lupin dugc cai bién dén nhiét do gdy ra sy két tu, dung dich chia
protein dau lupin dugc cai bién duge lam lanh dén nhiét d6 trong phong dé tao thanh

gel.

13. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 8 dén 12, con bao gom bude
tao dung dich protein dau lupin dugc cai bién trude khi didu chinh d6 pH cua dung
dich chira protein dau lupin duoc cai bién dén diém ding dién ctia protein déu lupin

dugc cai bién.

14. Phuong phap theo diém bat ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 protein déu
lupin duogc cai bién duge thu hoi & dang bat.

15. Phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 14, trong d6 protein ddu
lupin duoc cai bién duoc thu hdi & dang thé ¢6 1ap protein ddu lupin dugc cai bién.
16. Nguyén liéu protein chta protein dau lupin da dugc cai bién duoc tao ra biang cach
str dung phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 15.

17. Nguyén liéu protein chtta protein déu lupin da dugc cai bién, protein ddu lupin
dwoc cai bién c6 do én dinh nhiét giam so v6i protein dau lupin chua dugc céi bién,

trong do6 protein dau lupin duge cai bién duoc tao thanh béng cach dua dich co dac
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protein dau lupin chua dwoc cai bién c6 do tinh khiét > 65% va do pH xap xi 7,0 di xir

ly bang séng siéu am cuong do cao.

18. Nguyén liéu protein theo diém 17, trong do6 protein dau lupin dugc cai bién c6 ty

16 tAm B tang so v&i protein dau lupin chua duoc ci bién.
19. Nguyén liéu protein theo diém 17 hoac 18, trong d6 do tinh khiét >70%.

20. Nguyén lidu protein theo diém bét ky trong sb cac diém tix 17 dén 19, trong d6

protein dau lupin dugc cai bién 1a thé co 1ap.

21. Nguyén liéu protein theo diém bat ky trong s cac diém tix 17 dén 20, trong d6

nguyén liéu protein & dang bot.

22. Nguyén liéu protein theo diém bat ky trong s cac diém tix 17 dén 10, trong d6

nguyén liéu protein & dang gel.

23. Nguyén liéu protein theo diém 22, trong d6 gel c6 s6 Bloom nam trong khoang tr

khoang 20 dén khoang 220.

24. Nguyén liéu protein theo diém 22 hoic 23, trong d6 gel c6 kha nang giilt nudce nam

trong khoang tir khoang 20% dén khoang 75%.

25. Neuyén liéu protein theo diém bt ky trong sb cac diém tir 22 dén 24, trong d6 gel
1a gel dinh hinh lanh.

26. Ché phim chira nguyén liéu protein theo diém bt ky trong sb cac diém tir 16 dén

25.

27. San phdm thuc phdm chita nguyén liéu protein theo diém bét ky trong s6 cac diém

tir 16 dén 25.
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