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Linh vuc ky thuat dwoe dé cap

Séng ché @& cap dén phuong phép xir Iy san phim dét ¢é lam bién mau san
phim nay, dic biét 1a & vai s¢i xenluloza nhudm mau nhur vai bong chéo (denim), bing

peroxidaza, ngudn hydro peroxit va chét trung gian.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Hién nay, da biét ro viéc sir dung enzym dé xir 1y san phdm dét. Amylaza dugc
sir dung dé giii hd va xenlulaza duge str dung dé 1am mai xudce. Cac enzym nhu lacaza
hodc perhydrolaza con dugc ap dyng trong qua trinh xr ly sén phim dét dé lam bién

mau, thay cho viéc xit 1y tiy tréng bing phuong phép héa hoc doc hai.

WO 96/12845 md ta quy trinh dé tao ra vé bén ngoai dugc tiy tring vé mat do
mau cia bé mit vai soi dd dugc nhudm, quy trinh nay bao gém bude cho vai sgi da
nhudm tiép xtic véi hé enzym oxy hoa phenol, nhu lacaza ciing v6i oxy va tac nhin
lam ting mau (chét trung gian) trong moi trudong nude.

W099/34054 m6 ta quy trinh loai bd thubc nhudm du ra khoi vai soi da
nhudm bé‘tng nudc rira chtra it nhit mot chit peroxit hoa, tdc nhan oxit hoa va it nhét
mdt chét trung gian, nhu chét 16ng chtra peroxidaza, hydro peroxit hoa va chét trung
gian nhu 1-hydroxy-benzotriazol.

WO 2011/025861 mo ta ché phdm va phuong phap dé mai xudc bing enzym
va lam bién mau san phim dét ¢ nhudm mau bang perhydrolaza.

Ban chét ky thuit cia sang ché

Muc dich cta sang ché 14 d& cip dén ché phdm va phuong phép xir ly sin
phim dét.

Theo mot khia canh, sang ché d& dé xuét ché phim, ché pham nay chua

peroxidaza, ngudn hydro peroxit va chét trung gian c6 cdng thirc héa hoc:
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U2

trong d6, Ul, U2 va U3 la giéng nhau hodc khac nhau va la O, S hodc NOH; va R1 va
R2 14 gidng nhau hozc khac nhau va 12 hydro, hydroxyl, formyl, carbamoyl hodc gbe
sulfono, este hodc mubi cua géc sulfono, sulfamoyl, nitro, nitroso, amino, Xyano,

phenyl, benzyl C;-C4-alkyl, C;-C4-alkoxy, C;-Cy-carbonyl, hodc carbonyl-C;-Cy-alkyl.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuit phuong phép xir Iy san pham dét, trong
d6 phuong phap nay bao gdm bude cho san phim dét tiép xuc véi peroxidaza, ngudn

hydro peroxit va chét trung gian, trong do, chét trung gian c6 cong thirc héa hoc:

trong d6, Ul, U2 va U3 la giéng nhau hodc khac nhau va l1a O, S hoac NOH; va R1 va
R2 14 gidng nhau hoic khic nhau va 1a hydro, hydroxyl, formyl, carbamoyl hogc gbe
sulfono, este hodc mubi cia géc sulfono, sulfamoyl, nitro, nitroso, amino, Xyano,

phenyl, benzyl C;-C4-alkyl, C;-C4-alkoxy, C;-C4-carbonyl, hodc carbonyl-C;-Cy-alkyl.

Theo mdt sO phuong an, phwong phép cia sang ché gy ra sy bién mau & san
pham dét. Sy bién mau dugc chon tir it nhat mot trong s6 cac tac dung sau day: lam
sang mau, thay doi mau, thay doi sdc thai mau, gidm sy ldng nguoc/nhudém mau nguoc

va ty tréng.

Theo mot s& phwong an, phuong phap xtt Iy san phdm dét trong dung dich
nude bao gdm cac budc: (a) cho san pham dét tiép xtic véi xenlulaza dé lam mai xuéce
san phdm dét; (b) cho san pham dét tiép xtc v&i peroxidaza, ngudn hydro peroxit va
chit trung gian d& 1am bién mau ciia san phdm dét. Theo mdt sé phuong 4n, gitta budc

(a) va bude (b), c6 mot bude giit. Theo mdt sé phuong an, bude (a) va bude (b) duoc
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thuc hién trong mot thung duy nhét ma khéng c6 budc giit xen vao. Theo mot s6
phuong an, budc (a) va bude (b) duoc thuc hién lién tuc hodc dﬁ‘)ng thoi trong cung
mot thung. Theo mot sb phuong an, budc (a) va budce (b) duoc thue hién lién tuc trong

thung duy nhét, trong d6, budc (a) dwgc thuc hién trude budce (b).

Theo mot sé phuong 4n, bude (a) dugc thuc hién trude bude gil hd bing
enzym. Theo mot sd phuong an, budc gifl hd bang enzym c6 thé dugc thuc hién trong
cung mot thung vdi bude (a). Theo mot s6 phuong an, budc giti hd bang enzym duge
thue hién lién tuc hodc ddng thoi trong cling mdt thung véi budce (a) va budce (b). Theo
mdt sb phwong 4n, bude giii hd bing enzym duge thyc hién lién tuc trong cing mot
thung véi bude (a) va bude (b), trong d6, trinh ty cta cdc bude 1a budce gil hd bing
enzym, budc (a) va bude (b). Theo mot sb phwong an, budc giti hd bing enzym dugc
thuc hién trong mot thung, roi dén budce loc rira va bude (a) va bude (b) duge thuc
hién trong cing mgt thung.

Theo mdt sb phuong 4n, enzym peroxidaza c6 thé 1a Coprinus cinereus
peroxidaza hodc peroxidaza dau tuong.

Theo mot sb phuong an, san phém dét 1a san phém dét da nhudm. Theo mdt sb
phuong 4n, san phém dét d3 nhudm la vai sgi da nhudm. Theo mdt sb phuong én, san
phém dét d3 nhudm la vai bong chéo. Theo mdt sb phuong an, thudc nhudom 1a thube
nhudm mau cham. Theo mét sé phwong 4n, thudc nhudm 13 thude nhudm Iuu huynh.

Theo mét sb phuong an, phwong phép xit Iy san phim dét 12 phuong phép san
xuét san phim dét.

Theo mot s6 phuong 4n, phuong phap hozc ché phdm theo sang ché dat duge
su bién mau trén mit trude cta san phém dét.

MO ta chi tiét sang ché

Thuat ngit “peroxidaza” bao gém viéc sir dung mdt hodc nhiéu peroxidaza.
Thuét ngit “budc” cia phuwong phép tic 1a it nhit mot buée vand c6thé1a 1,2, 3,4, 5
hozc tham chi nhidu hon 5 budc clia phuong phap.

Nhu dugce st dung trong sang ché nay, thuat ngit “lién tuc” 14 chi nhiéu budc

xir ly bang enzym vai dét, tic 12 bude xir Iy bing enzym chi dinh thir hai dwoc thue
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hién sau khi budc xir Iy bing enzym chi dinh thtr nhat dugc thuc hién. Cac bude xtr Iy
lién tuc c6 thé dugc tach riéng bing cac bude giit xen vao. Khi dugc x4c dinh, cic
bude xir Iy bing enzym lién tuc c6 thé duoc thuc hién “trong ciing mot thing”, tirc 1a
gin nhu trong ciing mot mdi trudong 16ng ma khong c¢6 bude gidt xen vao. Viée xit ly
lién tuc trong mot thing duy nhét c6 thé bao gdm budc diéu chinh do pH, diéu chinh
nhiét d6 va/hodc thém mubi, chit hoat hoa, chét trung gian va cac chét tuong tu khac,

nhung khong bao gdbm nudec rura.

Nhu duoge sit dung trong sang ché nay, thuat ngit “dong thoi” 1a dé chi nhiéu
bude xir Iy vai dét bing enzym, tirc 1a bude xir Iy bang enzym chi dinh thir hai dugc
thuc hién tai cing thoi diém (ttc 13, it nhat 1a tring khit véi nhau) véi bude xir Iy bang
enzym chi dinh thir nhat. Cac budc xtr ly bang enzym ddng thoi nhat thiét phai dwoc

thuc hién “trong cing mdt thung” ma khong c6 budc gidt xen vao.
Enzym peroxidaza

S8 EC ¢6 thé duoc str dung trong viéc phan loai enzym. Tham khdo tai li¢u:
the Recommendations of the Nomenclature Committee of the International Union of

Biochemistry and Molecular Biology, Academic Press Inc., 1992.

Cén phai hiéu rang, thuit ngit enzym, ciing nhu tat ca cac loai enzym va céc
nhém enzym dugc d& cap dén trong ban moé ta niy, bao gdm cac enzym loai hoang dai,
ciing nhu bién thé bit ky clia n6 ma véan giit duge hoat tinh dang duoc quan tam.
Nhitng bién thé nay c6 thé dugc tao ra bang k¥ thuat tai to hop. Enzym loai hoang dai
ciing ¢6 thé duoc tao ra bing k¥ thuat tai td hop, hodc bing cach phén l4p va tinh ché

tr nguon ty nhién.

Theo mot phuong an cu thé, enzym dang dugc quan tdm dugc tinh ché k¥, tirc
1a chi ¢c6 mot thanh phén enzym chinh 1a c6 mdt. N6 cé thé duoc suy luén, vi du béng
cach phan doan trén cot giai phong c6 c& thich hop. Enzym dugc tinh ché k§ hoc tinh
ché & mic d6 cao nay cé thé thu dugc nhu di dugc biét trong linh vuc k¥ thuét nay
va/hodic duge mod ta trong cac Cong bd lién quan dén enzym cu thé dang dugc quan

tam.
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Peroxidaza theo sing ché 1a peroxidaza enzym bao gom nhoém phén loai

enzym EC 1.11.1.7, hodc doan bAt ky dugc phan cét ra tir nd, ¢ hoat tinh peroxidaza.

Tét hon 13, peroxidaza theo sang ché 1a peroxidaza thuc vét, vi dy, peroxidaza

d4u nanh (xem SEQ ID NO:2), hodc peroxidaza tur nédm hoic vi khuén.

Mot sb loai ndm dugc wu tién bao gﬁ”)m cac chung thude vé phan nhém phu
Deuteromycotina, nhém Hyphomycetes, vi du, Fusarium, Humicola, Tricoderma,
Myrothecium, Verticillum, Arthromyces, Caldariomyces, Ulocladium, Embellisia,
Cladosporium hodc Dreschlera, cu thé 1a Fusarium oxysporum (DSM 2672), Hu-
micola insolens, Trichoderma reesei, Myrothecium verrucaria (IFO 6113), Verticillum
alboatrum, Verticillum dahlie, Arthromyces ramosus (FERM P-7754), Caldariomyces

fumago, Ulocladium chartarum, Embellisia alli hodc Dreschlera halodes.

Céc loai ndm duge vu tién khac bao gém cac ching thudc vé phén nhom phu
Basidiomycotina, nhoém Basidiomycetes, vi du, Coprinus, Phanerochaete, Coriolus
hodc Trametes, cu thé 1a Coprinus cinereus f. microsporus (IFO 8371), Coprinus
macrorhizus, Phanerochaete chrysosporium (vi du NA-12) hodc Trametes (trudc day

dugc goi la Polyporus), vi du, T. versicolor (vi du PR4 28-A).

Céc loai nam dugc uu tién khac nita bao gdm cac ching thudc vé phan nhém
phu Zygomycotina, nhdém Mycoraceae, vi du, Rhizopus hodc Mucor, cu thé 1a Mucor

hiemalis.

Mot sb loai vi khudn duoc wu tién bao g@)m cac chung thudc bd Actino-
mycetales, vi du, Streptomyces spheroides (ATTC 23965), Streptomyces

thermoviolaceus (IFO 12382) hodc Streptoverticillum verticillium ssp. verticillium.

Céac loai vi khudn dugc uvu tién khac bao gém Rhodobacter sphaeroides,
Rhodomonas palustri, Streptococcus lactis, Pseudomonas purrocinia (ATCC 15958),
Pseudomonas fluorescens (NRRL B-11) va chung Bacillus, vi du, Bacillus pumilus

(ATCC 12905) va Bacillus stearothermophilus.

Céc loai vi khuan duoc uu tién khac bao gom céc ching thude vé Myxococcus,

vi du, M. virescens.
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Peroxidaza con c6 thé 12 enzym ma c6 thé duoc tao ra bing phuong phap gom
bude nudi ciy té bao chu duge chuyén nhim béng vecto ADN tai t6 hop ma mang
trinh tvt ADN mé hoéa peroxidaza nay ciing nhu trinh tu ADN m4 héa doan chic ndng
cho phép biéu hién trinh tw ADN ma héa peroxidaza, trong moi truong nudi cdy trong
céc didu kién cho phép biéu hién peroxidaza va thu hdi peroxidaza tir moi trudng nudi

cay.

Cu thé, peroxidaza theo sang ché 1a peroxidaza c6 ngudn goc tir loai Coprinus
(con duoge goi la loai Coprinopsis), cu thé 1a C. macrorhizus hodc C. cinereus (vi du,

xem SEQ ID NO:1).

Theo phuong an dugc uu tién, peroxidaza cia phuong phap va ché phdm theo
sang ché bao gé)m ho#c chira mot trinh ty axit amin kém theo viéc thay thé, x6a bo
va/hodc dua vao mot hodc nhidu axit amin ciia polypeptit cia SEQ ID NO: 1 hogc 2,
hoic trinh ty twong dong ctia no. Tét hon 14, trinh tu twong dong it nhét 12 80%, nhu it
nhit 85%, it nhit 90% hodc it nhit 95% twong dong véi SEQ ID NO:1 hoic SEQ ID
NO:2.

