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Linh vuc k§ thuit duge dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phap san xuét tinh thé D-psicoza tir dung

dich D-psicoza bang cach sir dung k¥ thuat qua bio hoa.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

D-psicoza 1a duong tu nhién c6 mat véi lugng rat nho trong qua trinh
ddng phan héa mat duong hodc glucoza va monosacarit, c6 do ngot bing
khoang 70% so v6i duong. D-psicoza dugc thong bao 1a chat lam ngot c6 anh
huéng rat it dén su ting khdi lugng co thé vi né khong duoc chuyén héa béi
ngudi, chit ndy gan nhu khong chia calo, va cé tac dung e ché su tao thanh
chét béo trong co thé (Matuo, T. et. AL, Asia Pac. J. Clin. Nutr., 10, 233-237,
2001 ; Matsuo, T. and K. Izumori, 4sia Pac. J. Clin. Nutr., 13, S127, 2004).

Gan day, su anh hudng cta D-psicoza dén cac tac dung khong gay sau
rang va chéng sau rang da duoc théng béo, va do dé viée phat trién D-psicoza
dé 1am chét hd tro cho strc khoe ring miéng va dé 1am chét lam ngot co thé
thay thé duong, da dugc thuc hién mot cach tich cuec.

Mic du D-psicoza thu hiit sw chti y ctia nganh cong nghiép thuc pham
nhu mot chat 1am ngot dé ngan ngira su ting khdi luong co thé do céc tinh
chat va chirc niang cua nd, chi mot luong nhé D-psicoza duge tao ra tur
fructoza & nhiét d6 cao, va do d6 rat kho san xuit D-psicoza bang cach tong
hop héa hoc. Mic du cac phuong phép san xuat hang loat bang cach cho

fructoza phan tng véi D-tagatoza epimeraza hoac cho fructoza phan ung véi
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D-psicoza epimeraza dd dugc théng bao, nhung hiéu suit ciia D-psicoza 1a
qué thp nén gia thanh san xuat cia chung rat cao.

Gan day, céc tac gia sang ché da thong béo phuong phap san xuét D-
psicoza kinh té bang cach dong phan hoa glucoza thanh fructoza, sau d6 cho
fructoza phan ung véi cac té bao tong hop D-psicoza epimeraza di duoc ¢b
dinh (Pon yéu cau cap patent Han Qudc s 10-2009-0118465).

Dung dich phan tng chtta D-psicoza duoc tao ra bing cic phan tng
enzym 13 cdc san pham c6 do tinh khiét thap chira D-psicoza & dang ran véi
luong nam trong khoang tir 20% dén 30% khdi luong, va do d6 can tach D-
psicoza & do tinh khiét cao. Cac phuwong phép khac nhau dugc 4p dung cho
cac chat duoc san xuat cong nghiép dé tach ching & do tinh khiét cao. Trong
truong hop dudng, phuong phap sic ky thuong duoc st dung dé didu ché chit
16ng c6 do tinh khiét cao, sau d6 két tinh dé thu duoc san phim duong c6 do
tinh khiét cao. Pbi voi D-psicoza, phuong phap san xuét co thé ap dung trong
cong nghiép van chua duogc phat trién.

JP 03228687 ciing bdc 16 phuong phap diéu ché D- psicoza.

Phuong phap san xuit D-psicoza & dang bot bang céach loai bo fructoza
khong phan tng trong dung dich phan tmg chira D-psicoza bang céch 1én men
ndm men va st dung luong 16n etanol da duoc thong bao (Kei T. et. al., J.
Biosci. Bioeng., 90(4), 453-455, 2000). Tuy nhién, viéc su dung etanol vdi
luong 16n doi hoi thiét bi dét tién dé chong chay nd va thu hdi san pham, va
c4c van dé nhu hong thiét bi khudy do st dung dung méi hitu co va su cd mat
céc chét la trong céc san pham thu hdi ¢ thé xay ra. Thém vao dé, vi cac san
pham cudi & dang bot, ching c6 thé bi ton hao vé6i luong 16n trong qué trinh

khir nude, rira va say kho. Mic du D-psicoza dugc nghién thanh bot dé thu
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duoc san phém cudi, nhung cac bot nay bi hit bam vao nhau, dua cac tap chét
1&n vao cac hat bot, do d6 1am giam do tinh khiét ctia san phdm cudi cing.
Vi cac san phém ¢ dang bot min, su tdng thé tich 1én hon su tang khoi luong,
dan dén lam tang chi phi san xuét do phai dong goi thé tich 16n va dan dén chi
phi bd sung trong qué trinh phan phéi. Hon nita, cdc san phdm ¢ dang chét
hoa hoc nguyén chét 13 bat loi trong quy trinh san xuat thuc phim do kha
nang chay thap. Do d6, van can c6 phuong phap san xuat D-psicoza tinh khiét
¢ dang tinh thé hon la dang bdt min, dé san xuét D-psicoza mét cach kinh té
ma khong st dung cac dung mdi hitu co, nhu etanol va cai thién kha nang

chay trong quy trinh san xuét va lam tang gia tri san pham.
Ban chit k§ thuit clia sang ché

Céc tac gia sang ché da thuc hién céc nghién ctu vé phuong phap séan
xuét tinh thé D-psicoza tir dung dich D-psicoza thu duoc bang cach chuyén
héa sinh hoc hodc bang cac phan img enzym ma khong st dung dung méi hiru
co, trong do cac tinh thé D-psicoza duogc san xuét ¢ kich thude thich hop bang
céch duy tri dung dich D-psicoza & trang thai qué bdo hoa trong ving gia 6n
dinh, nhd d6 hoan thanh sang ché.

