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Linh vyc k§ thuit dugce dé cap

Séng ché dé cap dén ché pham va phuong phép diéu ché sinh hoc nguyén
liu xenluloza, cu thé 1avai dét va cu thé hon [a dét conton, bang céch sir dung
pectinaza két hop véi chat hoat dong bé mat.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Khia canh quan trong ctia viéc didu ché vai dét tir soi xenluloza la loai bo cac
thanh phén khong phai xenluloza c6 trong soi tu nhién, cling nhu la loai bo tap chét,
chéng han nhu céc hop chit dugc bd sung vao s¢i dudi dang chét hd soi va chét bdi
tron diing trong thiét bi xir ly. Viéc loai bo tap chét khong phai xenluloza, duogc goi la
"su lam sach", t8i wu 14 tao ra vai c6 kha nang thdm w6t cao va vira phai ma, vi thé, c6

thé duogc téy tréng va/hodc dugc nhudém mau déng déu.

Quy trinh lam sach thong thuong thuong sir dung phuong phap xit ly hoa hoc
¢6 tinh kiém cao, ma khong chi ddn dén viéc loai bod tap chit ma con lam yéu thanh
phﬁn xenluloza ndm & bén dudi cua soi hodc vai. Sy lam sach vai dét béng enzym

duoc thuc hién bang cach sir dung hé théng enzym c6 chira pectinaza.

EP943028 boc 16 su lam sach vai coton béng enzym & didu kién do pH kiém.
EP1159479 boc 16 phuong phap lam sach vai coton bing enzym ¢ hoat tinh enzym
pectat lyaza 6n dinh nhiét.

Trong linh vuc ndy ludn cin phai cai thién phuong phap 1am sach sinh hoc ma
c6 thé duge tién hanh mdt cach hidu qua dé loai bo tap chit khong phai xenluloza va
cling than thién v4i moéi truong.

Ban chit k§ thuit cha sang ché

Sang ché dé cap dén ché phdm va phuong phép xir Iy vai dét.

Theo khia canh thir nhit, sang ché d& xuét ché phim c6 chira pectinaza va chét
hoat dong bé mit ¢6 ciu tric hoa hoc A va/hodc chét hoat dong bé mit ¢ clu triic hda

hoc B:

c4u tric hoa hoc A: R—(CHy)m—Y- (CH,CH,0),-H,


NTH117
Textbox
         Sáng chế đề cập đến chế phẩm và phương pháp điều chế sinh học nguyên liệu xenluloza, cụ thể là vải dệt và cụ thể hơn là dệt conton, bằng cách sử dụng pectinaza kết hợp với chất hoạt động bề mặt.
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trong d6 Y 1a -CO-O- va R dugc chon tir nhém gém c6 -H, —-CHj;, -CH,~CH;,
~CH,~CH,~CH3;, va -CH—(CH3),; hodc Y la -CH)— va R 1a ~-CH—(CH3),; 6 <m < 14
val<n<l18;

cau tric héa hoc B: H3C-(CH,)+C(SO;Na)H-(CH,).-CHs,

trong d6 f+ e =11-14.

Theo khia canh thtt hai, séng ché d& xuit phuong phap 1am sach véi dét bang
cach xir Iy nguyén lidu xenluloza bing pectinaza va chat hoat dong bé mat ¢ céu trac
héa hoc A va/hodc chit hoat dong bé mit ¢6 clu tric hoa hoc B:

c4u triic hoa hoc A: R—(CH;)m—Y- (CH,CH,0),—H,

trong d6 Y 1a -CO-O-va R dugc chon tir nhém gém c6 —H, —CH;, ~CH,~CHs,
-—CHz—CHz—CH3, —CHz—(CH3)2; hOElC Y la —CH2-, vaR 1a —CH—(CH3)2; 6<m<14va
1 £n<18;

c4u tric hoa hoc B: H;C-(CH,)~C(SO;Na)H-(CH,).-CHs,

trong d6 f+ e =11-14.