DPbi véi muc dich cia séng ché, mac do tuong déng trinh tu gitta 2 trinh tu
axit amin dwoc xdc dinh bang cich sir dung thuit toan Needleman-Wunsch
(Needleman and Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453) nhu duoc cung cép trong
chuong trinh Needle ctia géi phin mém EMBOSS (EMBOSS: The European
Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet. 16: 276-
277), t6t hon 1a phién ban 3.0.0 hoiic méi hon. Céc thong sé tuy y duoc sir dung 14
“didm trir khoang tréng” 14 10, “diém trlr m& rong khoang trbng” 14 0,5 va ma tran thé
EBLOSUMBS62 (phién ban EMBOSS cia BLOSUMS62). San lugng cua Needle dugc
dénh diu 1a “do tuong déng dai nhét” (thu duoc béng cach st dung lya chon khong
ngin gon) duoc st dung lam do twong ddng tinh theo phan trim va dugc tinh toan nhu

sau:
(S6 gbe gibng nhau x 100)/(Chiéu dai doan xép thing — Téng sé khoang tréng
trong trinh tu sip xép thing)

Péi v6i muc dich cla sang ché, muc do twong dong trinh tu gitta hai trinh tu
deoxyribonucleotit dugc xéac dinh bang cach st dung thuat toan Needleman-Wunsch
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(Needleman and Wunsch, 1970, supra) nhu dugc cung clp trong chuwong trinh Needle
cia g6i phin mém EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open
Software Suite, Rice et al., 2000, supra), t6t hon 1a phién ban 3.0.0 hodc méi hon. Céc
thong sb tuy y dugce sit dung 1a “didm trir khoang tréng” 1a 10, “diém trir m& rong
khoang tréng” 1a 0,5 va ma tran thé EDNAFULL (phién ban EMBOSS cta NCBI
NUC4.4). San lugng ciia Needle dwge danh diu 1a “do twong dong dai nhat” (thu duge
bang cach st dung lya chon khong ngén gon) dugc st dung lam do twong dong tinh

theo phén trim va dugc tinh toan nhu sau:

(Deoxyribonucleotit gidng nhau x 100)/ (Chiéu dai doan xép thang — Tong 56
khoéng tréng trong trinh tu sip xép thing)

Trong sang ché, trinh tu polypeptit ctia peroxidaza c6 thé 1a su bién ddi bao
gbm thay thé, x6a bo va/hodc dua vao mot hodc nhidu axit amin cta polypeptit c6
trinh ty SEQ ID NO: 1 hodc 2, hodc trinh tu twong déng ctia né. Tét hon 14, su thay
dbi axit amin (tirc 13 thay thé, x6a bd va/hodc dua vao modt hodc nhiéu axit amin) 1a
thudc tinh chét thir yéu, ma 1a su thay thé hodc dua vao axit amin bao toan, su thay thé
hodc dua vao nay khong lam dnh hudng déng ké dén su gip nép va/hodc hoat tinh ctia
protein, sy x6a bo it, thuong la xéa bo tir 1 dén khoang 30 axit amin; kéo dai dau tan
cung amino hodc carboxyl nhd, nhu gbc methionin tin cling amino; lién két nho peptit
cla toi da khoang 20-25 géc; ho#c su kéo dai it ma tao thuén lgi cho qua trinh tinh ché
béng cach thay dbi su nap dién Iudi hodc chic nang khac, nhu duong poly-histidin,

biéu vi (epitop) khdng nguyén cua ving gin két.

Vi du vé& su thay thé bao toan ciing thudc nhém axit amin bazo (arginin, lysin
va histidin), axit amin axit (axit glutamic va axit aspartic), axit amin phin cuc
(glutamin va asparagin), axit amin ky nudc (leuxin, isoleuxin va valin), axit amin thom
(phenylalanin, tryptophan va tyrosin) va axit amin nhé (glyxin, alanin, serin, threonin
va methionin). Su thé axit amin ma khong lam thay dbi chung dén hoat tinh dic hiéu la
da biét trong linh vuc k¥ thuat ndy va dugc mo ta trong tai liéu: vi du H. Neurath va
R.L. Hill, 1979, In, The Proteins, Academic Press, New York. Nhitng thay dbi thuong
x4y ra nhét 1a Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val,
Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/Ile, Leu/Val, Ala/Glu va Asp/Gly.
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Céc axit amin can thiét trong polypeptit gbc c6 thé duge x4c dinh theo céc quy
trinh da biét trong linh vuc k§ thudt nay, nhu phat sinh dot bién truc tiép tai chd hoic
phat sinh dot bién khi quét alanin (Cunningham and Wells, 1989, Science 244: 1081-
1085). Trong cac k¥ thuat sau nay, su dot bién alanin duy nhét duoc tao ra & mdi gc
trong phan t&r va cdc phan tir dot bién tao thanh dugc thir nghiém vé hoat tinh
endoglucan dé xac dinh cac gbc axit amin ma 13 gi6i han véi hoat tinh cua phan tu.
Ciing xem tai liéu: Hilton et al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 4699-4708. Vi tri c6 hoat
tinh cia enzym hodc twong tac sinh hoc khac con ¢6 thé duge x4c dinh bang phép phan
tich vat ly vé cu trac, nhu duoc xac dinh bé‘mg cac k¥ thuédt nhu phé cong hudng tu
hat nhan, tinh thé hoc, nhidu xa dién tir hodc danh diu quang i luc, két hop véi su dot
bién cua céc axit amin tai vi tri tiép xuc giad dinh. Co thé xem tai liéu, vi du, de Vos et
al., 1992, Science 255: 306-312; Smith et al., 1992, J Mol. Biol. 224: 899-904;
Wlodaver et al., 1992, FEBS Lett. 309: 59-64. Nhan dang cua céc axit amin can thiét
con ¢6 thé dwoc suy ludn tir phan tich vé nhan dang cia polypeptit ma lién quan dén
polypeptit gdc.

Mot hodc nhiéu su thay thé, x6a boé va/hodc dua vao axit amin c6 thé duoc
thye hién va thir nghiém bang cach sir dung cac phuong phap phét sinh dot bién, tai to
hop va/hodc xéo tron da biét, rdi bang quy trinh sang loc twong tmg, nhu cac quy trinh
duoc mb ta trong tai liéu: Reidhaar-Olson and Sauer, 1988, Science 241: 53-57; Bowie
and Sauer, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2152-2156; WO 95/17413; hodc
WO 95/22625. Cac phwong phap khac ma c6 thé dugce st dung bao gdm PCR doc sira,
biéu hién pha (vi duy, tai liéu Lowman et al., 1991, Biochemistry 30: 10832-10837,;
patent My sb 5,223,409; WO 92/06204) va phat sinh dot bién truc tiép tai chd
(Derbyshire et al., 1986, Gene 46: 145; Ner et al., 1988, DNA 7: 127).

Céc phuwong phap phat sinh dot bién/xdo tron co thé duoc két hop voi céc
phuong phap sang loc tu dong hidu sudt cao d& phat hién ra hoat tinh ctia polypeptit
dong vo tinh da dugc gly dot bién dugc biéu hién bdi cac té bao chi (Ness et al.,
1999, Nature Biotechnology 17: 893-896). Cac phan tir ADN da duogc gay dot bién ma.
ma hoa polypeptit hoat tinh ¢6 thé duge thu hdi tir cac t& bao chi va duge xac dinh

trinh ty nhanh chong bing cach st dung cc phurong phép tidu chudn trong linh vuc k§
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thuét nay. Cac phuong phap nay cho phép xac dinh nhanh chong tdm quan trong cla

céc gbce axit amin riéng biét trong polypeptit.

Tét hon 14, téng sb axit amin trong viéc thay thé, x6a bd va/hoic dua vao cia
polypeptit SEQ ID NO: 1 hogc 2 1a khong lén hon 10, vidy, 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8 hodc
9.

Polypeptit ¢6 thé 14 polypeptit lai hoa, trong d6 mot phan ctia mot polypeptit

dugc dung hop ¢ tdn cung N hodc tan cung C ciia mot phan cuia polypeptit khac.

Polypeptit c6 thé 14 polypeptit duge dung hgp hodc polypeptit dung hop c6 thé
phan cit duoc, trong d6 polypeptit khac duge dung hop ¢ tan cung N hodc tan cing C
ctia polypeptit theo sang ché. Polypeptit dung hop duoc tao ra bing cach dung hop
polypeptit ma héa polypeptit khac véi polynucleotit theo sdng ché. Ky thuat dé tao ra
polypeptit dung hop 13 da biét trong linh vuc k¥ thuit ndy va bao gbm ndi trinh ty ma
mai hoéa polypeptit sao cho chung & trong khung va su biéu hién cia polypeptit dung
hop trong didu kién kiém soat gen khoi diu va gen két thuc gidng nhau. Protein dung
hop con co thé duoc tao ra béng cach st dung ky thuét intein (ving ndi protein) ma
trong d6 sy dung hop dugc tao ra sau khi chuyén nhiém (Cooper et al., 1993, EMBO J.
12: 2575-2583; Dawson et al., 1994, Science 266: 776-779).

Polypeptit dung hop con c¢6 thé chira vi tri phan cit giita 2 polypeptit. Sau khi
tiét protein dung hop, vi tri phan cit giai phong ra hai polypeptit. Vi du vé vi tri phan
cit bao gém, nhung khong chi gidi han &, céc vi tri dugc mo ta trong tai liéu: Martin ef
al., 2003, J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 3: 568-576; Svetina et al., 2000, J. Biotechnol.
76: 245-251; Rasmussen-Wilson et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 3488-
3493; Ward et al., 1995, Biotechnology 13: 498-503; va Contreras et al., 1991,
Biotechnology 9: 378-381; Eaton et al., 1986, Biochemistry 25: 505-512; Collins-
Racie et al., 1995, Biotechnology 13: 982-987; Carter et al., 1989, Proteins: Structure,
Function va Genetics 6: 240-248; va Stevens, 2003, Drug Discovery World 4: 35-48.

Ngudn hydro peroxit

Ngudn hydro peroxit cin thiét cho peroxidaza, hodc hop chit c6 hoat tinh

peroxidaza, cé thé duge tao ra nhu 1a dung dich trong nuée chira hydro peroxit hodic
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tién chat hydro peroxit dé tao ra hydro peroxit tai chd. Thyc thé rin bit ky ma giai
phong ra peroxit sau khi hoa tan, peroxit nay cé thé duoc st dung bai peroxidaza co
thd déng vai trd 1am ngudn hydro peroxit. Cac hop chit ma tao ra hydro peroxit sau
khi hoa tan trong nudc hodc mdi trudong trén co s¢ nudce thich hop, bao gbm, nhung
khong chi gigi han ¢, peroxit kim loai, percacbonat, persulphat, perphosphat, peroxy
axit, alkyperoxit, axylperoxit, peroxy este, ure peroxit, ozon, perborat va peroxy

carboxylic axit hodc muoi cua no.

Ngudn hydro peroxit khac 1a hé enzym tao ra hydro peroxit, nhu oxidaza cing
v6i chit nén cho oxidaza. Vi du v& hdn hop ciia oxidaza va chét nén bao gém, nhung
khéng chi gidi han ¢, axit amin oxidaza (vi dy, xem patent My s6 US 6,248,575) va
axit amin thich hop, glucoza oxidaza (vi du, xem WO 95/29996) va glucoza, lactat
oxidaza va lactat, galactoza oxidaza (vi du, xem WO 00/50606) va galactoza va aldoza

oxidaza (vi du, xem WO 99/31990) va aldoza thich hgp.

Béng cach nghién ctru cac nhém EC 1.1.3.-, EC 1.2.3.-, EC 1.4.3.- va EC
1.5.3.- hodc cdc nhom tuong ty (theo quy dinh cia International Union of
Biochemistry), cac vi du khac vé& ctia hdn hop clia oxidaza va chat nén nay sé dé dang

duoc nhén biét bsi chuyén gia trong linh vuc k¥ thuét ndy.
Chét trung gian

Chét trung gian theo sang ché dong vai trd lam chét cho electron ddi véi
peroxidaza. Hgp chét trung gian 1am cai thién sy van chuyén electron giita peroxidaza
va san phdm dét dé 1am cai thién tac dung tdy tring theo phuong phap ciia sng ché.

Chét trung gian theo sang ché ¢6 ciu triic héa hoc:

OF

trong d6, Ul, U2 va U3 1a giéng nhau hodc khac nhau va 1a O, S hoac NOH; va R1 va

R2 14 gidng nhau hodc khac nhau va 1a hydro, hydroxyl, formyl, carbamoyl hodc gbc
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sulfono, este hodc muoi cta goc sulfono, sulfamoyl, nitro, nitroso, amino, xyano,

phenyl, benzyl, C;-Cs-alkyl, C;-C4-alkoxy, C;-Cy4-carbonyl, carbonyl-C;-C;-alkyl.

Theo mot phuong an, Ul, U2 va U3 1a gidng nhau hodc khac nhau va 1a O
hoic S; va R1 va R2 la gidng nhau hodc khéc nhau va la hydro, hydroxyl, formyl,
carbamoyl hodc géc sulfono, este hodc mubi cia géc sulfono, sulfamoyl, nitro, nitroso,
amino, xyano, phenyl, benzyl, C;-C4-alkyl, C;-C4-alkoxy, C;-Cy-carbonyl, carbonyl-
C,-Cy-alkyl.

Theo phuong 4n khac, Ul, U2 va U3 1a O; va R1 va R2 la giéng nhau hoac
khéc nhau va 1a hydro, hydroxyl, formyl, carbamoyl hodc gbc sulfono, este hodc mudi
cua géc sulfono, sulfamoyl, nitro, nitroso, amino, Xyano, phenyl, benzyl, C;-C4-alkyl,

C,;-C4-alkoxy, C;-C4-carbonyl, carbonyl-C,-Cy-alkyl.

Theo phuong an khac, Ul, U2 va U3 1a giéng nhau hodc khac nhau vala O, S
hoic NOH; va R1 va R2 la giéng nhau hoidc khac nhau va la hydro, hydroxyl, metyl,

etyl, phenyl, benzyl, formyl, amino, Xyano, nitroso, metoxy va/hojc etoxy.

Theo phuong an khac, Ul, U2 va U3 la gidng nhau hoic khic nhau va la O
hodc S; va R1 vaR2 1a giéng nhau hodc khac nhau va la hydro, hydroxyl, metyl, etyl,

phenyl, benzyl, formyl, amino, xyano, nitroso, metoxy va/hodc etoxy.

Theo phwong an khac, Ul, U2 va U3 la O; va R1 va R2 la gidng nhau hoic
khéac nhau va 1a hydro, hydroxyl, metyl, etyl, phenyl, benzyl, formyl, amino, Xyano,

nitroso, metoxy va/hodc etoxy.

Chét trung gian duge wu tién 13 axit 1-metylvioluric, axit 1,3-dimetylvioluric,

axit thiovioluric va axit violuric hodc hydrat cua né.

Chét trung gian dugc vu tién dac bi¢t 14 aloxan-5-oxim (axit violuric) va/hodc

este, ete, mubi hodc hydrat cta no.
San pham dét

Nhu duoc st dung trong sang ché nay, thuit ngit “san pham dét” dung dé chi
soi vai, soi chi, vai thuong, vai may méc va vai khong dét. Thuat ngit nay bao ham ca
san phém dét dugc lam tir tu nhién, téng hop (vi du, dugc san Xuét) va céc loai hon
hop tu nhién va téng hop khac nhau. San pham dét c6 thé 1a soi vai, si chi, vai dét
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hodc vai dét kim, vai khong dét va vai may méc khong qua xt 1y hodc dugce xtr ly va
nd cé thé duge xir ly bang cach st dung cac loai chat li¢u khac nhau, mot so chat li¢u

s& dugc d€ cdp deén trong sang ché nay.