Sang ché dé xuét phuong phap san xuét tinh thé D-psicoza bang céch
duy tri dung dich D-psicoza trong viing gia on dinh ndm gitra dudng cong bio
hoa va duong cong qué bao hoa.

Theo mdot khia canh, sang ché dé& xuit phuong phép san xudt tinh thé
D-psicoza tinh khiét, bao gdm cac budc:

loai bo tap chat ra khoi dung dich D-psicoza dé thu duoc dung dich D-

psicoza tinh khiét;
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¢d dung dich D-psicoza tinh khiét nay; va

két tinh D-psicoza tir dung dich D-psicoza da c¢d ¢ trang thai qué béo
hoa trong ving gia on dinh.

Theo mot phuwong 4n cla sang ché, qué trinh ¢6 dung dich D-psicoza
tinh khiét c6 thé duoc thuc hién & nhiét d6 nim trong khoang tur 60°C dén
70°C. Khi nhiét d6 cua dung dich c6 tang 1én dén nhiét do6 cao hon khoang
70°C, D-psicoza c6 thé bi bién chat béi nhiét. Khi nhiét do giam xudng thip
hon khoang 60°C, kho ¢6 dung dich dén ndng d6 mong mudn. Do nhiét do
ctia chit phan tng ting nhanh boi nhiét bay hoi khi qua trinh ¢6 xay ra, qué
trinh c6 nay can duoc thuc hién nhanh trong khi van duy tri nhiét do khoang
70°C hodc thap hon.

Mo ta van tat cac hinh vé

Céac diu hiéu va cac vu diém trén day va cac dau hiéu khac va céc uu
diém khéc cta sang ché s& trd nén rd rang hon nho viéc mé ta chi tiét cac
phuong an lam vi du cia chiing dua vao cac hinh v€ kem theo trong do:

Fig. 1 13 d0 thi thé hién duong cong bio hoa va dudng cong qué béo
hoa cuia D-psicoza tinh khiét theo nhiét do:

Fig. 2 1a d6 thi thé hién luong du ctia D-psicoza & nong d6 80% (g/g
dung dich) theo nhiét do;

Fig. 3 1a anh chup thé hién cdc mam tinh thé D-psicoza tao ra dugc
quan st bang cach st dung kinh hién vi;

Fig. 4 1a anh chup thé hién céc tinh thé D-psicoza duoc tao ra bang
cach kiém soat nhiét do theo phuong &n lam vi du cua sang ché, anh nay dugc

chup béng cach sir dung kinh hién vi; va
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Fig. 5 14 anh chup thé hién céc tinh thé D-psicoza dugc san xudt bang
cach co trong chan khong theo mot phuong an 1am vi du clia sang ché, anh

nay duoc chup bang cach sir dung kinh hién vi.

M5 ta chi tiét sang ché

Nhu duoc st dung & day, thudt ngit trang théi qua bio hoa dung dé chi
trang thai khong 6n dinh, trong do6 chét tan duoc hoa tan vuot qué kha nang
hoa tan cua dung mdi va 13 trang thai trong d6 chit tan c6 thé duoc két tinh
thanh chét ran. Vi vay, trang thai qué bao hoa can dat duoc trong dung dich
dé tach chat tan ra khoi dung dich bang céch két tinh. N6i chung, trang théi
qua bdo hoa ctua dung dich co thé chiu tac dong boi cac diéu kién bén ngoai,
tap chét, nhiét do, néng dd, do pH, va cac yéu td khac.

Nhu duoc st dung ¢ day, thuat ngir trang thai qua bao hoa bén dudi
ving gia 6n dinh ding dé chi khoang néng do tir ndng do can bang, nghia 13,
ndng do bdo hoa dén néng do qua béo hoa t6i thiéu ma trén ndng do nay céc
tinh thé duoc tao ra mot cach tu nhién. Su két tinh, chéng han nhu tao mam
tinh thé khong xay ra & cac nong do trong khoang nay. Tuy nhién, khi céc tinh
thé duoc bo sung tir bén ngoai vao dung dich ¢6 nong do nam trong khoang
nay, su 1on 1én cua tinh thé xay ra tu phat va kich thude tinh thé tang lén do
luong chét tan trong dung dich & néng d6 qua bdo hoa. Nghia 14, khi mim
tinh thé duoc dua vao dung dich ¢ néng dd bdo hoa hoac néng dd cao hon dé
tao ra tinh thé, cdc mam nay phat trién trong ving gia 6n dinh dé tao ra tinh
thé. Khi dung dich két tinh duoc co quéd muc hodc dugc lam lanh nhanh, no
dat t61 trang thai qua bdo hoa vuot qua vung gia 6n dinh, va do d6 su tao mam

tinh thé chi khong phai 13 sy 16n 1én cua tinh thé s& xay ra dé tao ra nhiéu tinh
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thé nho. Do d6, dé thu duoc cac tinh thé ¢6 kich thude thich hop, qua trinh két
tinh can duogc thuc hién & tde do thich hop trong khi dung dich két tinh duoc
duy tri & trang thai qua bio hoa trong ving gia 6n dinh.

Theo médt phwong an cta sang ché, dung dich D-psicoza ding lam chét
ban dau c6 thé duoc tao ra nhd vi khuan thudc loai Corynebacterium biéu
hién D-psicoza epimeraza hoac D-psicoza epimeraza dugc phan 14p tir no.