Theo khia canh thir ba, sang ché dé xuét phuong phép xir ly vai dét, bao gém
cac budc:

(a) rii ho vai dét bang amylaza;

(b) 1am sach vai dét bang pectinaza va chit hoat dong bé mit c¢6 chu triic héa

hoc A va/hoic cht hoat dong bé mit c6 cAu tric héa hoc B nhur duge xac dinh

trong khia canh thir nhét ctia sang ché.
M5 ta chi tiét sang ché

Nhu duge dung trong ban md ta nay, cac danh tir & dang sé it bao gbm ca nghia
s6 nhiéu trir khi ngit canh chi ra 13 rang theo cach khéc. Do d6, vi du, viéc dé cap dén
"pectinaza" bao gém viéc str dung mét hodc nhidu pectinaza. "Buéc" ciia phuong phap
cO nghia 1a it nhét mot bude, va nd ¢6 thé 1a mot, hai, ba, bén, ndm ho#c thdm chi

nhiéu budc hon ciia phuwong phap.
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S& EC c6 thé dugc st dung dé phén loai enzym. Tham khao tai liéu the
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular

Biology, Academic Press Inc., 1992.

Nhu dugc ding trong ban md ta ndy, thudt ngit "theo thit ty" khi dé cap dén mot
s6 lugng céc xir Iy enzym cta vai dét, c6 nghia 1a xr ly enzym xac dinh th{ hai duoc
thuc hién sau khi thyc hién x{r Iy enzym xac dinh thtr nhat. Cac xi ly theo thir tu c6
thé dugc tach nhau ra béng cach dan xen cdc budc rira. Khi dugc xac dinh, cac xir ly
enzym theo thir tu ¢6 thé duge tién hanh "trong cuing mdt bé", cé nghia 14 v& co ban 1a
trong cung mdt mdi trudong léng ma khéng dan xen cac budc rira. Xt ly theo thir tu
trong mot bé don 16 ¢6 thé bao gdm sy diéu chinh dé pH, su didu chinh nhiét do,
va/hodc su bd sung mudi, chét hoat hda, chit moi gi6i, va chit tuong tw, nhung khong

bao gom viée gidt hoac gid.

Nhu duge dung trong ban md ta ndy, thuét ngit "ddng thoi", khi dé cap dén mot
s6 lugng cac xir Iy enzym cta vai dét, c6 nghia 1a xr ly enzym xac dinh thir hai duoc
thyc hién cing luc (tie 14, it nhit géi 1én mot phin) véi xit Iy enzym xéc dinh thi nhat,
Céc xit ly enzym ddng thoi cin phai duge thuc hién "trong cling mot b&" ma khong

dan xen cac budc rira.
Pectinaza

Thudt ngilt pectinaza hodc enzym phan giai pectin duge du dinh 1a bao gdém
enzym pectinaza bit ky duoc xac dinh trong linh vuc trong d6 pectinaza 13 nhém céac
enzym xuc tic cho su phan cét cua lién két glycosidic. V& co ban c¢6 ba loai enzym
phén giai pectin: pectinesteraza, ma chi loai bo gdc metoxyl ra khoi pectin, loai enzym
giai tring hop, va protopectinaza, ma hoa tan protopectin dé tao ra pectin (Sakai et al.,
(1993) Advances in Applied Microbiology vol 39 pp 213-294). Vi du vé pectinaza
hodc enzym phén gidi pectin hitu dung trong sang ché 1a pectat lyaza (EC 4.2.2.2 va
EC 4.2209), polygalacturonaza (EC 3.2.1.15 va EC 3.2.1.67), polymetyl
galacturonaza, pectin lyaza (EC 4.2.2.10), galactanaza (EC 3.2.1.89), arabinanaza (EC
3.2.1.99) va/hodc pectin esteraza (EC 3.1.1.11).

Céc enzym phén giai pectin thich hop bao gdm céc enzym duge mé ta trong
WO 99/27083, WO 99/27084, WO 00/55309, WO 02/092741 va W0O08039353. M6t
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vi du vé san phdm enzym phan giai pectin ¢6 trén thi truong hitu dung trong phuong

phap theo sang ché 1a PrimaGreen® EcoScour (cua cong ty Dupont, M¥).

Tét hon 13, pectinaza dung trong sang ché 13 pectat lyaza. Pectat lyaza thich hop
bao gdm pectat lyaza c6 ngudn gbc vi khun hodc nim. Cac thé dot bién dugc cai bién
vé mat héa hoc hodc di truyén dugc bao gdm. Theo phuong an dugc uu tién pectat
lyaza dugc tao dan xudt tir chting thudc chi Bacillus, cu thé 1a chung Bacillus substilis,
cu thé 1a Bacillus subtilis DSM14218 duoc boc 16 trong SEQ ID NO:2 hoic bién thé
clia n6 dugc boce 10 trong Vi du 6 ctia WO 02/092741 (duge két hop & ddy dé tham
khao) hodc bién thé dugc bdc 1§ trong WO 03/095638 (duoc két hop & day dé tham
khao). Theo cach khéc pectat lyaza duoc tao dan xuét tir chung Bacillus licheniformis,
cu thé 1a pectat lyaza dugc boc 16 dudi dang SEQ ID NO: 8 trong WO 99/27083 hoic
cac bién thé ctia chiing nhw dugc mé ta trong WO 02/06442.