Quy trinh xi Iy theo sang ché dugc ing dung mot cach thuén tign nhit cho vai
thuong chira xenluloza nhu vai bong (cotton), soi viscos, soi to, soi gai, vai lanh
(linen), soi Tencel, hoic hdn hop clia ching, hodc hdn hop clia cic loai soi vai bat ky
nay. Hodic hdn hop ctia soi vai bit ky ciing vé6i soi vai tong hop nhu hdn hop cla vai
bong va spandex (vai bong chéo thing). Cu thé, véi soi 1a vai s¢i dd nhudm, t6t hon 1a
la vai bong chéo. Vai soi bong chéo c¢6 thé duge nhuém bing thuéc nhuém hoan

nguyén nhu indigo, hodc thudc nhudm lién quan dén indigo nhu thioindigo.

Theo phuong an dugce wu tién nhat veé quy trinh xt ly cia sang ché, sgi vai la
vai bong chéo dugc nhudém bang thuéc nhudm indigo, bao gdm ca cdc sdn pham may

mac dugc sdn xuat tir sgi vai nay.
Quy trinh sdn xuat san pham dét

Quy trinh xtt ly s¢i vai, nhu vat li¢u c6 xenlulo, thanh vt liu san sang aé may
mic lién quan dén nhiéu budce: kéo soi vai thanh soi chi, dét hodc kéo vai dét kim tir
soi chi; va cac quy trinh xtr 1y tiép theo, nhudm/in va hoan thién. Céc quy trinh xi 1y 13
can thiét dé loai bod céc tap chét sinh ra ty nhién hodc nhén tao tir cdc sgi vai va dé lam
cai thién vé bé ngoai thdm my ctia n6 va kha nang dé dang xr ly trudc bude nhudm/in
va hoan thién ngay sau d6. Cac quy trinh xir ly thong thuong bao gdm giti hd (dbi véi
vai dét), tdy sach va tdy tring, cic budc nay sé tao ra vai soi thich hop dé nhudém hodc

hoan thi¢n.

San phém dét duoc tao ra béng cach dét sgi chi “ngang” giita cac soi chi doc
kéo dai theo huéng theo chiéu doc trén may dét. Soi chi doc bat budc phai duge hd
hoéa trude khi dét dé 1am boi tron va bao vé nod tranh khéi su mai mon khi dua soi chi
ngang vao & tde dd cao trong khi dét. Céc tac nhan hd hoa thong thuong 1a tinh bot
(hodic din xuét tinh bot va tinh bot bién tinh), ruou poly (vinylic), carboxyl metyl
xenluloza (tic 14 CMC), trong d6 tinh bot 1a duge wu tién. Paraffin, chit gin két acrylic
va céc loai dau bdi tron khac nhau thuong duoc ké dén trong hdn hop hd hoa. Soi chi

ngang c6 the dugc dét xuyén sudt sgi chi doc theo kieu “mot soi chéng mot soi” (over
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one-under the next) (dét thuong) hodc theo ki€u “mot sgi chdng hai sgi” (over one-under
two) (dét chéo) hodc vo so ki€u hoan vi bat ky khac. N6i chung, vdy, 40 so mi, quén,
khan trai givong, khén, thdm, v.v.. dugc tao ra tir so1 vai dét. Sau khi s¢i vai dugc tao ra,

bude hd hoa trén soi vai bt bude phai duoc loai bo mot lan nita (tirc 1a dii ho).

Dét kim 14 sy hinh thanh soi vai bing cach két hop cac vong chi dan vao vai
nhau. Nguoc lai véi dét, 14 bude dugce hinh thanh tir hai loai soi chi va c6 nhiéu “diém
tdn cung”, san phém dét kim dugc tao ra tir mot chudi soi chi lién tuc duy nhét. Cung
v6i dét, c6 nhiéu cach khac nhau dé ndi vong soi chi v&i nhau va cac déc tinh cia soi
véi cubi cung la tuy thudc vao ca soi chi va kiéu dét kim. D 16t, 40 len, tat, 40 thé
thao, 40 len cdc tay, v.v. 1a dugc tao ra tir san phém dét kim.

Dii ho

Dii hd 12 budce lam thoai bién va/hodc loai bé hop chéit da hd hoa ra khoi soi
chi doc & soi vai da dét. Tinh bot thuong duoc loai bo bing quy trinh dii hd bing
enzym. Ngodi ra, dii hd bang cach oxy hoa va dii hd héa hoc bing cac axit hodc bazo

thinh thoang cling dugc st dung.

Theo mdt s6 phuong 4n, enzym dii hd 12 enzym phén hiy tinh bot, nhu alpha-

amylaza, beta-amylaza, mananaza, glucoamylaza, hozic hdn hop ctia chiing.

Alpha va beta-amylaza thich hop bao gdbm cac enzym c6 ngudn gbc tir vi
khuén hodc nim, cling nhu céc thé dot bién duogc bién ddi vé mat hoa hoc hoic bién
d6i gen va cac bién thé cia cdc amylaza nay. Alpha-amylaza thich hop bao gdm alpha-
amylaza c6 thé thu duoc tir loai Bacillus. Amylaza ¢ trén thi trudong thich hop bao
gbm, nhung khéng chi gi¢i han & OPTISIZE® NEXT, OPTISIZE® FLEX va
OPTISIZE® COOL (tit ca déu cua Genencor International Inc.) va DURAMYL™,
ERMAMYL™, FUNGAMYL™ TERMAMYL™, AQUAZYME™ va BAN™ (tit c4

déu ¢6 duogc tir Novozymes A/S, Bagsvaerd, Denmark).

Enzym phén hity tinh bot thich hop khac bao gdm CGTaza (xyclodextrin
glucanotransferaza, EC 2.4.1.19), vi dy, cdc enzym thu duogc tir cac loai Bacillus,

Thermoanaerobactor hodc Thermoanaero-bacterium.

T4y sach
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Budce téy sach dugc str dung dé loai b céc tap chét ra khoi soi vai, dé 1am nd
soi vai va dé loai b vo hat. Bdy 1a mot trong nhiing bude quan trong nhét. Muc dich
chinh cua budc téy sach 1a dé a) lam sach mot cach déng déu soi vai; b) lam gidm bot
bui va sgi rac; ¢) cai thién do hép thu ctia s¢i vai; d) xa phong hoa va lam hoa tan céac
chét béo, diu va sap; va e) lam giam thiéu soi bong moéng. Tay sach bing natri
hydroxit & khoang nhiét d¢ soi la viéc xur ly duogc chép nhan dbi véi 100% soi bong,
trong khi canxi hydroxit va natri cacbonat hiém khi duoc st dung hon. S¢i vai téng
hop dugce téy sach & cé4c diéu kién diu nhe hon. Chét hoat dong bé mit va tac nhan
chelat hoa ciing can thiét dbi voi budc tay sach bang kidém nay. Tiy sach bing enzym
cling dugc gidi thiéu, trong do, xenluloza, hemixenluloza, pectinaza, lipaza va

proteaza déu dugc béo céo 1a co tac dung tay sach.
Ty tring

Téy tréng 1a viéc loai bd mau dd dugc nhudm va’hodc tap chit ¢6 mau cling
nhu loai bé phin vé hat. Pay 1a budc xir Iy bing hoa chit quan trong nhét do su cn
bing gifta cac mirc do tring ma khong lam hu héng sgi vai budc phai dugc duy tri.
Budre tiy trang dugc thyuc hién bang cach sir dung phuong phap oxy hoa hodc khir hoa
hoc. T4c nhan oxy hoa con ¢6 thé duge chia nhé thanh cac nhom sao cho sir dung hodc
tao ra: a) hypoclorit (OCI’), b) clorua dioxit (C1O,) va cic chit hydroperoxit (OOH
va/hodc OOH). Céc tac nhan khir thuong 1a Iuu huynh dioxit, mudi hydrosulfit, v.v.
T4y tring bang enzym st dung glucoza oxidaza ciing dugc bao cdo. Mot cach truyén

thdng, hydro peroxit dugc st dung trong quy trinh nay.
In va nhuoém

Buéc in va nhudm san phém dét duogc thuc hién béng cach dua thudc nhudém
vao san phidm dét bang phuong phap thich hop bat ky dé gin két thuéc nhudm véi soi
vai trong toan bd san phim dét. Vi dy, budc nhudm san phdm dét duoc thyuc hién bing
cach cho soi vai di qua dung didc chitra thube nhudm, tiép do luu gift soi vai dm trong
chan khong kin dua vao @& cho phép thoi gian khuéch tan va phan tng cua thubc
nhudm véi chit nén soi vai trude khi rira hét thude nhudm chua phan tng. Theo cach
khac, thudc nhudm cé thé dugc ¢d dinh béng cach phun hoi nudc lién tuc vao san

phdm dét truée khi rira. Thube nhuém bao gém thube nhudém tu nhién va tong hop.
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Céac thude nhudm thong thuong la thuc nhudm cé cac nhom chirc anion (vi du, thudc
nhudm axit, thudc nhudm truc tiép, thubc nhudm Mordant va thudc nhudém phén ng),
thubc nhudm c6 cac nhom cation (vi du, thudc nhudm bazo), thudc nhudém can phan
g hoa hoc trude khi ing dung (vi du, thubc nhudm hoan nguyén, thudc nhuém luu

huynh va thudc nhudm azo), thuéc nhudém phén tan va thudéec nhuém dung mai.

Thubc nhudm tan duge con du khong gén két voi soi vai bude phai dugc loai
b6 sau khi nhuém dé dam bao d6 bén cho san phém dét da nhudm va dé ngdn ngura su
chuyén hoa thudc nhuém khdng mong mubn sau khi nguodi ding giit san phim dét.
No6i chung, mét luong nuée 16n la can thiét dé loai bo hoan toan thubc nhudém con du.
Trong céc quy trinh thong thuong, san pham dét da duoc in hodc da dugc nhudém trude
hét dugc ngdm rira véi nude lanh, tiép do gidt ¢ nhiét dJ cao két hop thém chét phu trg

thich hop dé 1am giam sy phai mau vé sau, nhu poly(vinylpyrrolidon) (PVP).

Quy trinh loai bd thuéc nhudm con du bang enzym ra khoi soi vai dd duoc
nhudm bang nudc ngdm rira bao gdm it nhat mot peroxidaza, mot tac nhan oxidaza va
it nhat mot chat trung gian, nhu nudce rira bao gdm peroxidaza, hydro peroxidiza va

chét trung gian nhu 1-hydroxy-benzotriazol dugc boc 16 trong W099/34054.
Mai béng bang sinh hoc

Nhu duge st dung trong sang ché nay, thuat ngir “mai béng bang sinh hoc”,

“khtr von” va “chong vén” 1a duoc str dung thay thé 14n nhau.

Vi chu yéu soi bong va vai hdn hop soi bong c6 vé bé ngoai cham tay ma kha
cing ma khong 4p dung céac thanh phan cia khau hoan thién. B& mit soi vai cling
khong tron do vi thd xu trdi 1én tir vai. Ngoai ra, sau thoi gian dung twong ddi ngin,

hién tugng vén xuat hién trén bé mat s¢i vai, do d6 tao ra vé ngoai khong hap dan, cii.

Mai bong bang sinh hoc 1a phwong phap dé xtr 1y soi vai xenlulo trong qua
trinh san xudt n6 bing enzym nhu xenlulaza, enzym nay lam cai thién chét luong soi
vai lién quan dén “sy hinh thanh vén duoc 1am giam”. Téac dung quan trong nhat cua
qué trinh mai bong béng sinh hoc ¢6 thé duge dic trung boi su xu va von it, do
bong/lang gia tdng, cam gidc tay cua sgi vai dugc cai thién, 4 mém lau bén gia ting

va/hodc d6 thim hit nuée duoe cai thién. Qua trinh mai bong béng sinh hoc thuong
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dién ra trong quy trinh w6t trong khi san xuét vai dét kim va vai dét thuong hodc vai
may mdc. Quy trinh uét bao gdm cac budc nhu, vi du, dii ho, tiy sach, tdy tring, giit,
séy kho/in va hoan thién. Budc mai bong béng sinh hoc ¢6 thé dugc thuc hién nhu 1a

buédc riéng biét sau bude 1am dm bét ky hodc két hop véi budce 1am dm bt ky nay.
Séan xuét vai béng chéo (denim)

Mot s6 vai sgi dd nhudm nhu vai sgi bong chéo, doi héi rdng s¢i chi duge
nhudm trude khi dét. Doi véi vai sgi bong chéo, soi chi doc duge nhudm, vi du bang
indigo va dugc ho hoa, trude khi dét. Tot hon 1a, bude nhudém cua sgi chi bong chéo 1a

nhudm vong tron.

Phuong 4n duoc wu tién cta sang ché 1a nhudm sgi chi kiéu vong tron bing
thudc nhudm hoan nguyén nhu thuéc nhudém indigo, hozc thudc nhudém lién quan dén
indigo nhu thioindigo, hodc thudc nhudm luu huynh, hodc thudc nhudm truc tiép, hodc
thubc nhuém phan ng, hodc naphtol. S¢i chi con ¢6 thé dwoc nhudm béng nhiéu hon
mdt loai thude nhudm, vi du, trude hét bing thudc nhudm lwu huynh va tiép theo bing

thudc nhudm hoan nguyén, hodc ngugc lai.

Tt hon 13, soi chi trai qua budce téy sach va’hoac téy tréng trude khi ching
duoc nhudm, dé dat duge chét lugng vai soi béng chéo tét hon. N&i chung, sau khi dét
vai sgi ¢4 nhudm, nhu vai bong chéo, vai s¢i dd nhudm hodc dd may mac dugc xu ly
qua giai doan gifi hd, tiép d6 tét hon 1a buéc mai xudce bang sinh hoc va/hodc budc
lam bién mau.

Quy trinh gifi hd nhu duge sir dung trong séng ché nay 1a quy trinh tuong tu

nhu dugce néu trén day.

Sau khi giti hd, vai soi dd nhuém dugc dwa vao budc mai xude bing sinh hoc.
Budc mai xudc béng sinh hoc ¢6 thé dugc thyc hién bang enzym hodc dd bot hodc ca
hai. Nhu duoc st dung trong sang ché nay, thudt ngit “mai xudc bang sinh hoc”, “giit
bing d4” va “mai xude” 1a dwoc thay dbi 1dn nhau, tirc 1a bude 1am cao xude vai bong
chéo trong moi trurdong nudce chira tic nhan mai xude co hoc nhu da bot, xenlulaza mai
xu6e hodc hdn hop cia chung, dé tao ra vé bé ngoai “duge giat bang da. Trong tit ca

cac truong hop, tdc dung co hoc la can thiét dé loai bo thubc nhudm va bude xt ly
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thuong dugc thyc hién trong mdy gidt, nhu mdy giat dang trdng, may giit phinh bung.
Theo nhu két qua v& viée loai bé thude nhudém khong dong déu, co su dbi nguogc giira
cac vung dugc nhudm va cdc vung ma thubc nhudm duoc loai bo ra. Viée xur ly bﬁng
xenlulaza c6 thé thay thé hoan toan cho viéc xir Iy bang d4 bot. Tuy nhién, viéc xtt 1y
bé’mg xenlulaza con co6 thé duge két hop véi viée xur ly béng da bot, néu mudn, dé tao

ra san pham hoan thién dugc mai xudc manh.