Theo mét phuong an ctia séng ché, nhu dugc mé ta trong don yéu cau
cép Patent Han Quéc s6 2009-0118465, dung dich D-psicoza co thé thu dugc
bang cach ¢b dinh t& bao thu duoc bang cach nudi cay Corynebacterium
glutamicum KCTC 13032 hodc enzym dugc phan lap tir né trong chat mang
d3 duoc c¢d dinh té bao va cung cép fructoza lam co cht cho té bao da duoc
¢b dinh hodc enzym nay.

Pé thu duoc tinh thé D-psicoza tir dung dich D-psicoza, céc chét khac
c6 thé anh huéng dén qua trinh tinh ché va két tinh D-psicoza can duoc loai
bé dé tao ra diéu kién can dé két tinh hiéu qua.

Do d6, phuong phap san xuat tinh thé D-psicoza theo sang ché bao
gbm budc loai bd cac tap chét ra khoi dung dich D-psicoza dé thu dugc dung
dich D-psicoza tinh khiét.

Theo mot phuong an clia sang ché, budc tao ra dung dich D-psicoza cé
thé bao gdm:

cho dung dich D-psicoza di qua cot nap chat tay mau dé tdy mau
dung dich D-psicoza;

khir mubi ctia dung dich D-psicoza da tiy mau bing phuong phép sic

ky trao do1 ion; va
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cho dung dich D-psicoza da khtr mubi qua cOt nap nhya trao ddi ion co
ghn nhém canxi hoat tinh dé thu dugc dung dich D-psicoza tinh khiét,

Theo mot phuong 4n ctia sang ché, qua trinh khir mudi ctia dung dich
D-psicoza ¢6 thé duge thuc hién bang cach sic ky, trong d6 dung dich nay
duoc cho di qua c6t nap nhuya trao ddi cation, cot nap nhua trao ddi anion, va
cot nap hon hop cta nhya trao ddi cation va nhua trao doi anion.

N6i chung, phuong phép tach bang cach sic ky dugc st dung dé thu
dugc D-psicoza ¢6 do tinh khiét cao. Pé thu duoc tinh thé D-psicoza, luong
D-psicoza trong dung dich D-psicoza can nam trong khoang tir 70% dén 85%
hodc cao hon. Do dé, D-psicoza can duoc tinh ché va ¢ dén ndng d6 mong
mudn trude khi két tinh vi do tinh khiét cua D-psicoza trong dung dich D-
psicoza thu dugc bang phan tng ctia D-psicoza epimeraza la khoang 22%, do
tinh khiét nay 1a qua thip dé két tinh truc tiép. Pé thu duogc cac tinh thé D-
psicoza ¢ do tinh khiét cao, cac tap chét c6 thé dugc loai bo bang cach tay
mau va khtr mudi dung dich nay va D-psicoza c6 thé duoc tinh ché bang céch
sdc ky, nhu séc ky trong cot nap nhua trao d6i anion c6 gan nhém canxi hoat
tinh trude khi két tinh.

Phuong phép san xuét tinh thé D-psicoza theo sang ché c6 thé bao
gbm budce ¢6 dung dich D-psicoza tinh khiét.

Theo mdt phuong 4n cta sang ché, qua trinh ¢6 dung dich D-psicoza
c6 thé duogc thuc hién ¢ nhiét d6 khoang 65°C hozc thap hon.

Phuong phap san xuét tinh thé D-psicoza theo sang ché co thé bao
gbm budc két tinh D-psicoza ra khéi dung dich D-psicoza da ¢6 & trang thai
qua bdo hoa bén dudi vung gia 6n dinh bang cach kiém soat nhiét do va co

dung dich nay.
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Theo mét phuong 4n cua sang ché, dung dich D-psicoza di ¢6 duogc s
dung trong budc két tinh c6 thé 1 dung dich D-psicoza c6 ndng do nim trong
khoéng tir 70% dén 85% (g/g) hodc ndng do cao hon.

Theo mot phuong an cua sang ché, cic mam tinh thé D-psicoza c6 thé
duge bd sung vao dung dich D-psicoza ¢d duge st dung trong budc két tinh
v6i luong ndm trong khoang tir 0,01% dén 1% (g/g) tinh theo tong luong D-
psicoza trong dung dich D-psicoza.

Theo séng ché, cac tinh thé D-psicoza dugc tao ra bing cach duy tri
dung dich D-psicoza ¢ trang thai qua bdo hoa bén dudi vung gia 6n dinh, 1a
vung ma D-psicoza cd mat ¢ ndng do cao hon néng do can bing hodc & nong
d6 can bang, trong dé D-psicoza tao ra trang thai can bang v6i dung mai trong
dung dich va su 16n 1én cta tinh thé xay ra dong thoi. Trang thai qua bdo hoa
can thiét cho budc két tinh c6 thé duoc duy tri bang cach lam giam nhiét do
ctia dung dich D-psicoza hodc thay dbi nong do cua D-psicoza trong dung
dich D-psicoza.

Theo mét phuong 4n cua sang ché, dién bién ciia qua trinh két tinh
trong bude két tinh ¢ thé duoc theo ddi bang cach ldy mau & cac khoang thoi
gian dinh trudc dé quan sat mau bang mét thuong hodc str dung kinh hién vi
hoac phan tich néng d6 duong trong dich n6i bé mat thu duoc bang céch ly
tam mau. Theo két qué nay, nhiét do hoac néng dd cua D-psicoza co thé duoc
kiém soat.

Theo mdt phuong an cla sang ché, trang thai qua bdo hoa bén duéi
yung gia 6n dinh cua dung dich D-psicoza trong budc két tinh c6 thé duoc

duy tri béng cach lam giam nhiét d khi su 16n 1én cua tinh thé D-psicoza
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trong dung dich dung lai hodc néng do cua dung dich D-psicoza khong thay
ddi nira sau khi b6 sung mam tinh thé D-psicoza vao dung dich D-psicoza.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, trang thai qua bdo hoa bén dudi
ving gia 6n dinh ctia dung dich D-psicoza trong budc két tinh c6 thé duoc
duy tri bang cach bd sung dung dich D-psicoza & nong do thap hon nong do
cta dung dich D-psicoza nay khi D-psicoza duoc ¢d dén nong d6 qua bio hoa
hodc ndng do6 cao hon sau khi bd sung mam tinh thé D-psicoza vao dung dich
D-psicoza va tinh thé 1on 1én khi khuéy nhe dung dich, vi du khuéy & toe do
khoang 10 vong/phut.

Theo mdt phuong an cia sang ché, dung dich D-psicoza can dugc bo
sung vao dé duy tri dung dich D-psicoza ¢ trang thai qué bdo hoa bén dudi
ving gia 6n dinh trong budc két tinh bao gdm D-psicoza ¢ nong do thép hon
ndng do cua dung dich D-psicoza di ¢6 dén ndng d6 qua béo hoa hoidc nong
d6 cao hon. Vi du, dung dich D-psicoza can bo sung c6 thé 1a dung dich D-
psicoza c6 nong d6 nam trong khoang tir 60% dén 70%.

Theo mét phuong 4n clia sang ché, trang thai qua bdo hoa trong budc
két tinh c6 thé xuét hién & ndng d6 nam trong khoang tir nong dd bao hoa dén
nong do cao hon ndéng do béo hoa khoang 6% (g/g dung dich).

Néng dd qué bao hoa la dac tinh ndi tai cua mot chit va co thé dat
duoc bang cach lam lanh hodc ¢6 dung dich bdo hoa. Nong d6 qua bdo hoa va
nhiét d6 qué bdo hoa cé thé duoc xac dinh tuong tng la ndng do va nhiét do
ma tai d6 dung dich c6 d6 ddm déc cao dat t6i trang thai khong én dinh dé bét
ddu tao ra cac tinh thé nho, khi nhiét do cua dung dich duoc giam cham tu
nhiét d6 ma tai d6 no dat to1 trang thai bao hoa. Néng dd qué bao hoa ma tai

d6 cac tinh thé duge tao ra c6 thé duoc xéac dinh béng cach bo sung nudc da
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khtt ion vao dung dich c¢6 néng d6 qua bdo hoa, gia nhiét lai dung dich nay dé
hoa tan nhanh céc tinh thé nho, diéu chinh nhiét d6 cta dung dich dén nhiét
d6 bao hoa & ndng do pha lodng, va lam lanh lai dung dich. Vung gia 6n dinh
ctia mot chét co thé duge xac dinh bang cach lap lai qué trinh pha lodng, gia
nhiét, va lam lanh lai dung dich chtra chét nay ¢ cac nong do bdo hoa khac
nhau. D-psicoza ciing ¢6 khoang nong do ctia ving gia 6n dinh vbn c6 ctia no
va khoang nay duoc xac dhﬁllétﬁfnéng do bao hoa hodac cao hon.dén,néng
d6 cao hon 6% so vdi ndng d6 bao hoa. Bude két tinh ¢6 thé duge thuc hién
dé thu duoc cic tinh thé ¢ hinh dang 6n dinh va kich thudc 16n, trong khi
duy tri dung dich D-psicoza trong viing gia 6n dinh ctia D-psicoza.

Theo mét phuong an cua sang ché, phuong phap san xuét tinh thé D-
psicoza theo sang ché cé thé con bao gom céc budc:

thu hoi tinh thé D-psicoza thu duoc trong bude két tinh,

rira tinh thé nay bang nudc khir ion, va

sdy tinh thé.

Qua trinh sdy tinh thé c6 thé duoc thuc hién trong thiét bi siy ting soi
hoic thiét bi say chan khong.

Theo mdt phuong 4n cua sang ché, tinh thé D-psicoza tinh khiét co
kich thudc nam trong khoang tir 0,1mm dén khoang 0,2mm.

Theo mdt phuong an cia sang ché, tinh thé D-psicoza tinh khiét ¢ thé
duoc tao ra bang phuong phap bao gom:

bude ¢b dung dich D-psicoza dugc tao ra bang cac phan Gng enzym va
dung dich tuong tu dén ndng do khoang 40% (g/g dung dich) va cho dung
dich nay di qua cot nap cac chat tdy mau 1a hat cacbon hoat tinh (granulated

active carbon: GAC) & tdc do tuyén tinh khoang 4m mdi 1 gior dé tdy mau;
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bom dung dich D-psicoza di tdy mau vao cac cdt, mdi cot nay dugc
nap nhuya trao ddi cation, nhua trao ddi anion, va hon hop cta nhua trao doi
cation va nhuya trao d6i anion & nhiét do khoang 40°C & tde dd gép hai 1an thé
tich cua nhua trao dbi ion mdi gid dé khir mudi ctia dung dich D-psicoza da
téy mau;

¢d dung dich D-psicoza da tinh ché bang cach tay mau va khir mudi
dén ndng do khoang 60% (g/g dung dich) va cho dung dich nay di qua cot
tach duoc nap nhua trao déi ion c6 gén nhdém canxi hoat dong dé tach D-
psicoza khoi ra khoi fructoza;