Tét hon 13, budc mai xude s& duoc tiép theo béng buée 1am bién mau. Nhu
duoc st dung trong sang ché nay, thuat ngir “lam bién mau” hoic “diéu chinh mau” 13
duoc st dung ma khong c6 sy phan biét nham dé chi sy thay dbi bat ky vé mau cuia
san phém dét 1a két qué cua viéc lam pha huy, lam bién d6i hoic loai bo thudc nhudm
dwoc nhudm vao san phim dét. Khong bi giéi han béi 1y thuyét, dé xudt rang su bién
mau 1a két qua cta viéc 1am bién dbi cac phan tir mau (chromophore) lién két véi chét
lidu san pham dét, nho d6 lam thay dbi vé bén ngoai quan sat duoc bang mat. Cac
phan t&r mau co thé duoc lién két mot cach tu nhién véi vat lidu duge st dung dé san
Xuét san phém dét (vi dy, mau tréng cua coton) hodc duogc lién két & budc hoan thién
cu thé, nhu nhudm hodc in. Sy bién mau bao gdm 1am bién mau héa hoc cac phén ttr

mau ciling nhu lam bién mau vat liéu ma céc phan tr mau dugec lién két vao do.

Vi du vé su bién mau bao gdm, nhung khong chi giéi han &, tdy tring, lam
giam sy lang ngu’qc/ﬁhuém méu nguoc, phai mau, chuyén sang sic mau xam, doi mau,
bdo hoa hodc phat quang va cic dang tuong tu khac. Luong va kiéu bién mau c6 thé
duoc xac dinh bang cach so sanh mau ciia san phim dét sau khi xit Iy enzym bing
enzym perhydrolaza (tirc 13 mau con lai) v6i mau ctia san phidm dét truge khi xu ly
bing enzym (tirc 14 mau ban dau) bing cach sir dung cic phuong phip do quang phd
ho#ic phwong phép kiém tra bang mit thuong.

Theo sang ché, phuong phap 1am bién mau cta san pham san phdm dét bao
gdm bude cho san pham dét tiép xuc véi peroxidaza, ngudn hydro peroxit va chét
trung gian. Theo mot sb phuong an, san pham dét dugce tiép xtic voi peroxidaza, ngudn
hydro peroxit va chit trung gian trong dung dich nudc.

C6 dugc vé bé ngoai phai mau hodc duge tdy tring & mot sd ving nhit dinh

trén san phém dét, dic biét la vai bong chéo, la mot phén quan trong trong qué trinh
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san xudt san phdm dét. Pidu nay thuong duge thuc hién bang cach dung dung dich
KMnO, (hoic KMnO4/H;PO,) (bang cach chai, cha x4t hoic phun) 1én vai bong chéo
da duogc séy kho sau budc mai xudc. Khu vuc duge nhudm mau s€ duoc téy tréng sau
khi siy kho va rira bing dung dich Na,S,0s. Trong sudt qua trinh nay, thudc nhudém
indigo/thudc nhudém luu huynh dugc phé hiy béi KMnO,4 nho sy oxy héa va tiép d6
viéc giat béng Na,S,05 dugce 4p dung dé loai bd duoc mau niu do san phém bi oxy
héa. Viée xir Iy nay s& tao ra su bién mau cuc bo, tire 14 kiéu tay tring dic biét trén vai

bong chéo dé dap vmg nhu cau ctia khach hang.

* Ché phim theo sang ché con ding dé thu dugc miu tiy tring dic biét trén vai
bdng chéo nho cach “cha xat-giit” don gian, tirc 1a dung hdn hop clia peroxidaza va
chit trung gian nhu dugc xac dinh trong sang ché nay 1én vai bong chéo kho, sau do

giat bang thung chira H,0,, khu vue duge xtr Iy sé& tré nén dugc tdy tring.

Déi v6i muc dich cia sang ché, thuét nglt “lam bién mau” duoc xé4c dinh béng
murc do tdy tring trén mat phai (mit trudce) cia vai dét. Mire do tay tring nay thé hién
su tao thanh vai dét sang hon va/hodc vai dét tring hon, vi du trong phan ndi dung vé
quy trinh xir ly vai dét, cling nhu lam sang mau ctia vét ban, vi du trong phan noi dung

v€ ung dung lam sach.

Theo mdt sb phuong an, muc do tiy tring trén mit phai cia san pham dét
dugc xac dinh trong cac diéu kién nhu duge néu & Vi du 1, béng cach xtr ly béng
peroxidaza, ngudn hydro peroxit va chit trung gian nhu dugc xac dinh theo séng ché,
& 55°C, d6 pH = 5,0 trong 30 phut va lidu lugng peroxidaza 1a 0,015mg enzym
protein/g vai soi, liéu lugng chit trung gian 1a 0,5mM/I va liéu lugng hydro peroxit 14
0,05g/1 trong dung dich nude. Nhu duge str dung trong sang ché nay, lidu lugng hydro
peroxit dung dé chi mirc lidu hydro peroxit duge thém vio trong qua trinh, hodc ngudn
hydro peroxit dugc thém vao véi lugng ma sé tao ra hydro peroxit & muc do 1a 0,05g/1.
Theo phuong an dugc uu tién, trong cac diéu kién thur nghiém nhu dugc néu & Vidu 1,
phuong phap hodc ché phdm theo sang ché cho thdy mtrc d6 bién mau cung v6i mirc
do tdy tring trén mat phai cua it nhit 1a 1,5 don vi Delta L*, t6t hon nita néu it nhit Ia
1,6, tot hon nira néu it nhit 1a 1,7, t8t hon nita néu it nhét 1a 1,8, tét hon nita néu it nht

la 1,9, tdt hon nita néu it nhat 1a 2, tdt hon nita néu it nhét 1a 2,1, tot hon nita néu it
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nhét 1a 2,2, tét hon nita néu it nhét 1a 2,3, tét hon nita néu it nhét 1a 2,4, t5t hon nita
néu it nhit 1a 2,5, t6t hon nita néu it nhét 12 2,6, tham chi tdt hon nita néu it nhét 1 2,7,
thdm chi t&t hon nita néu it nhit 1a 2,8, tham chi tét hon nita néu it nhét la 2,9, tham
chi t6t nhat néu it nhét 1 3 don vi Delta L*. Pon vi Delta L* dugc xéac dinh trong phan

vét liéu va phuong phép trong diéu kién x4c dinh mau.

Theo sang ché, su bién mau trén mit trai (mit sau) clia san phém dét duoc xac
dinh 1a muc 4o téy tréng theo don vi Delta b*. Do thudc nhudém trén mit trai (mt sau)
cua san phém dét thuong 1a mot lugng nhd, su bién mau trén mat trai (mit sau) cla san
pham dét da nhudm khong duoc phét hién dé dang. Theo mot s6 phuong 4n, mirc do
téy tréng trén mat trai (mat sau) ctia san phém dét dugc xac dinh trong céc diéu kién
nhu duoc néu & Vi du 1, bang cach xir 1y bang peroxidaza, ngudn hydro peroxit va
chét trung gian nhu duge xac dinh theo sing ché,  55°C, d6 pH = 5,0 trong 30 phut va
lidu luong peroxidaza 1a 0,015mg enzym protein/g vai soi, lidu lugng chit trung gian
14 0,5mM/1 va liéu lugng hydro peroxit 1a 0,05g/1 trong dung dich nudc, trong do, tdt
hon 13, phwong phép hodc ché phdm nay theo sang ché cho thay sy bién mau trén mit
trai voi muc do téy tréng theo don vi Delta b* >0. Pon vi Delta b* dugc xac dinh

trong phin vét liéu va phuong phép trong diéu kién xac dinh mau.
Enzym bd sung

Cén phai biét rd ring, mot hodc nhidu xenluloza, perhydrolaza, lacaza,
amylaza, lipaza, mananaza, amylaza, proteaza, oxidaza, catalaza hodc enzym khac
duoc néu & day, c6 thé duge st dung lam enzym bd sung trong ché phim va phuong
phép theo séng ché. Hon nira, s enzym bd sung bat ky (hodc hé enzym) c6 thé duoc
két hop v6i ché phdm va phuong phap theo sang ché ma khong di tréch khéi tinh than
ctia ban mo ta sang ché.

Proteaza ¢6 thé 13, vi du metaloproteaza (EC 3,4,17 hodc EC 3,4,24) hoidc
serin proteaza (EC 3,4,21), tdt hon 1a proteaza vi khudn kiém hodc proteaza giéng
trypsin. Vi du vé proteaza 1a subtilisin (EC 3,4,21,62), dac biét 1a cic proteaza c6
ngudn gbc tir Bacillus, vi du, subtilisin Novo, subtilisin Carlsberg, subtilisin 309,

subtilisin 147 va subtilisin 168 (dugc mo ta trong WO 89/06279). Vi du vé proteaza
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gibng trypsin 1a trypsin (vi du, ¢6 ngudn gbc tir lon hodc bd) va Fusarium proteaza

dugc mo ta trong WO 89/06270 va WO 94/25583.

Thuét ngit “xenluloza” ding dé chi enzym ma xuc tic cho qué trinh lam thoai
bién xenluloza thanh glucoza, xenlobioza, trioza va céc xenlo-oligosaccarit khéc.
Xenlulaza bao gﬁ‘)m cdc enzym dugc xac dinh thong thuong nhu, vi dy,
xenlobiohydrolaza, endoglucanaza va beta-glucosidaza. Vi du vé cac san phim enzym
xenlulaza c6 trén thi truong duge ding trong phuong phép cia sang ché 1a: Cellusoft®
Celluclast®, axit Denimax®, Denimax® Ultra (tét ca déu co6 duoc tur Novozymes A/S,
Bagsvaerd, Denmark); Indiagem, Primafast (ca hai déu co duoc tor Genencor
International Inc., U.S.A.); Powerstone (cia Iogen, Canada) va Ecostonem,

hTM

Biotouch™ (ca hai déu ctia AB Enzym, Finland).

“Perhydrolaza” 1a enzym c¢ kha ndng xuc tdc cho phan tng perhydro phan ma
din dén su tao thanh mot lugng peraxit du cao dé sir dung trong phuwong phap khtr mau
thubc nhuém oxy héa nhu di dwoc md ta. N6i chung, enzym perhydrolaza c6 ty 1€
perhydro phan véi thity phan cao. Theo mdt sb phuong an, enzym perhydrolaza 1a
perhydrolaza enzym Mycobacterium smegmatis thuong gip trong tu nhién hodc bién
thé ctia n6. Enzym nay, cic dic tinh enzym ctia né, cdu triic ciia n6 va sd cac bién thé
va cac dang dang cta né ciing duge mo ta chi tiét trong Cong bd don yéu ciu cép
patent qudc t& s6 WO 05/056782A va WO 08/063400A va cac don yéu cu cép patent
My s6 US2008145353 va US2007167344.

Lacaza” 1 oxidaza chtra nhidu ddng (EC 1,10,3,2), enzym ndy xuc tac cho qua
trinh oxy hoéa phenol, polyphenol va anilin bing cach rut dién tt don, di kém véi viée
khir oxy thanh nudc trong quy trinh chuyén héa 4 dién tir. Vi du v& cac sén phim
enzym lacaza c6 trén thi truong duge st dung trong phuong phap cia sang ché 1a
EcoFade LT100 (cua Genencor International Inc., U.S.A.) va Novoprime Baza 268
(cia Novozymes A/S).

Phuong phép theo sang ché

Theo sang ché, sang ché d& xuét phuong phdp xtt 1y san pham dét bang cach

cho san pham dét tiép xtc véi peroxidaza, ngudn hydro peroxit va chat trung gian.
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Hién nay c6 goi y rang, ty 1 nudc cai/san phdm dét thich hop duge st dung
trong phuong phap cua sang ché c6 thé nam trong khoang tir 20:1 dén 1:1, t6t hon 14
nim trong khoang tir 15:1 dén 3:1, t6t hon nita 12 nim trong khoang tir 15:1 dén 5:1

(thé tich/trong lugng).

Thoi gian phan Gng thuong nim trong khoang tir 1 phut d&én 5 gio. Tét hon 13
thoi gian phan ng ndm trong khoang tir 3 phut dén 180 phut, t&t hon nita 14 thoi gian
phan tmg ndm trong khoang tir 5 phut dén 60 phut, thim chi tt hon nita 1a tir 5 dén 30
phut va tét nhét néu 14 tir 10 dén 30 phut.

Quy trinh theo sang ché duoc thyuc hién ¢ dd pH nidm trong khoang tir 2 dén 8,
t6t hon 1a & do pH tir 3 dén 7, t&t hon nita 1a & d pH tir 4 dén 7, tham chi t6t hon nita

1a & do pH tir 4 dén 6 va tét nhit néu & do pH tir 4 dén 5.

Quy trinh theo sang ché c6 thé thuc hién & nhiét do thip hon 90°C, tét hon 1a
thép hon 75°C, tdt hon nira 14 thdp hon 65°C, tét hon nita 14 thdp hon 60°C, tét hon
nita 1a thip hon 55°C, t&t hon nira 14 thip hon 45°C, tham chi t5t hon nita 14 thap hon
35°C.

Theo mdt sb phuong an, quy trinh theo sang ché duoc thuc hién & nhiét do
nim trong khoang tir 10 dén 90°C, tét hon 1a tir 15 dén 80°C, t6t hon nira la tir 20 dén
70°C, tét hon nita 12 tir 30 dén 70°C, tdt hon nita 12 tir 35 dén 65°C va tham chi t6t hon
nita 14 tir 30 dén 50°C.

Lidu luong enzym phu thudc nhidu vao thoi gian phan Gmg enzym va hoat tinh
clia enzym, tirc 1a thoi gian phan ing enzym twong d6i ngan hodc hoat tinh enzym thip
s& cAn lidu luong enzym tuong ddi gia tang va nguoc lai. No6i chung, lidu lugng enzym

c¢6 thé dugc quy udce theo thoi gian phan tng cho trude.

Theo phuong 4n cu thé, lidu luong ciia peroxidaza va enzym bo sung, néu co,
la ndm trong khoang tir 0,0001 milligram (mg) enzym protein dén 10mg enzym
protein (ctia mdi enzym) trén gam vai soi, t6t hon 1a tir 0,0005mg enzym protein dén
5mg enzym protein trén gam vai soi, tdt hon nira 1a tir 0,0008mg enzym protein dén
3mg enzym protein trén gam vai soi, tot hon nita 1a tir 0,001mg enzym protein dén

2mg enzym protein trén gam vai sgi, t6t hon nita 1a tir 0,001mg enzym protein dén
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Img enzym protein trén gam vai soi, t6t hon nira 1a tir 0,001mg enzym protein dén
0,5mg enzym protein trén gam Vai soi, thAm chi tdt hon nira 1a tir 0,00lmg enzym
protein dén 0,1mg enzym protein trén gam vai sgi. Mot 1An nita, lwong nay dung dé chi

luong ctia mdi enzym.