¢6 dung dich D-psicoza tach duoc nay dén nong do khoang 85% (g/g)
& nhiét o 70°C hodc thap hon trong thiét bi c;

bom céc mam tinh thé D-psicoza vao dung dich D-psicoza da cb véi
lwong nam trong khoang tir 0,01% dén khoang 1% (g/g) tinh theo tong lugng
D-psicoza hoa tan trong dung dich D-psicoza da c6 va diéu chinh nhiét do va
ndng do dé két tinh D-psicoza ra khoi dung dich & trang thai qua bdo hoa bén
duéi ving gia 6n dinh; va

tach tinh thé D-psicoza bang cach ly tdm ra khoi dung dich két tinh,
rtra dung dich va tinh thé D-psicoza, va sy tinh thé trén thiét bi sdy ting soi

hodc thiét bi say chan khong.
Uu diém ciia sang ché

Phuong phap san xuat theo mot phuong an cia sang ché co thé duogc
sir dung dé san xuét tinh thé D-psicoza tinh khiét va thich hop cho cac tng
dung cong nghiép tir dung dich D-psicoza bang céc qua trinh két tinh kinh té

ma khong str dung dung méi hitu co.
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Vi du thwe hién sang che
Sau day, sang ché s€ dugc mo ta chi tiét kem theo cac vi du cu thé.
Tuy nhién, cac vi du nay chi nham muc dich minh hoa va pham vi cua sang

ché khong bi han ché ¢ cac vi du nay.

Vi du 1: San xudt dung dich D-psicoza c6 do tinh khiét thip bang cach su
dung vi sinh vt thudc giéng Corynebacterium

Nhu dugc mé ta trong Pon yéu cau cp patent Han Qudc sé 10-2009-
0118465, D-psicoza duoc diéu ché bang cach sir dung phuong phap san xuat
D-psicoza lién tuc bao gém nudi cdy Corynebacterium glutamicum KCTC
13032 va chuyén hoa fructoza thanh D-psicoza bang chat mang ma trén do vi
sinh vat hodc D-psicoza epimeraza phan lap tir né duoc ¢6 dinh. Nong do D-
psicoza trong dung dich D-psicoza thu dugc bang cach str dung phuong phap

nay 1a khoang 22%, nong d6 nay 1a qua thap dé két tinh truc tiép tir do.

Vidu 2: tinh ché dung dich D-psicoza c6 do tinh khiét thép

Dung dich D-psicoza thu dugc trong vi du 1 dugc co dén néng do
khoang 40% (g/g dung dich), sau do cho di qua cot téy mau nap hat cacbon
hoat tinh dé loai bo cac chit c6 mau trong dung dich da co.

D6 tinh khiét ctia D-psicoza trong dung dich D-psicoza thu duoc trong
vi du 1 1a khoang 22%, do lugng chat ran nay 1a qua thip nén khéng thich hop
dé két tinh. D6 tinh khiét ctia chét can két tinh phai ting dén muc nam trong
khoang tur 70% dén 90% hodac cao hon dé két tinh duoc. Dé tach hiéu qua D-

psicoza bang cach sac ky, cac ion can dugc loai bo ra khoi dung dich D-
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psicoza. Khi thanh phén ion ¢6 mat trong dung dich can tach, nhém hoat tinh
trong nhua tach s& duoc thé bang thanh phan ion nay, lam giam kha nang tach
cua nhua va do d6 khong thé st dung nhya tach nay nhiéu lan. Do do, dung
dich D-psicoza da téy mau diéu ché duoc & trén duoc cho di qua cot nap nhua
trao dbi cation duoc thé béng nhom hydro va nhya trao ddi anion duoc thé
bang nhom hydroxyl, sau d6 cho di qua cot trao d6i ion duoc nap hdn hop cta
nhua trao ddi cation va nhua trao ddi anion trong budc cudi cung dé loai bo
thanh phan ion trong dung dich. Viéc loai bo thanh phan ion trong dung dich
duoc xac nhan béng cach do d6 dan dién béng may do do dan. Kha nang dan
dién cua dung dich tinh khiét ché duoc kiém soat & mic nho hon hodc bing

khoang 10 microsiemen/cm.

Vi du 3: Diéu ché dung dich D-psicoza c¢6 do tinh khiét cao bang céch séc ky

Dung dich D-psicoza c6 do tinh khiét thip ma tir d6 cac tap chét chang
han nhu chdt mau va thanh phéan ion duoc loai ra bang cach tay mau va khu
mudi trong vi du 2 duge co dén ndng d6 khoang 60% (g/g dung dich), sau do
cho di qua nhua trao d6i ion (Purolite PCR 642 K) dugc thé bang nhém canxi
dé thu duoc dung dich D-psicoza tinh khiét.

Thé tich ctia nhua trao doi ion nap vao cot nhua trao ddi ion la khoang
2001, thé tich ctia miu di qua cdt nay, tic 1a dung dich D-psicoza tinh khiét
thu duoc trong vi du 2, 1a khoang 201, va nhiét do thuc hién 1a khoang 60°C.
Mau nay duoc bom va ria giai bang nudc dd khir ion ¢ téc do khoang
2601/gid, va sau d6 nong do cla fructoza va D-psicoza trong mdi phén doan
thu duoc 1an luot duge xac dinh béng cach st dung hé théng HPLC (HP,
Agilent 1200). Phan doan D-psicoza tinh khiét duoc thu hoi va phan doan
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chtra D-psicoza va fructoza dugc c6 va duoc sir dung lai lam mau dé tach. Cot
(Bio-Rad, Inc.) duogc thé béng nhom canxi dugce st dung cho ¢dt phan tich

HPLC, va nudc da khir ion dugc st dung ¢ tde do dong khoang 0,5ml/phut.