Theo sang ché, chét trung gian c6 thé c6 mit & ndng do nam trong khoang tir
0,0lmM dén 100mM, tot hon 12 ndm trong khoang tir 0,02mM dén 50mM, t5t hon nita
1a ndm trong khoang tir 0,05mM dén 10mM va tham chi t6t hon nira 1a ndm trong
khoang tir 0,05mM dén 5mM va tham chi t6t hon nira 1a ndm trong khoang tir 0,1mM

dén 1mM va tét nhit néu nim trong khoang tir 0,1mM dén 0,5mM.

Ngudn hydro peroxit ¢ thé duge thém vao tai thoi diém bt dau hoac trong
qua trinh, vi du, thuong véi luong twong tng v6i mirc nim trong khoang tir 0,001mM
dén 25mM, tét hon 12 & muc nim trong khoang tur 0,005 mM dén 5mM va diac biétla &
mirc nim trong khoang tir 0,01 dén 1mM hydro peroxit va dic biét hon 1 & mirc nim
trong khoang tir 0,01 dén 0,5mM hydro peroxit. Nhu duge st dung trong séng ché nay,
lidu lwong ctia ngudn hydro peroxit ding dé chi lwong hydro peroxit dugc thém vio,
hodc ngudn hydro peroxit dugc thém vao véi lugng ma s& tao ra hydro peroxit & mirc

d6 1a ndm trong céac khoang chi dinh.

Oxy phén tir tir khi quyén thudng c6 mit v6i luong du, néu can. Do do6, phan
ung co thé duogc thuc hién mot cach thuén tién trong 16 phan tng md, tirc 13 & 4p suét

khi quyén.

Céc chat phu trg khic nhau cho peroxidaza va enzym bd sung co thé duoc st
dung trong sang ché, néu mudn. Cac chat hoat dong bé mit va/hodc chit phan tan
thuong c6 méat va/hodc dugce thém vao san phém dét. Do do, quy trinh va viéc st dung
theo sang ché co thé duge thuc hién vdi su c6 mit ciia chit hoat dong bé mit va/hoic
chét phan tan anion, khong ion, cation va/hodc ludng tinh thuong duge st dung trong
cac qua trinh xtr ly san phérn dét. Vi du vé cac chét hoat dong bé mit anion 4
carboxylat, sulphat, sulphonat hodc phosphat cua alkyl, alkyl duoc thé hodc aryl. Vi du
vé cac chét hoat dong bé mat khong ion 1a cdc hop chét polyoxyetylen, nhu rugu
etoxylat, propoxylat hodc etoxy-/propoxylat hdn hop, poly-glyxerol va cac polyol

khac, cling nhu mot sb copolyme dong nhét dinh. Vi du vé& chét hoat dong bé mit
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cation 1a polyme cation tan trong nuéc, nhu sulphat amoni béc bbn va mot sb amin
nhit dinh, vi du, epiclohydrin/dimetylamin polyme (EPI-DMA) va dung dich lién két
chéo cta noé, polydialyl dimetyl amoni clorua (DADMAC), DADMAC/Acrylamit co-
polyme va ionen polyme, nhu céc chat dugc mo ta trong cc patent My s6 5,681,862;
va 5,575,993. Vi du v& chét hoat dong bé mat ludng tinh la betain, glyxinat, amino
propionat, imino propionat va cac din xut imidazolin khac nhau. Polyme dwgc mo ta

trong patent My sb 5,256,252 ciing c6 thé duoc sir dung.

Trong quy trinh cta sang ché, peroxidaza cé thé dugc st dung riéng r& hodc
cung voi enzym bd sung. Thudt ngit “enzym bo sung” tirc 1a it nhat 1a mot enzym bo

sung, vidy, 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10 hodc tham chi nhiéu hon 10 enzym bd sung.

Thuat ngit “duge st dung cling véi” tire 14 enzym bd sung ¢6 thé duge ding
cting lic hogc trong mot bude khac clia quy trinh theo sang ché. Budc quy trinh khéc
¢6 thé nguoc chiéu hodc xudi chidu nhau trong quy trinh san xuit san pham dét, khi so

sanh véi budec ma trong dé san pham dét duge xir ly bang peroxidaza.

Trong céc phuong an cu thé, enzym bd sung 12 enzym ma bao gdm proteaza,
lipaza, xylanaza, cutinaza, oxidoreductaza, xenluloza, endoglucanaza, amylaza
va/hodc mananaza. Vi du vé enzym oxidoreductaza 1a cdc enzym c6 hoat tinh lacaza,
perhydrolaza va/hodc peroxidaza. Theo phuong an duogc wu tién, enzym bd sung la

lacaza.

Theo mot s6 phuong 4n, phuong phép xir Iy san phim dét bao gdm budc (a)
cho san phim dét tiép xuc véi xenluloza; (b) cho san phdm dét tiép xuc véi
peroxidaza, nguén hydro peroxit va chét trung gian. Theo mot sb phwong an, gita
bude (a) va bude (b), c6 mot bude giit. Theo mdt sb phuong an, bude (a) va bude (b)
duoc thuce hién trong mot thing duy nhat ma khong c6 bude gidt xen vao. Theo mot sb
phuong éan, buéc (a) va budce (b) duge thuc hién li€n tuc hoac déng thoi trong clng
mot thung. Theo mot sb phuong an, budc (a) va budce (b) duge thuc hién lién tuc trong
thung duy nhit, trong do, budce (a) dugc thuc hién trudce bude (b).

Theo mdt s6 phuong an, (a) duge thuc hién trude budce gili hd bing enzym.
Theo mot s6 phwong an, bude giii hd biang enzym c6 thé duoc thuc hién trong cung
mdt thiing véi bude (a). Theo mot sb phwong an, bude giii hd bing enzym dugc thuc
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hién lién tuc hodic ddng thoi trong cung mot thing véi bude (a) va bude (b). Theo mot
s6 phuong an, budc giii hd bang enzym dwogc thuc hién lién tuc trong cing mot thing
v6i budce (a) va bude (b), trong do, trinh tw ctia cdc budc 1a bude giti hd bing enzym,
bude (a) va budc (b). Theo médt sd phuong an, bude giii hd bang enzym dugc thuc
hién trong mot thung, roi dén budc gidt va buédce (a) va budce (b) duge thuc hién trong

cung mdt thung.

Peroxidaza con ¢6 thé dugc st dung trong khia canh khac vé& san xuét san
phim dét, thudng bao gdm cac khia canh vé xir Iy, tién hanh quy trinh, hoan thién, mai
bdng, tao ra s¢i vai, hodc budce tuong tu khac. Ngoai viéc lam bién mau vai bong chéo,
peroxidaza co thé duogc str dung trong viée lam khir mau tap chét da dugc nhudém (bao
gém tap chit duoc nhudm béng indigo), trong viéc nhudm soi vai, trong viéc téy tréng
san phém dét, trong viéc lam bién mau s¢i vai; trong viéc lam cho cac dic tinh xo hodc

ddc tinh cta soi vai gia ting va cac qua trinh tuong tu khac.

Ché phdm hoidc quy trinh theo sang ché con c6 thé duge ap dung trong vi¢c
tdy tring san pham dét ¢ lam pha hiy mau da duoc nhudm va/hodc tap chit c6 mau
clia soi vai coton. Trong mdt s& phuwong 4n, budc su dung peroxidaza, ngudn hydro
peroxit va chét trung gian dé pha hiy mau di duoc nhudm va/hodc tap chét c6 mau

cua s¢i vai coton dugce thuc hién sau bude tay sach.

Theo phuong 4n khac, ché phim theo sang ché con c6 thé duoc st dung trong

phwong phap 1am bién mau cua len.

Ché pham theo sang ché con c6 thé duoc sir dung trong phuong phéap dé loai
bd thudc nhudm du sau bude nhudm/in. Thude nhudém hoa tan khong lién két vao soi
vai con du c6 thé duoc loai bo bang cach st dung ché phim theo sang ché sau khi
nhudm, dé dam bao d6 bén ciia san phdm dét d& nhudm va dé ngin nglra su chuyén
héa ctia thude nhudm khong mong mudn trong qué trinh gidt san pham dét cia nguoi

st dung.

Ché pham theo sang ché con c6 thé duge st dung trong linh vuc x Iy nudce
thai. Vi dy, peroxidaza c6 thé duogc st dung trong viéc lam mat mau cla hop chét co

mau.
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Mac du dugc minh hoa chu yéu bﬁng cach st dung san phém dét da duoc
nhudm béng thudc nhuém indigo va thudc nhudm luu huynh, phuong phép theo sang
ché c6 thé duogc ap dung dé 1am bién dbi mau cta san phidm dét d3 duoc nhudém bing
mot lugng thube nhudm 16n. Vi du vé thudc nhuom bao gdm, nhung khong gisi han &,
thudc nhudm azo, monoazo, disazo, nitro, xanten, quinolin, anthroquinon,
triarylmetan, paraazoanylin, azinoxazin, stilben, anilin va phtaloxyanin, hodc hdn hop
ctia chung. Theo mdt phuong éan, thubc nhudm 1a thudc nhudém azo (vi du, Reactive
Black 5 axit (2,7-naphtalendisulfonic, mudi 4-amino-5-hydroxy-3,6-bis((4-((2-
(sulfooxy)etyl)-sulfonyl)phenyl)azo)-tetrasodi), Reactive Violet 5 vang metyl, do
Congo). Theo mdt s6 phwong an, thuéc nhudm 1a thudc nhudm antraquinon (vi du,
xanh remazol), indigo (indigo carmin), thuéc nhudm triarylmetan/paraazoanylin (vi
du, tim crystal, xanh malachit), hodc thudc nhudm trén co s& luu huynh. Theo céc
phuong 4n khéc nhau, thuéc nhudém 1a thuc nhudm phan tng, truc tiép, phén tan,

hodc c¢6 mau. Theo mot s6 phuong an, thudc nhuom la mot thanh phan cia muc in.
Ché pham

Nhu duge mo ta trén dy, ché pham theo sang ché bao gdm peroxidaza, ngudn

hydro peroxit va chit trung gian.

Ché pham nay con c6 thé duge dé xuédt & dang ché phim “sin sang sir dung”
(ready to use: RTU), ché phdm nay nhét thiét bao gém peroxidaza, ngudn hydro
peroxit va chit trung gian. Theo mot s& phuong 4n, chit trung gian dugc chon tir axit
l-metylvioluric, axit 1,3-dimetylvioluric, axit thiovioluric, axit violuric va este, ete,
mubi hodc hydrat cia n6. Theo mot sb phuong 4n, ngudn hydro peroxit dugc chon tur
percacbonat, persulphat, perphosphat, peroxyaxit, alkyperoxit, axylperoxit, peroxyeste,
ure peroxit, perborat va axit peroxycarboxylic hodc mudi cua né. Ché pham RTU con
6 thé chira mot hodic nhiéu hop chét dé tao ra dung dich dém pH khi ché phém & dang
dung dich. Vi du, theo mot sé phwong 4n, ché phdm nay chira dung dich dém phosphat
hozc hé dung dich dém axit adipic. Tt hon 13, hé dung dich dém axit adipic 1a hé dung
dich dém axit axetic. Ché phém RTU c6 thé & dang rin, dang hat dé dé dang bao quan
va van chuyén. Tiép d6, ché phdm nay duoc pha lodng véi nude dé tao ra dung dich

nuée dé sir dung, vi du, nhu di duoc mo ta. Ché phdm RTU nay con co thé chira mot
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sb chét phan Ung bd sung bét ky, nhu chét lam phén tan, chét hoat dong bé mit, chét
phong bé, polyme, chit bao quan va cic loai chat trong tw khac.
Xac dinh hoat tinh peroxidaza (POXU)

Mot don vi peroxidaza (POXU) 1a luong enzym ma xtc tac cho qud trinh
chuyén héa mdt pmol hydro peroxit trén mdi phtit & 30°C trong hdn hop chira;

dung dich dém phosphat 0,1M, d6 pH = 7,0;

hydro peroxit 0,88mM; va

2,2’-azino-bis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfonat) (ABTS) 1,67mM

Phan trng dugc thuc hién trong 60 gidy (15 gidy sau khi tron) trong khi d6 su
thay dbi vé hé s hép thu & 418nm duoc do lai. Hé sb hép thu nén nam trong khodng tur
0,15 dén 0,30. Hoat tinh peroxidaza dugc tinh toan béng cach str dung hé sb hép thu
cua ABTS da duogc oxy héda la 36mM™ ecm™ va hoa hoc ty luong cia mot umol H,O,
duge chuyén hoa trén mdi hai pmol ABTS d4 dugc oxy hoa.

Phuong phap va ché phim theo sang ché con duge mb ta trong cac phan duoc
danh sb dudi day.

1. Sang ché dé xuét phuong phap xir ly san pham dét, phuong phép nay bao
gdm budc cho san phim dét tiép xuc véi peroxidaza, ngudn hydro peroxit va chat

trung gian c6 cong thirc hoda hoc:

_OH
N

trong do, Ul, U2 va U3 1a giéng nhau hoac khac nhau va la O, S hodac NOH; va R1 va
R2 la gidng nhau hodc khac nhau va 1a hydro, hydroxyl, formyl, carbamoy! hodc gbc
sulfono, este hodc mudi cua géc sulfono, sulfamoyl, nitro, nitroso, amino, Xyano,

phenyl, benzyl C;-C;-alkyl, C-Cy4-alkoxy, C;-C4-carbonyl, hodc carbonyl-C;-Cy-alkyl.
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2. Theo mot sé phuong an vé& phwong phép theo muc 1, U1, U2 va U3 la gidng
nhau hodc khac nhau va la O hoac S; va R1 va R2 1a giéng nhau hodc khac nhau va la
hydro, hydroxyl, metyl, etyl, phenyl, benzyl, formyl, amino, xyano, nitroso, metoxy

va/hodc etoxy.

3. Theo mot sé phuong 4n vé phuong phap theo muc bt ky trong sb cac muc
néu trén, Ul, U2vaU31aO;vaRlvaR2la giéng nhau hodc khéac nhau va la hydro,
hydroxyl, metyl, etyl, phenyl, benzyl, formyl, amino, xyano, nitroso, metoxy va/hoac

etoxy.

4. Theo mét s6 phuong 4n vé phuong phap theo muc bat ky trong sé cac muc
néu trén, chét trung gian dugc chon tir axit 1-metylvioluric, axit 1,3-dimetylvioluric,

axit thiovioluric, axit violuric va este, ete, mudi hodc hydrat ctia né.

5. Theo mdt sb phuong 4n vé phuong phép theo muc bit ky trong sé cac muc
néu trén, san phém dét la san phém dét da nhudm, tét hon 1a san phém dét 1a vai soi da
nhudm, t&t hon nita 12 san phdm dét 1a vai bong chéo.

6. Theo mot s6 phuong an vé phuong phap theo muc bat ky trong sé céc muc

néu trén, phuwong phap nay duoc thuc hién trong dung dich nude ¢6 d6 pH nam trong

khoang tir 2 dén 8, t6t hon 14 tir 3 dén 7, t6t hon nita 1a tir 4 dén 7.

7. Theo mdt sb phuong 4n vé phuong phép theo muc bit ky trong sé cac muc
néu trén, phuwong phdp nay duogc thuc hién ¢ nhiét do nam trong khoang ttr 10-90°C,
tot hon 1a 15-80°C, t6t hon nita 1a 20-70°C, tét hon nita 1a 30-70°C, tét hon nita la 35-
65°C va tham chi t&t hon nira 14 30-50°C.

8. Theo mot s6 phuong 4n vé phuong phap theo muc bét ky trong sb cac muc
néu trén, peroxidaza bao gém hodc chtra trinh ty axit amin ma <6 d§ tuong déng it
nhét 1a 80%, nhu it nhat 1a 85%, it nhat 1a 90% hoic it nhit 1a 95% tuong ddng voi
SEQ ID NO:1 hodc SEQ ID NO:2.

9. Sang ché dé& xuét phuong phap xir ly san pham dét, phuong phép nay bao
gbm budc (a) cho san phdm dét tiép xtic vdi xenluloza; (b) cho san phdm dét tiép xuc

v6i peroxidaza, ngudn hydro peroxit va chét trung gian theo diém bét ky trong s céc
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diém tir 1 dén 8, trong d6, budc (a) va bude (b) duge thuc hién lién tuc hodc déng thoi
trong cung mdt thung.

10. Theo mot s6 phuong 4n vé phuong phap theo muc 9, budce (a) duge thuc
hién trude budce giti hd bang enzym.

11. Theo mét sb phuwong an vé& phuong phap theo muc 10, bude giii hd bang
enzym 1a dé cho san phdm dét tiép xuc voi amylaza.

12. Theo mot sé phuong 4n vé phuong phép theo muc 11, bude cho san phidm
dét tiép xuc voi amylaza, bude (a) va budc (b) xay ra lién tuc hodc dong thoi trong
cung mot thung.

13. Theo mdt s6 phuong 4n vé phuong phéap theo muc bt ky trong sb céc muc
néu trén, budc xr ly san phém dét 1a tao ra san phém dét.

14. Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phéap theo muc bt ky trong sé cic muc
néu trén thu duoc su bién mau trén mat phai cia san phém dét.

15. Sang ché d& xuét ché pham, ché phdm nay chira peroxidaza, ngudn hydro

peroxit va chét trung gian c6 cong thirc hoa hoc:

_OH
N

U1§)|\]%U3

N N_
R1” \[( R2
u2

trong do, U1, U2 va U3 la giéng nhau hodc khac nhau va Ia O, S hoac NOH; va R1 va
R2 14 gidng nhau hozc khac nhau va la hydro, hydroxyl, formyl, carbamoyl hodc gbc
sulfono, este hodc mudi cia géo sulfono, sulfamoyl, nitro, nitroso, amino, Xyano,

phenyl, benzyl C;-C4-alkyl, C;-Cy4-alkoxy, C;-Cy-carbonyl, hodc carbonyl-C;-C,-alkyl.

16. Theo mét s6 phuong an vé ché phdm theo muc 15, Ul, U2 va U3 12 O; va
R1 va R2 1a gibng nhau hodc khic nhau va 1a hydro, hydroxyl, metyl, etyl, phenyl,

benzyl, formyl, amino, xyano, nitroso, metoxy va/hodac etoxy.
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17. Theo mét sb phuong an vé ché pham theo muc 16, chét trung gian dugc
chon tir axit 1-metylvioluric, axit 1,3-dimetylvioluric, axit thiovioluric, axit violuric va

este, ete, mudi hodc hydrat cia nd.

18. Theo mot sé phuong 4n vé ché phdm theo muc bit ky trong sé cac muc tir
15 dén 17, ché phdm nay 1a ché pham trong nude c6 d6 pH nim trong khoang tir 2 dén

8, tot hon 1a tir 3 dén 7, tot hon nita 1a tir 4 dén 7.

19. Sang ché dé xuat viéc sir dung ché pham theo muc bat ky trong sd cac muc

tir 15 dén 18 dé 1am bién mau san phim dét.

20. Theo mdt s6 phuong an vé phuong phap hoic ché phim hodc sir dung theo
muc bat ky trong s cac muc néu trén, phuong phap hodc ché phim theo sang ché tao
ra sy bién mau trén mit phai cua san phim dét, tot hon 1a su bién mau c6 muc do tdy
tréng trén mat phai cuia it nhét 14 1,5 don vi Delta L*, t&t hon nita néu it nhat 1a 1,6, tbt
hon nita néu it nhét 1a 1,7, tdt hon nita néu it nhét 1a 1,8, t6t hon nita néu it nhit 13 1,9,
tdt hon nira néu it nhét 13 2, tot hon nita néu it nhét 1a 2,1, t&t hon nira néu it nhét 1a
2,2, tdt hon nita néu it nhét 12 2,3, t&t hon nita néu it nhét 1a 2,4, tot hon nita néu it nhat
14 2,5, t5t hon nita néu it nhat 14 2,6, tham chi tt hon nita néu it nhit 1a 2,7, thdm chi
t6t hon nita néu it nhét 12 2,8, tham chi tt hon nita néu it nht 1a 2,9, tham chi tt nhat
néu it nhat 12 3 don vi Delta L* trong cac diéu kién thir nghiém nhu duoc mo ta cu thé

trong Vi du 1.
Vi du thue hién sang ché
Nguyén li€u va phuong phap

Trinh ty axit amin cia Coprinus cinereus peroxidaza (CiP) dugc thé hién la
SEQ ID NO:1.

Trinh ty axit amin ctia peroxidaza dau nanh (SBP) duoc thé hién 1a SEQ ID
NO:2.

Trinh tu axit amin cia Myceliophthora thermophila lacaza (MtL) duoc thé hién
nhu trong W095/33536, trinh tu s 2.

Cellusoft L® (san pham xenlulaza nhiéu thanh phin Trichoderma reesei, co

san tir Novozymes A/S)
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Denimax® Core 1380 S (san phdm enzym chira xenlulaza va alpha-amylaza,

¢6 san tir Novozymes A/S)
VA: axit violuric
HOBT: 1-hydroxy-benzotriazol

MS: Metylsyringat

Phép do mau

Mtrc do téy tréng clia cac mau vai bdng chéo duge xac dinh béng cach do do
phan xa bf:fmg DataColor SF450X dugc chia do trude, theo cach khac mot thiét bi
trong duong c6 thé duoc sir dung. 4 1dn doc dwoc thuc hién cho mdi miu va gid tri
trung binh cua cac lan doc s& duogc st dung. Muc do téy tréng duogc dénh gia béng chi
s6 CIE L* trén mit mau xanh (mit phai) cia mau vai va chi s6 CIE b* trén mat trai

(mit sau) ctia mau vai.

L* thé hién sy thay ddi mau ¢ murc do trang/den trén thang do tir 0 dén 100 va
d6 giam L* tirc 1a ting mau den (giam mau tring) va do ting L* tuc 1a ting mau tring
(giam mau den). Pon vi Delta L* = L* ctia mau da duoc xir ly bang mot enzym nhét
dinh — L* ctia mau trude khi duge xtt Iy enzym. Don vi Delta L 16n hon thi véai bong
chéo sang hoic tring hon, do d6 muc do tay tring cang cao (vi du, don vi Delta L* 1a

6 thi mirc do téy tréng s€ cao hon don vi don vi Delta L* 1a 4).

b* thé hién su thay ddi mau xanh/vang va b* giam tirc 1a mau xanh ting (mau
vang gidm) va b* tdng tlc la mau vang ting (mau xanh gidm). Pon vi Delta b* = b*
cia mau duoc X Iy bang mdt enzym nhat dinh — b* cia miu trude khi duge xu ly
enzym. Don vi Delta b* cang 16n thi mét trai (méat sau) cia vai bong chéo cang sang
va/hodc cang tring, do d6 mirc do tay tring trén mat trai cang cao (vi du, don vi Delta

b* 14 3 s& c6 muc d9 tay trang cao hon don vi Delta b* 1a 1).

Ham lugng protein

Protein enzym trong san phdm enzym c6 thé duoc xdc dinh bang bo kit thir
nghiém BCA™ Protein Assay Kit (san phim sb 23225, ¢6 ban sin tir Thermo Fisher

Scientific Inc.) theo sb tay huéng din san pham.
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Vidu 1:

Bién mau bang CiP/VA trong Launder-O-meter & cac liéu lugng khac nhau

Tac dung cua Coprinus cinereus peroxidaza/axit violuric (CiP/VA) lén vai
boéng chéo dugc thir nghiém trong thiét bi Launder-O-meter (SDL-Atlas LP2), bao

gdm mirc d6 tay tring & céc liéu luong khac nhau.

Vai bong chéo sau khi duoc mai xude duge cit thanh manh rong 16cm va dai
27cm. Vai bong chéo dugc may lai, tao thanh mot éng vai ¢6 d0 cao la 12,5cm va
ning khoang 22g. Ong vai duoc dwa vao phong ¢6 diéu kién (d6 4m tuong dbi 1a 65%,
20°C) trong 24 gio trude khi ching dugce danh sé, dinh lugng bing cén thing bing
phén tich va dugc ghi lai. Mot 6ng vai da duoc didu kién héa dugc dat vao cdc mé
dung tich 200ml, véi mit mau xanh quay vao trong. Péi véi mdi cbe mo, 30 hat 16n
(M10 M-SR-A4-80, axit thtr), 10 hat nho (M6 M-SR-A4-80, axit thi), 7 nam chim
hinh sao 16n (duong kinh 17mm, san phdm sb 3-CO-411117, Cowie, Schweiz via Bie
& Berntsen) va 3 nam chdm hinh sao nhé (dudng kinh 14mm, san pham sb 3-CO-
11117, Cowie, Schweiz via Bie & Berntsen) dugc st dung dé cung cép su trg gidp co
hoc. Tiép d6, dung dich dém (dung dich dém natri axetat S0mM, do pH = 5,0) va
peroxidaza va chét trung gian dugc thém vao theo Bang 1, dva trén tinh toan vé trong
lugng soi vai thuc té, dé tao ra téng thé tich 1a khoang 176ml, lugng nay s€ tao ra ty 1€
chét long véi soi vai 1a 8:1 (thé tich/trong luong ml/g). H,O, dugce thém vao dung dich

theo Bang 1 dé bat ddu phan tng.

Trong khi do, may Launder-O-Meter (LOM) dugc khdi dong sau khi chuong
trinh can thiét duoc chon va no6 s& dugc gitt khi nhiét do dat téi 55°C. Moi cdc mé
dugc lap khit v6i mot nip dugc dém bing 2 miéng dém neoprin va duoc dong chat
bang co cau kep kim loai. Céc mé duge dwa vao may LOM da dugc gia nhiét trudce,
Gié kim loai dugc str dung dé diéu tiét va dam bao an toan cho 6 cc mo, & vi tri nam
ngang, mdi may trong s& 4 vi tri tréng. Nip may LOM duoc day lai va chuong trinh

giat duoc tiép tuc va thoi gian dugc khoi tao.

30 phut sau, tat ca cidc coc méd dugc loai bd va mau vai bong chéo dugc

chuyén sang dung dich bat hoat (natri cacbonat 2g/l) & 85°C trong 10 phit. Tiép do,
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mAu vai (tirc 12 vai bdng chéo) duoc giit trong nude néng 2 1an va trong nude lanh 2
1An. MAu vai bong chéo dugc sdy khd hdn loan (may c6 sin tr AEG, LAVATHERM
37700, Germany) va cic mau dugc dua vao didu kién trong 24 gid & 20°C, do am

tuong dbi 65% trudce khi duge danh gi.

Mirc do tdy tring ctia miu vai bong chéo dwoc xac dinh bing cach do hé sb
phan xa bang thiét bj DataColor SF450X di dugc dinh c¢& trude. Thuc hién 4 phép doc
d6i v6i mdi miu. Muc do tiy tring duoc danh gia bang chi s CIE L* cia mit xanh
clia mAu vai va bing chi s& CIE b* ctia mit sau ciia mau vai. D6i véi ca L* va b*, 4
phép doc dugc thuc hién cho mdi mau vai soi va gid tri trung binh cia 4 lan doc duge

st dung.

Hé Cip/VA din dén muc do gia ting dang ngac nhién cta muirc do tdy tring
(cac don vi Delta L* va Delta b* cao hon) duge so sanh v6i nhém trong (khong thém
CiP, VA va H,0,) va nhom dbi ching (thém H,0,). Nhu dugce thé hién trong Bang 1,
muc lidu téi vu di v6i CiP, VA va H,0, lan lugt 13 0,015mg enzym protein/g vai soi,
0,5mM/1 va 0,05g/1. H¢ Coprinus cinereus peroxidaza va axit violur (CiP/VA) s€ van
hanh vuot quéa khoang liéu rong, bang cach gia ting murc do tdy trang trén ca hai mat
Vai.

Bang 1

Két qua vé mirc do tiy tring clia hé CiP/VA & céc liéu lugng khéc nhau (55°C, d6 pH

= 5,0, 30 phut)
CiP (mg enzym protein/g VA Soi vai bong chéo
o , H,0, (g/1)
vai bong chéo) (mM/1) DeltaL* | Delta b*

0,001 3,13 1,11
0,005 6,45 2,02

0,25 0,1
0,015 6,7 3,47
0,030 8,07 3,18
0,05 2,29 0,76
0,015 0,10 0,1 4,33 1,79
0,25 6,70 3,47
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0,50 12,90 3,75

0,02 6,51 2,59

0,05 9,43 4,47

0,015 0,25

0,1 6,70 3,47

0,2 5,65 2,61

0 0 0 0,55 0,02
0 0 0,1 0,58 0,09

Luu y: Gia tri trung binh ctia hai miu d6i véi mdi lidu lugng

Vidu 2:

Bién mau bang CiP/VA trong LOM trong céc didu kién phan tmg khac nhau

Téc dung ciia CiP/VA Ién vai bong chéo dugce thir nghiém trong cac didu kién
phan ng nhu duoc thé hién trong Bang 2 bing quy trinh gidng véi quy trinh nhu
trong Vi du 1. Lidu luong cta CiP duoc thiét 1ap 14 0,015mg enzym protein/g vai soi,
VA la 0,5mM/l va H,0, 1a 0,05g/1. Dung dich dém c6 d6 pH=4 va pH=5 la dung dich
dém natri axetat S0mM, dung dich dém c6 do0 pH=6 va pH=7 la dung dich dém
phosphat S0mM.