Vi du 4: ¢6 dung dich D-psicoza

Pé thu duoc dung dich D-psicoza da ¢d can thiét dé két tinh, dung dich
D-psicoza tinh khiét trong vi du 3 dugc cho vao thiét bi c6 chan khéng
(EYELA Inc., N-11) va c¢b dén nong do khoang 80% (g/g dung dich). Dung
dich c¢6 nay duoc chia vao mdi ng, dng nay duoc dé yén trong bé cach thuy &
nhiét do 70°C, 65°C, va 60°C tuong ung. Cac mau duoc léy ¢ cac khoang
thoi gian cach déu nhau dé x4c dinh luong du trong cdc mau phan udc cua
dung dich c6. Cac két qua duoc thé hién trén Fig.2. Khi nhiét d6 cua dung
dich ¢b 1a cao hon khoang 70°C, da nhan thay la D-psicoza bi bién tinh boi
nhiét sau 3 gid va chi con lai khoang 78% so véi luong ban dau sau 22 gio.
Maic du nhiét do bén trong dung dich dugc duy tri ¢ khoang 40°C hoac thép
hon nho nhiét bay hoi trong quy trinh c6, nhiét do tang nhanh khi luong D-
psicoza dat téi khoang 80% (g/g dung dich) hoac cao hon. Tt cac két qua nay,
da nhan thay 1a khi D-psicoza duoc c6 dén nong d6 khoang 80% (g/g dung
dich) hodc ndng dd cao hon, can lam giam nhanh nhiét d6 bén trong ctia dung
dich ¢6 dén khoang 70°C hoac thép hon, hodc can ¢6 & nhiét do thép hon

hodc bang 65°C chang han.

Vi du 5: diéu ché mam tinh thé D-psicoza
Dung dich D-psicoza (chira khoang 1000g D-psicoza) da tinh ché va
tach trong vi du 3 duoc c6 dén nong do khoang 85% (g/g dung dich) nhu
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duoc md ta trong vi du 4. 1g san pham cé do tinh khiét 95% (Sigma) duoc
mua, cho vao cdi, nghién va sau d6 tron vai dung dich etanol. Hé thiét bi phan
ung (IKA, LR-2. ST) co bdn phan tng dung tich 21 c6 16p vo kép dugce su
dung lam thiét bj két tinh, nhiét d6 ban dau ctia dung dich c6 trong thiét bi két
tinh dugc kiém soat dén khoang 50°C, dung dich D-psicoza c6 d6 tinh khiét
95% trong etanol diéu ché duoc & trén duoc bd sung vao lam mam tinh thé,
va dung dich tao thanh duogc khudy & tdc do khoang 100 vong/phut. Sau khi
khéng dinh da tron dung dich c6 va mam tinh thé, toc do khuay duogc diéu
chinh dén 10 vong/phut va hén hop dugc lam ngudi & tdc do 1°C/gio. Kinh
hién vi duoc st dung dé xac dinh néng d6 ma tai do sb luong tinh thé D-
psicoza tang nhanh. Trang thai nay dugc cho la qua bdo hoa. Sau do, nhiét do
duoc duy tri dé tinh thé 16n 1én cho dén khi quan sat bang kinh hién vi va
phén tich do dd dudng cho thay la tinh thé khong 16n 1én thém nira hodc nong
d6 duong cua dich ndi bé mit khong thay d6i nita va sau d6 nhiét do cua dung
dich duoc lam ngudi khoang 1°C. Sau khi nhiét do dugc lam giam Xuéng
khoang 33°C, trang thai tinh thé cubi cung dat dugc duogc thé hién trén Fig.3.
Viée lam ngudi duoc dung lai ¢ nhiét do khoang 33°C, va loai nudc béng
cach ly tam, rua va séy dé thu duoc cac mam tinh thé D-psicoza. Cac mam
tinh thé cudi cing thu dugc ¢ dudng kinh nim trong khoang tir 0,04mm dén
khoang 0,10mm, va trong luong kho la khoang 40% so v6i trong lugng cua

D-psicoza c6 mat trong dung dich nudc ban dau.

Vi du 6: x4c dinh ndng d6 bdo hoa va ndng dd quéa bdo hoa ciia D-psicoza
Céc quy trinh néu trong vi du 3 dén 5 dugc lap lai dé thu duge D-

psicoza tinh khiét. D-psicoza diéu ché duoc nay duoc hoa tan dé thu duoc
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duong cong bao hoa theo nhiét do. Bat diu ¢ nhiét do 30°C, néng do ma tai
d6 D-psicoza khong hoa tan thém nita khi b6 sung mot lwong nhod D-psicoza
duoc xac dinh 12 ndng dd bdo hoa & nhiét do tuong tmg, va ndng do bio hoa
duoc xac dinh béng cach tang nhiét do dén 80°C dé tao ra dudng cong bao
hoa D-psicoza duoc thé hién trén Fig.1.

Thém vao do, D-psicoza dugc hoa tan va dugc cd dén néng do khoang
85% (g/g dung dich). Sau do, dung dich D-psicoza duogc cho vao thiét bj két
tinh va lam ngudi cham dén nhiét dd ma tai d6 cac tinh thé nho duoc tao ra
nhanh. Nudc d3 khir ion duoc bd sung vao dé lam thay do6i nong do bao hoa,
va sau do thtr nghiém lam ngudi dugc lap lai dé xac dinh néng dd qua bao hoa
clia cdc nhiét do bdo hoa tuong Ung. Dua vao cac két qua nay, duong cong

qua béo hoa cua D-psicoza thé hién trén Fig.1 duogc tao ra.