Ca nhom tréng (khong thém CiP, VA va H,0,) va nhom dbi chimg (thém
H,0, véi ndng d6 0,1g/l) déu dwoc thuc hién ¢ d6 pH = 5, nhiét do 55°C trong 30
phut.

Nhu duge thé hién trong Bang 2, chung ta ¢6 thé két luan ring, hé CiP/VA cho
thdy hoat tinh trén khoang nhiét d6 rong nim trong khoang tir 25 dén 65°C) va do pH
nim trong khoang tir 4 dén 7. N6 s& hoat dong t6t hon trong didu kién nhiét do thip
nhu tir 25 dén 45°C. Tc do phan tng ctia CiP/VA 13 kha nhanh véi tac dung ty tring

chil yéu duge két thuc trong vong 10 phut déu tién.
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Béang 2

Két qua v& murc do tdy tréing ciia hé CiP/VA trong cac diéu kién d¢ pH, nhiét do va

thoi gian khac nhau

Po pH Nhiét do (°C) Thoi gian (phit) Soi vai bang cheo
Delta L* Delta b*

4 11,00 3,32
5 s " 10,75 3,77
6 5,79 1,01
7 2,54 0,68
25 11,05 1,17
35 11,13 2,89
5 45 30 10,49 2,76
55 9,24 3,42
65 7,09 3,66
10 8,59 2,91
20 8,79 2,74

5 55
30 9,31 2,44
60 9,98 1,72
Nhom trong 0,55 0,02
Nhém ddi chimg 0,58 0,09

Luu y: Gié tri trung binh cua hai mau doi véi moi diéu kién

Vidu 3:

Dit liéu so sanh ctia CiP/VA véi cac san phdm cua céc giai phap k¥ thuét da biét vé su
bién d6i mau trén vai bong chéo trong LOM

Biéu hién cta CiP/VA, CiP/HOBT, SBP/VA va MtL/MeS dugc danh gia
trong cac diéu kién phan tmg nhu dugc thé hién trong Bang 3 bang phwong phap gidng
nhu dugc néu trong Vi du 1. Thoi gian xtr ly trong vi du nay dugc dat 1a 30 phat. Dung
dich dém c6 d6 pH = 5 1a dung dich dém natri axetat S0mM va dung dich dém cé do

pH = 6,5 1a dung dich dém phosphat S0mM.
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Nhu duge thé hién trong Bang 3, ca CiP (SEQ ID NO:1) va SBP (SEQ ID
NO:2) lam cai thién tdc dung tay tring, Khi so sdnh v&i cc san phim c6 ban trén thi
truong (CiP/HOBT), hé¢ CiP/VA hodc SBP/VA Ia hiéu qua hon so véi hé CiP/HOBT
vé& murc d tdy tring (don vi Delta L* cao hon va don vi Delta b* cao hon). VA 1a siéu
viét dbi v6i chét trung gian HOBT trong hé peroxidaza/ chét trung gian v& sy bién mau.

Nhu duoc thé hién trong Bang 3, hé CiP/VA hodc SBP/VA thé hién mirc do
thy tring t8t hon so voi hé lacaza/chit trung gian c¢6 ban sin trén thi truong
(MtL/MeS).

Béang 3

Két qua cia CiP/VA va h¢ enzym/chét trung gian khéc 1én mirc do tay tring vai bong

chéo trong LOM
Enzym/Chét | Piéu kién Lidu Lidu chat Liéu Soi vai bong chéo
trung gian giat enzym trung gian H,0, | DeltaL* | Delta b*
CiP/VA 0,015mg 0,5mM/1 6,71 2,27
55°C,
CiP/HOBT /g vai 0,5mM/1 1,86 0,3
pH=5,0, . 0,1g/1
SBP/VA soi bong 0,5mM/1 6,12 1,56
30 phut )
MtL/MeS chéo 0,5mM/1 5,32 1,45

Luu y: Gia tri trung binh cta hai mau doi véi moi diéu kién

Vidu 4:

Bién mau bang CiP/VA két hop véi xenlulaza trong LOM trong cling mdt thiing

Quy trinh mai xudc va tdy trang két hop trong cing mot thung dung dé chi
viéc thuc hién mai xudc vai bong chéo va tdy tring lién tiép trong ciing mot thing ma
khong rt nude va gidt trong qua trinh do, trong khi binh thudng cong doan mai xude
va tdy tring 14 hai cong doan riéng biét duge thuc hién trong céc thung xir ly khic
nhau. Trong vi du nay, cic cong doan mai xudc va tdy trdng binh thuong duoc thiét
1ap co6 kiém soat, trong d6 vai bong chéo duge gidt sau khi mai xudc trong khi cong

doan ty tring xay ra trong mot thing khac sau dé.
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Budce mai xude vai bdong chéo: Vai sgi bong chéo sau khi dugce giti hd duge
cit thanh miéng c6 kich thuéc gidng nhau va dugce dinh hinh thanh hinh éng va dua
vao trong cbc mé6 LOM cung mot lugng hat nhu duge md ta trong Vi du 1. Tiép theo,
dung dich dém (dung dich dém natri axetat 50mM, do pH = 5,0) va sin phém
xenlulaza (Cellusoft® L) dugc thém vao theo nhu Bang 4, trén co s¢ tinh todn trong
lwong soi vai thuc té, véi ty 16 chét 16ng vai soi vai 1a 8:1 (thé tich/trong luong, ml/g).
Cbc mé duge dua vao LOM da duge gia nhiét trude. Tiép do, bude mai xude duge bat
dau & 55°C, duoc thuc hién theo cach tuong tu véi cach duge mo ta trong doan 3 cua
Vi du 1. Bén muoi phut sau, tat ca cac cde mod duoge 1éy ra khoi LOM cho budc téy

trang tiép theo trong mot thing khic hoic trong cling thiing do.

Quy trinh dbi chimg (tdy tring trong thung khac ké tir sau thing mai xudc):
P&i véi miu vai ddi chirng, thing mai xude duge rit nude va mau vai duoc giit trong
nugc nong 2 lan trong nuwowcs lanh 2 lan. Tiép d6, mau vai duoc dua trd lai coc mo
cung véi hat nhu duge mo té trong doan 2 cuia Vidu 1 va tiép d6 dung dich dém (dung
dich dém natri axetat 50mM, pH=5,0) dugc thém vao, roi thém tiép peroxidaza, chét
trung gian va HyO, theo Bang 4, voi ty 1€ chét 1ong véi soi vai 1a 8:1 (thé tich/trong
lwong, ml/g). Céc mod duge dwa vao LOM va chuong trinh gizit duge tiép tuc trong 30
phut & 55°C d6i v6i budc tay trang.

Quy trinh két hop (céng doan mai xudc va tdy trang trong cing mot thung):
Dbi v6i mau vai ctia quy trinh két hop, peroxidaza, chit trung gian va H,0, duoc thém
tryc tiép vao thing mai xudc chira cac cde mo theo Bang 4. Céc cbe md duge dua trd

lai LOM va chuong trinh giat dugce tiép tuc trong 30 phut & 55°C dé tdy tring.

Sau budc ty tring trong ca hai quy trinh déi ching va quy trinh két hop, tét
ca cac coc mo duge 14y ra va mau vai bong chéo dugc chuyén sang dung dich 1am bt
hoat (natri cacbonat 2g/1) & 85°C trong 10 phut. Tiép d6, mau vai dugc giit gitra trong
nude nong 2 14n va trong nude lanh 2 1an. Cdc mau vai bong chéo duoc sdy khod hdn
loan va didu kién hoa va duoc danh gia vé muc do tdy tring theo cach tuong tu nhu

cach dugc néu trong Vi du 1.

Bang 4 cho thiy rang, quy trinh két hop c6 thé dat t&i mic do Delta L* gidng
nhu murc do nay trong quy trinh ddi ching, trong khi lidu lugng ctia CiP/VA/H202 &
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khoéng giita gip d6i va gip ba lidu lugng nhu dugc st dung trong quy trinh ddi ching.
Vi du nay cho thdy ring, hé CiP/VA/H202 14 thich hgp dé st dung trong quy trinh

mai xude va tiy tring két hop trong cling mot thing.

Bang 4

Két qua cta quy trinh két hop trong mdt thiing bang Cellusoft® L va CiP/VA trong

LOM
Cellusoft® L, % theo | CiP, mg enzym Soi vai bong chéo
Quy trinh I b /g vai b VA, HiOy
uy trin trong luwgng vai bong | protein/g vai bong
Y s mM/A | gl |Deltal* | Delta b*
chéo chéo
Poi chimg 1,00 0,015 0,25 0,05 | 13,615 -1,1
, 1,00 0,030 0,50 0,10 | 12,025 -1,395
Két hop
1,00 0,045 0,75 0,20 | 15,505 -2,02
Luu y: Gié tri trung binh ctia hai mau dbi v6i mdi 1an két hop
Vidu 5:

Bién mau bang CiP/VA két hop véi giii hd va mai xudc trong cing mot thing

Quy trinh két hop trong cling mdt thiing trong Vi du nay dung dé chi viéc thuc
hién céng doan gifi hd, mai xudc va tdy trang vai bong chéo trong cting mot thiing ma
khong rat nudc va gidt trong gitta khoang dé. Trong vi du nay, quy trinh d6i chung
trude hét duge thuc hién giti hd va mai xude dong thoi trong cing mot thung, tiép do
mAu vai bong chéo duge giat trong khi cong doan tdy tring xay ra trong thing khac

sau do.

Budc giti hd va mai xude dugc thyc hién trong thiét bi WASCATOR
(Electrolux, Switzerland) d& dam bao di tac dong co hoc d6i v6i quéa trinh.
WASCATOR la méy giat kém maéy vat c¢6 cong sudt 1a 7kg vai soi, dugc diéu khién
bing don vi didu khién chuong trinh trén co s vi xtr ly, don vi diéu khién nay s& tao
ra tac dong co hoc 16n hon so véi LOM, nén tic nhén giii hd trong s¢i vai bong chéo
6 thé duoc loai bo d& dang vai su tro gitp clia amylaza dé dam bao cho soi vai dugc

giii ho day du va tac dung mai xudc dugce chudn bi cho bude tdy tring tiép theo. 1kg
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dng vai bong chéo dugc dua vao may WASCATOR va chuong trinh giat duge chay

nhu dudi day:

Gidt so bd 25°C, 5 phut; ty 1& chét long vai soi vai la 15:1 (thé tich/trong lugng

Théo nudc

Giat chinh San pham enzym Denimax® Core 1380 S chira ca alpha-amylaza va
xenlulaza dugc thém vao theo Bang 5; 50°C, trong 85 phut; ty 1€
chét 16ng vdi soi vai 1a 10:1 (thé tich/trong luong); do pH ctia thing

nuée 12 6,5 trong didu kién thir nghiém

Sau khi gidt Ong vai bong chéo va thung xtr ly duge thu gom mot cach twong

trng cho budc tiy tring tiép theo trong mot thiing khac hoc trong

cung thung do

Quy trinh déi chung: MAu vai dé lam déi ching dwoc gidt trong nudc nong
trong 2 14n va trong nuée lanh 2 14n, tiép d6 duoc cat thanh timg 6ng nho va duge dua
tré lai vao cdc mo cung vdi cac hat nhu duge mo ta trong Vi du 1. Sau d6, dung dich
dém (dung dich dém natri axetat SOmM, do pH=5,0) dugc thém vao, rdi thém tiép
peroxidaza, chét trung gian va H,O, theo Bang 5, véi ty 1€ chét long va soi vai la 10:1
(thé tich/trong luong ml/g). Cdc méd dugc dua try lai vao LOM va chuong trinh giat

duoc tiép tuc trong 30 phiit & 40°C dbi voi bude tay tring.

Quy trinh két hop: Mau vai d6i voi quy trinh két hop duge cit thanh cac ng
nhd va dugce dua vao cde mo cung vdi cac hat nhu duge mo ta trong Vi du 1. Viée thu
gom lai thing nude tir WASCATOR duoc diéu chinh dén d6 pH = 5 bang axit axetic
va dugce thém vao cdc mo. Peroxidaza, chat trung gian va H,O, dugc thém vao theo
Bang 5, vai ty 18 chit 16ng va soi vai 1a 10:1 (thé tich/trong lwgng ml/g). Cée mé duoc
dua trd lai vaio LOM va chuong trinh gidt duoc tiép tuc trong 30 phit & 40°C dbi véi
budc tdy tring.

Sau bude tdy tring trong ca quy trinh déi chimg 1an quy trinh két hop, tt ca
céc cbe mo duoc 14y ra va miu vai bong chéo duoc chuyén sang dung dich bit hoat
(natri cacbonat 2g/1) & 85% trong 10 phut. Tiép d6, mau vai dugc giit trong nuée néng

2 14n va trong nuéc lanh 2 1an. MAu vai bong chéo dugc sy kho hdn loan, diéu kién
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héa va duge danh gia vé mirc do tdy tring theo cach twong tu nhu cdch dugc mo ta
trong Vidu 1.

Bang 5 cho thiy ring, quy trinh két hop co thé dat duoc muc do Delta L*
gibng nhu mirc d® nay trong quy trinh d6i chung, trong khi lidu luong cua
CiP/VA/H202 & khoang gitra sau l4n va bay lan liéu lugng nhu dugc st dung trong
quy trinh déi chémg. Vi du nay cho thdy ring, hé CiP/VA/H202 la thich hop dé st
dung trong quy trinh mai xudc va tay tring két hop trong cling mot thiing.