Vi du 7: két tinh D-psicoza bang cach thay d6i nhiét do

Dung dich D-psicoza (chira khoang 2780g D-psicoza) di tinh ché nhu
duoc mé ta trong vi du 3 duoc thu hdi, co dén nong do khoang 85% (g/g dung
dich), va cho vao thiét bi két tinh. Thiét bi két tinh nay dugc kiém soat dé duy
tri nhiét do ¢ khoang 50°C. Cac mam tinh thé thu duoc trong vi du 5 duoc
cho vao ¢bi va duge trén vai etanol dé thu duoc dung dich D-psicoza. Dung
dich D-psicoza trong etanol nay duoc dua dudi dang mam tinh thé vao dung
dich D-psicoza co trong thiét bi két tinh sao cho cdc mam nay co mat voi
luong 0,3% (khdi luong/khdi luong) so véi D-psicoza trong dung dich két
tinh. Sau do, dung dich tao ra dugc khuéy G tbe do khoang 100 vong/phut dé
c4c mam tinh thé duoc phan bd ddng nhat trong dung dich ¢6. Sau do, toe do

ctia may khudy dugc giam téi khoang 10 vong/phut, cac mau duogc lay ¢ cac
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thdi diém dinh trude dé quan sat sy tang sd luong tinh thé va su thay doi kich
thudc tinh thé bang kinh hién vi. Cac mau nay duoc ly tim bang cach sir dung
cac vi éng c6 dung tich 1,5ml va n@ng d6 va do tinh khiét cia dich ndi bé mat
duoc xac dinh lan luot bang may do d6 duong, va phuong phap HPLC.

Khi nhiét do dat t6i diém (nhiét do bdo hoa) ma tai do su thay doi kich
thude tinh thé hodc su thay ddi néng do cua dich ndi bé mat khong xay ra nira,
nhiét do cua thiét bi két tinh duoc 1am ngudi khoang 1°C, nho d6 dung dich
D-psicoza sé& ton tai trong ving niam gitta nong do bdo hoa va nong do qua
bdo hoa cua nd, nghia la trang thai qué bdo hoa bén dudi ving gia on dinh
duoc duy tri.

Khi dung dich D-psicoza dé két tinh duoc dich chuyén vé ving qué
bdo hoa bang cach 1am ngudi nhanh, céc tinh thé nho bat dau duoc tao ra va
s6 lugng mam tinh thé ting 1én, cudi cing dan dén su giam kich thude tinh
thé. Khi kich thu6c tinh thé nho, khong dé loai nudc bang cach ly tim, do do
kho str dung céc tinh thé nay trong cac quy trinh thuc té.

Dich ndi bé mit cudi cung duoc lam ngudi cho dén khi nf?mg do dat toi
khoang 74% (g/g dung dich), va trang thai tinh thé & thoi diém nay duoc thé
hién trén Fig.4. Dung dich ma trong d6 qua trinh két tinh da két thuc duoc
dua vao thiét bi loai nude ly tAm tbe d6 cao va duoc ly tdm & tc do khoang
4000 vong/phut trong khoang 10 phut dé gan dich n6i bé mat va chi thu hdi
c4c tinh thé. Sau d6, nudce da khir ion duoce bo sung & dang khi dung trong qué
trinh khtt nuéc dé ra dich ndi bé mit ra khoi mat ngoai cua tinh thé. D-
psicoza thu dugc sau khi loai nudc dugc chuyén vao thiét bi séy téng sO1 hoac
thiét bi sdy chan khéng dé sdy. Két qua cho thdy rang luong tinh thé D-
pﬁcozaswlkhiﬁ%/khélékhoéng1408gJﬂéusu§tﬂu1héikhoéng5096qung
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so v6i khoang 2789g D-psicoza dd duoc hoa tan ban dau. Kich thudc tinh thé
nim trong khoang tir 0,1mm dén khoang 0,2mm, twong tmg véi khoang 1/2

kich thudc cta fructoza hodc sucroza c6 ban trén thi truong.

Vi du 8: két tinh D-psicoza bang cach st dung su thay d6i nong do

Khoang 5000g dung dich tinh theo lugng ran thu dugce tir dung dich D-
psicoza da tinh ché nhu dugc mé ta trong vi du 3. Trong s6 nay, khoang 2/3
luong dung dich nay duoc ¢d dén néng do khoang 60% (g/g dung dich) va 1/3
luong con lai duge cd dén khoang 80% (g/g dung dich). Dung dich cb ¢6
ndng d6 80% (g/g dung dich) duge cho vao thiét bi ¢6 (EYELA Inc., N-11) c6
14p binh c¢6 dung tich 101 va ¢ trong khi khudy & toc do khoang 10 vong/phut.
Dung dich D-psicoza trong etanol diéu ché duoc trong vi du 5 dé lam mam
tinh thé duoc bd sung vao binh nay trong chan khéng, va nhiét ké duoge lap
trong binh dé do su thay do6i nhiét do bén trong. Trong qué trinh ¢ nay, cac
tinh thé 16n 1én. Cac mau duoc lay & cac thoi diém dinh truge dé quan sét so
luong tinh thé va sy thay dbi kich thudc tinh thé bang kinh hién vi, va cac vi
éng co dung tich 1,5ml duoc st dung dé ly tam, sau do6 xac dinh nong do dich
ndi bé mit béng may do d6 duong va xac dinh do tinh khiét cua dich noi bé
mat bang phuong phdp HPLC. Déi khi, dung dich nay duoc c6 dén nong do
quéa bao hoa hodc cao hon, do do dan dén su tao thanh tinh thé nhé. Két qua la
kich thuéc tinh thé giam di. Trong truong hop nay, dung dich D-psicoza da
didu ché trude & nong do6 thdp bang khoang 60% (g/g dung dich) duoc bom
vao dé hoa tan cac tinh thé nho tao ra va dong thoi lam tang do tinh khiét cua
dung dich c6 dé két tinh ma do tinh khiét ctia né bi giam do su lén 1én cia