Bang 4

Két qua ctia quy trinh két hop trong mot thung bing Denimax® Core 1380 S va

CiP/VA
Denimax® Core 1380 | CiP, mgenzym Soi vai bong chéo
Quy trinh | S, % th 1 in/g vai b VA, | HaOy,
uy trin , % theo trong lugng | protein/g vai bong
y mM/ | g1 | Deltal* | Deltab*
vai bong chéo chéo
Poi ching 3 0,015 0,19 | 0,04 | 17,595 -0,705
, 3 0,090 1,14 | 0,24 17,37 -3,255
Két hop
3 0,105 1,33 | 0,28 | 18,155 -3,405
Luu y: Gia trj trung binh ctia hai mau d6i véi mdi 1an két hop
Vidu6:

Bién mau bing CiP/VA bang cach st dung natri percacbonat hodc ure hydro peroxit

lam ngudn cho hydro peroxit trong WASCATOR

Thir nghiém v& tdy tring vai bong chéo duoc thuc hién trong may Wascator
(Electrolux, Switzerland). P4i véi mdi thir nghiém, sau doan 6ng vai bong chéo 16n
nang khoang lkg dugc 16ng vao v6i nhau. Dung dich dém natri axetat SOmM dugc st
dung dé kiém soét thung & do pH = 5. Peroxidaza, chét trung gian va ngudn hydro
peroxit (H,O, hodc natri percacbonat hodc ure hydro peroxit) dugc thém vao theo
Bang 6. H,O, giai phéng ra lugng natri percacbonat va ure hydro peroxit lan luot 1a

28.30% va 35,08%. O cac liéu luong trong Bang 6, ci natri percacbonat va ure hydro
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peroxit d&u c6 thé giai phong ra H,0, dén luong 0,06g/1. Céc didu kién thir nghiém

dugc mo ta nhu dudi day:

Gidt chinh Cip, VA va ngudn hydro peroxit duge thém vao theo Bang 6; 40°C
trong 20 phit; ty 18 chat 1ong v&i soi vai 1a 10:1 (v/w); d6 pH =5
bang dung dich dém natri axetat 50mM

Rut nuéce

Giat 25°C, 5 phut: ty 1& chat 1ong v6i soi vai 1a 15:1 (trong lugng)
Rut nude

Giat 25°C, 5 phut: ty 1& chat 1ong v6i soi vai 1a 15:1 (trong lugng)
Rut nuée

Chiét rtt va say

kho hon loan

Két qua trong Bang 6 cho thiy rang, natri percacbonat hodc ure hydro peroxit

¢6 thé dat toi mirc do téy tréng tuong tu nhu véi HyO,.
Bang 6

Két qua ctia viéc str dung ngudn hydro peroxit khac nhau ddi véi cong doan tay tring

bang CiP/VA trong thiét bj Wascator

Hydro peroxit CiP (mg enzym VA Soi vai bong chéo
Nguén g/l protein/g denim) | (mM/1) | Delta L* | Delta b*
H,0, 0,06 0,015 0,19 8,03 1,84
Natri percacbonat 0,212 0,015 0,19 8,05 1,85
Ure hydro peroxit 0,171 0,015 0,19 7,56 1,72

Vidu7:

Su bién mau cuc bod béng CiP/VA

Vai bong chéo sau khi dugc mai xude duge cit thanh cdc manh rong 16cm va
dai 27cm. Vai bong chéo duge may lai, tao thanh mot mau vai hinh chit nhat c6 do cao
1a 12,5cm va ning khoang 22g. Pua miu vai ¢6 mit mau xanh Gp viao mot vanh co

duong kinh 10cm dé tao phan trung tim ctia mau vai dugc treo theo chidu ngang.
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Iml hén hop CiP/VA (CiP = 0,221mg hdn hop Enzym Protein/g; VA = hdn
hop 0,028mM/g) dugc nhd vao trung tim mAu vai va sy thAm xay ra mot cach tu dong.
Sau 5 phut, mau vai dugc tao thanh hinh 6ng va dugce dua vao cbc mo voi cac hat nhu
dugc mo ta trong Vidu 1. Tiép do, dung dich dém (dung dich dém natri axetat 50mM,
do pH=5,0) va H,0, dugc thém vao, lam cho thung ¢6 ham lugng H,0, 1a 0,69g/1 va
ty 1€ chét long vai soi vai 1a 10:1 (thé tich/trong lugng ml/g). Cbéc mo duge dua vao
LOM va chuong trinh giat dugc tiép tuc trong 20 phut ¢ 25°C. Sau 20 phut, thung giat
duoc thio nuéce va dung dich NaOH (1g/1) dugce thém vio cbe mo véi ty 1é cht 16ng
voi soi vai la IO:I(thé tich/trong luong, ml/g). Cbc mo duge dua trg lai LOM va

chuong trinh gidt dugc tiép tuc trong 10 phtt & 25°C.

Tiép d6, mau vai dugc gidt trong nude néng 2 lan va trong nudc lanh 2 lan.
Mau vai bong chéo dugc say khd hon loan, diéu kién héa va duogc danh gia vé mac do

tdy tring theo cdch tuong tw nhu cdch dugc md ta trong Vi du 1.

Gia tri Delta L* cua diém trung tdm cua mau vai 1a 14,30, trong khi gia tri
Delta L* & bién (cach diém trung tim Scm) 1a 3,99. Két qua nay cho thdy ring, khu
vue trung tdm dugc tdy tring nhiéu hon khu vuc bién, do d6 mo hinh dugc tdy tring

cuc bd s& dugc hinh thanh trén soi vai.

Sang ché dd duge md ta trong ban md ta va yéu ciu bao hd sau diy ma khong
bi gidi han bdi cac khia canh cu thé d3 duoc md ta, do cac khia canh nay chi nhim
muc dich minh hoa sang ché. Céc khia canh tuong duong bét ky ciing dugce bao gdm
trong pham vi bao ho ctia sang ché. Ngoai ra, cac thay d6i khac nhau ciia sang ché
ngoai cac phuong 4n da duoc thé hién va dugc mo ta & dy cling s& trd nén rd rang
hon dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay khi dya vao phén
md ta trén day. Céc thay ddi nay cling nim trong pham vi cta yéu cau bao ho. Trong

truong hop nguoc lai, phan mo ta cling bao gom cac dinh nghia s& kiém soat dugc.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap xur ly sén pham dét, trong dé phuong phép nay bao gbm bude tiy
tréng san phim dét da nhudm bing tac nhan tdy tring & d6 pH ndm trong khoang tir 4
dén 5 trong dung dich trong nudc chira peroxidaza, ngudn hydro peroxit va chét trung
gian c6 cong thue:

_OH
N

trong dos

Ul,U2vaU3la giéng nhau hodc khac nhau va la O, S hodc NOH; va

Rl va R2 1a giéng nhau hodc khac nhau va l1a hydre, hydroxyl, formyl,
carbamoyl hodc gdc sulfono, este hoic mudi chtra gbe sulfonocal, sulfamoyl, nitro,
nitroso, amino, Xyano, phenyl, benzyl C1-C4-alkyl, C1-C4-alkoxy, C1-C4-carbonyl
hoéc carbonyl-C1-C4-alkyl.

2. Phwong phép theo diém 1, trong dot
U1, U2 va U3 1a gibng nhau hodc khac nhau va 1a O hoic S; va
R1 va R2 1a giéng nhau hodc khac nhau va 1a hydro, hydroxyl, metyl, etyl,

phenyl, benzyl, formyl, amino, Xyano, nitroso, metoxy va/hodc etoxy.

3. Phuong phép theo diém 1, trong do:
Ul,U2vaU31a0;va
R1 va R2 1a giéng nhau hodc khac nhau va la hydro, hydroxyl, metyl, etyl,

phenyl, benzyl, formyl, amino, Xyano, nitroso, metoxy va/hodc etoxy.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 chit trung gian dugce chon tir nhém gdm c6 axit
1-metylvioluric, axit 1,3-dimetylvioluric, axit thiovioluric, axit violuric va este, ete,

muoi va hydrat cua né.
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5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 san pham dét 14 vai bong chéo.

6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phip niy dugc thuc hién & nhiét do nim
trong khoang tir 30 dén 50°C.

7. Phuong phép theo diém 2, trong d6 phuong phap nay dugc thuc hién & nhiét do nam
trong khoang tir 30 dén 50°C.

8. Phuong phap theo diém 3, trong d6 phwong phap nay duoc thuc hién & nhiét do nim
trong khoang tir 30 dén 50°C.

9. Phuong phép theo diém 4, trong d6 phuong phéap nay dugc thyc hién & nhiét do nim
trong khoang tir 30 dén 50°C.

10. Phuong phép theo diém 1, trong d6 tic nhan tay tring 1a tac nhan oxy hod.
11. Phuong phap theo diém 1, trong d6 tac nhan tdy tring 14 tac nhan kh.
12. Phuong phép theo diém 1, trong d6 tac nhan tdy trang 1a tac nhén tiy tring enzym.

13. Phuong phap theo diém 1, trong dé peroxidaza c6 trinh tyr axit amin ma c6 it nhat

90% gibng véi trinh ty SEQ ID NO: 1 hoic SEQ ID NO: 2.

14. Phuong phap theo diém 1, trong d6 peroxidaza c6 trinh tu axit amin ma c6 it nhit

95% trinh ty gidng véi trinh ty SEQ ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2.

15. Phuong phap theo diém 1, trong d6 peroxidaza co trinh tu axit amin néu trong SEQ

ID NO: 1 hodc SEQ ID NO: 2.
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16. Phuong phéap xtr Iy san phdm dét, trong d6 phuong phép nay bao gdm céc budc:

(a) cho san phém dét duoc nhudm tiép xuc véi xenlulaza; va

(b)  tdy tring san phdm dét duge nhudm nay bing tic nhén ty tring & do pH
nim trong khoang tir 4 dén 5 véi peroxidaza, ngudn hydro peroxit va chét trung gian
c6 cong thirc

_~OH
N

trong dé

U1, U2 va U3 la giéng nhau hoic khac nhau va 12 O, S hodc NOH; va

Rl va R2 1a gibng nhau hoic khac nhau va 1a hydro, hydroxyl, formyl,
carbamoyl hodic gbc sulfono, este hoic mubi chira gbc sulfono, sulfamoyl, nitro,
nitroso, amino, xyano, phenyl, benzyl C1-C4-alkyl, C1-C4-alkoxy, C1-C4-carbonyl
hodc carbonyl-C1-C4-alkyl,
trong d6 cac bude (b) va (¢) dugc thuc hién theo trinh tu hodc déng thoi trong cung

mot be.

17. Phuong phap theo diém 16, trong d6 budc (a) duoc thuc hién trude bude rii hd bao

gom viéc cho san pham dét tiép xuc voi amylaza.

18. Phuong phép theo diém 17, trong d6 bude rii hd, budc (a) va bude (b) xay ra theo

trinh tu hodc ddng thoi trong cling mot bé.
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DANH MUC TRINH TU

Gln Gly Pro Gly Gly Gly Gly Ser Val Thr Cys Pro Gly Gly GIn Ser
1 5 10 15

Thr Ser Asn Ser Gln Cys Cys Val Trp Phe Asp Val Leu Asp Asp Leu
20 25 30

GIn Thr Asn Phe Tyr Gln Gly Ser Lys Cys Glu Ser Pro Val Arg Lys
35 40 45

Ile Leu Arg Ile Val Phe His Asp Ala Ile Gly Phe Ser Pro Ala Leu
50 55 60

Thr Ala Ala Gly GIn Phe Gly Gly Gly Gly Ala Asp Gly Ser Ile Ile
65 70 75 80

Ala His Ser Asn Ile Glu Leu Ala Phe Pro Ala Asn Gly Gly Leu Thr
&5 90 95

Asp Thr Val Glu Ala Leu Arg Ala Val Gly Ile Asn His Gly Val Ser
100 105 110

Phe Gly Asp Leu Ile GIn Phe Ala Thr Ala Val Gly Met Ser Asn Cys
115 120 125

Pro Gly Ser Pro Arg Leu Glu Phe Leu Thr Gly Arg Ser Asn Ser Ser
130 135 140

GIn Pro Ser Pro Pro Ser Leu Ile Pro Gly Pro Gly Asn Thr Val Thr
145 150 155 160

AlaIle Leu Asp Arg Met Gly Asp Ala Gly Phe Ser Pro Asp Glu Val
165 170 175

Val Asp Leu Leu Ala Ala His Ser Leu Ala Ser Gln Glu Gly Leu Asn
180 185 190

Ser Ala Ile Phe Arg Ser Pro Leu Asp Ser Thr Pro Gln Val Phe Asp
195 200 205

Thr Gln Phe Tyr Ile Glu Thr Leu Leu Lys Gly Thr Thr Gln Pro Gly
210 215 220
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Pro Ser Leu Gly Phe Ala Glu Glu Leu Ser Pro Phe Pro Gly Glu Phe
225 230 235 240

Arg Met Arg Ser Asp Ala Leu Leu Ala Arg Asp Ser Arg Thr Ala Cys
245 250 255

Arg Trp Gln Ser Met Thr Ser Ser Asn Glu Val Met Gly Gln Arg Tyr
260 265 270

Arg Ala Ala Met Ala Lys Met Ser Val Leu Gly Phe Asp Arg Asn Ala
275 280 285

Leu Thr Asp Cys Ser Asp Val Ile Pro Ser Ala Val Ser Asn Asn Ala
290 295 300

Ala Pro Val Ile Pro Gly Gly Leu Thr Val Asp Asp Ile Glu Val Ser
305 310 315 320

Cys Pro Ser Glu Pro Phe Pro Glu Ile Ala Thr Ala Ser Gly Pro Leu
325 330 335

Pro Ser Leu Ala Pro Ala Pro
340

GlIn Leu Thr Pro Thr Phe Tyr Arg Glu Thr Cys Pro Asn Leu Phe Pro
1 5 10 15

Ile Val Phe Gly Val Ile Phe Asp Ala Ser Phe Thr Asp Pro Arg Ile
20 25 30

Gly Ala Ser Leu Met Arg Leu His Phe His Asp Cys Phe Val Gln Gly
35 40 45

Cys Asp Gly Ser Val Leu Leu Asn Asn Thr Asp Thr Ile Glu Ser Glu
50 55 60

Gln Asp Ala Leu Pro Asn Ile Asn Ser Ile Arg Gly Leu Asp Val Val
65 70 75 80

Asn Asp Ile Lys Thr Ala Val Glu Asn Ser Cys Pro Asp Thr Val Ser
&5 90 95

Cys Ala Asp Ile Leu Ala Ile Ala Ala Glu Ile Ala Ser Val Leu Gly
100 105 110
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Gly Gly Pro Gly Trp Pro Val Pro Leu Gly Arg Arg Asp Ser Leu Thr
115 120 125

Ala Asn Arg Thr Leu Ala Asn Gln Asn Leu Pro Ala Pro Phe Phe Asn
130 135 140

Leu Thr Gln Leu Lys Ala Ser Phe Ala Val Gln Gly Leu Asn Thr Leu
145 150 155 160

Asp Leu Val Thr Leu Ser Gly Gly His Thr Phe Gly Arg Ala Arg Cys
165 170 175

Ser Thr Phe Ile Asn Arg Leu Tyr Asn Phe Ser Asn Thr Gly Asn Pro
180 185 190

Asp Pro Thr Leu Asn Thr Thr Tyr Leu Glu Val Leu Arg Ala Arg Cys
195 200 205

Pro Gln Asn Ala Thr Gly Asp Asn Leu Thr Asn Leu Asp Leu Ser Thr
210 215 220

Pro Asp GIn Phe Asp Asn Arg Tyr Tyr Ser Asn Leu Leu GIn Leu Asn
225 230 235 240

Gly Leu Leu Gln Ser Asp Gln Glu Leu Phe Ser Thr Pro Gly Ala Asp
245 250 255

Thr Ile Pro Ile Val Asn Ser Phe Ser Ser Asn GIn Asn Thr Phe Phe
260 265 270

Ser Asn Phe Arg Val Ser Met Ile Lys Met Gly Asn Ile Gly Val Leu
275 280 285

Thr Gly Asp Glu Gly Glu lle Arg Leu Gln Cys Asn Phe Val Asn Gly
290 295 300

Asp Ser Phe Gly Leu Ala Ser Val Ala Ser Lys Asp Ala Lys GIn Lys
305 310 315 320

Leu Val Ala GIn Ser Lys
325
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