tinh thé.
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Céc mau duoc 1ay va ly tdm. Sau d6, khi khong quan sét thay su thay
ddi kich thudge tinh thé nita, thi chan khong duoc loai bo va cac mau nay duoc
dé yén o nhiét d6 khoang 40°C trong khoang 12 gio. Trang thai tinh thé ¢ thoi
diém nay duoc thé hién trén Fig.4. Dung dich ma trong d6 qué trinh két tinh
da két thuc duoc cho vao thiét bi khir nude ly tim & tde do cao va ly tam ¢ toc
d6 4000 vong/phit trong khoang 10 phit dé gan dich ndi bé mat va chi thu
hdi tinh thé. Sau d6, nude da khir ion duoc bd sung vao & dang khi dung dé
rira dich n6i bé mat trén mat ngoai cua tinh thé. Céc tinh thé D-psicoza thu
duoc sau khi khir nude dugce chuyén vao thiét bi séy téng s6i hodc thiét bi séy
chén khéng dé lam sdy. Quan sat thay la luong tinh thé sau khi sdy khé la
khoang 2650g, hiéu suét thu hdi khoang 53% so v6i khoang 5000g D-psicoza
da hoa tan. P4 x4c dinh duoc rang kich thude tinh thé nam trong khoang tir
0,1mm dén khoang 0,2mm. Khi cdac tinh thé nay dugc so sanh vdi céc tinh thé
thu dugc bang cach thay doi nhiét do, chiéu dai cua céc tinh thé thu duoc nay
1a dai hon so v6i cac tinh thé thu duoc bang cach thay doi nhiét do.

Maic du cac phuong an lam vi du theo sang ché da duoc mo ta, can
hiéu rang cac phuong an dugc md ta trén day duoc dua ra chi dé lam vi du
theo tat ca cac khia canh va khong lam gi6i han viéc cai bién va thay doi sang
ché. Pham vi cua sang ché duoc xac dinh boi yéu cau bao hd kém chu khong
phai ban mé ta chi tiét néu trén. Can hiéu rang pham vi ctia yéu cau bao ho va
tat ca céc cai bién hodc thay doi bat ngudn tir cac phuong an tuong duong cua

ching déu thudc pham vi cia sang ché.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phdp san xut tinh thé D-psicoza bao gém cac budc: loai bo tap
chét ra khoi dung dich D-psicoza dé thu duoc dung dich D-psicoza tinh khiét;
¢d dung dich D-psicoza tinh khiét nay & nhiét do nam trong khoang tir 60°C
dén 70°C; va két tinh D-psicoza ra khoi dung dich D-psicoza da co & trang

thai qua bdo hoa bén dudi vung gia 6n dinh.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 budc didu ché dung dich D-psicoza tinh
khiét bao gébm: cho dung dich D-psicoza di qua cot nap cac chat tdy mau dé
tdy mau dung dich D-psicoza; khir mudi ctia dung dich D-psicoza da tdy mau
bang céch séic ky trao doi ion; va cho dung dich D-psicoza da khir mudi nay di
qua cOt nap nhua trao ddi ion c6 nhém canxi hoat tinh gén vao dé thu duoc

dung dich D-psicoza tinh khiét.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 cac mam tinh thé D-psicoza dugc bd
sung vao dung dich D-psicoza dd ¢ duoc st dung trong bude két tinh voi
luong nam trong khoang tir 0,01% dén 1% (g/g) tinh theo téng luong D-

psicoza trong dung dich D-psicoza da co.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dung dich D-psicoza da c6 duoc str
dung trong budc két tinh 1a dung dich D-psicoza c6 ndng dé 1én hon hodc

bang 70% (g/g).
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5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dién bién cua qué trinh két tinh trong
budc két tinh duoc theo ddi dé duy tri dung dich D-psicoza di ¢ ¢ trang thai
qua b&o hoa bén dudi vung gia 6n dinh bang cach lam giam nhiét d6 ctia dung
dich nay khi su l6n 1én cua tinh thé D-psicoza dung lai hodc néng dd cua

dung dich D-psicoza khong thay d6i thém nira.

6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dién bién cua qua trinh két tinh trong
bude két tinh duoc theo ddi dé duy tri dung dich D-psicoza da cd ¢ trang thai
qua bdo hoa bén dudi vung gia 6n dinh bang cach b6 sung dung dich D-
psicoza c6 nong do thip hon ndng do ctia dung dich nay khi D-psicoza trong

dung dich nay duoc ¢ dén ndng do qua bdo hoa hodc ndng do cao hon.
7. Phuong phép theo diém 1, trong do6 trang thai quéa bdo hoa bén dudi ving

gia 6n dinh trong budc két tinh ndm trong khoang tir néng do bdo hoa dén

ndng dd cao hon 6% (g/g dung dich) so véi ndng do6 bio hoa.
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