Pectinaza nay ddc biét 1a pectat lyaza hitu dung dé thuc hién sang ché ¢ thé
dugc nhédn dang bf?mg cach st dung, vi dy, k¥ thudt sang loc luu luong cao chéng han

nhu quy trinh sang loc dia aga duge mo6 ta trong Vi du 1 dudi day.

Nhim dat dwgc muc dich ciia sang ché, hoat tinh pectinaza hodc enzym phan
giai pectin (cu thé 14 hoat tinh pectat lyaza) 14 hoat tinh dwoc xé4c dinh bang cach do su
ting 1én cta d6 hép thu & bude séng 235 nm ciia dung dich 0,1% khéi luong/thé tich
clia natri polygalacturonat trong chat dém glyxin 0,IM & d6 pH = 10. Hoat tinh enzym
thudong duoc bidu dién dudi dang x pumol/phit, tirc 1a, ham lugng enzym ma xuc tic

cho sy tao thanh cta x pmol san phérn/phl'lt.

Petinaza trung tinh hodc enzym phén giai pectin 1a enzym ma thé hién hoat tinh
enzym 16n nhét & diéu kién trung tinh, vi du, do pH nim trong khoang tir khoang 6,0
dén khoang 8,0, t8t hon 13, tr khoang 6,5 dén khoang 7,5, t8t hon nita 1a khoang 7,0.

Céc vi du khong lam giéi han sang ché vé pectinaza ma viéc sir dung chung
dugc bao ham béi sang ché bao gdm céc polypeptit ¢6 chira hoic bao gbm trinh ty
peptit truong thanh néu trong SEQ ID NO:1 va céc polypeptit ¢é chita hoic bao gém
trinh ty axit amin c6 d6 tuong ddng it nhét la khoang 60%, t6t hon 1a do tuong ddng it
nhét 1a khoang 70%, t&t hon nita 1a d6 twong ddng it nhét 1a khoang 80%, t&t hon nita
la d6 twong ddng it nhét 1a khoang 90%, tét hon nita 1a do twong ddng it nhit 13
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khoang 95%, t6t hon nita 1a do tuong ddng it nhét 1a khoang 96%, t6t hon nita 1a d6
tuong dong it nhat 1a khoang 97%, tot hon nira 1a do tuong ddng it nhét 1a khoang
98%, tot hon nita la d¢ tuong ddng it nhét 12 khoang 99%, va tt nht 1a d¢ tuong ddng
la 100% so véi SEQ ID NO:1.

Theo phuong én dugc wu tién, pectinaza cua phuong phép va ché phim theo
séang ché ¢6 chira hoac bao gém trinh tur axit amin c6 sy thé, su mét, va/hoac su cai xen
ctia mot hodc nhidu (hodc mot vai) axit amin cua polypeptit truéng thanh néu trong
SEQ ID NO: 1. Pectinaza néu trong SEQ ID NO: 1 1a pectat lyaza tir Bacillus
licheniformis. Peptit trudng thanh néu trong SEQ ID NO: 1 13 c4c axit amin 28-341.

Nhim dat dugc muc dich cta sang ché, d6 tuong d6ng trinh ty gilta hai trinh tu
axit amin dugc xic dinh bing cach st dung thudt todn Needleman-Wunsch
(Needleman and Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453) nhu dugc cai dit trong
chuong trinh Needle ctua géi EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology
Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet. 16: 276-277), t6t hon 1a phién
ban 5.0.0 hodc phién ban mudn hon. Cac tham s duogc sir dung 13 diém phat m& quéng
cach bang 10, diém phat kéo dai quiing cach bing 0,5, v ma trin thé EBLOSUM62
(phién ban EMBOSS ctia BLOSUM62). Dau ra ctia Needle duge gén nhan "do twong
dong dai nhat" (thu dwgc bang céch sit dung tity chon —nobrief) dugc sir dung dudi

dang ty 1& phan tram do tuong dong va dugc tinh nhu sau:

(S6 gbc Tuong ddng x 100)/(Chiéu dai cta Doan sip thing hang — Tong sb
Quang cach trong Doan sip thing hang)

Nhim dat dwoc muyc dich ctia sang ché, do twong ddng trinh ty giita hai trinh tu
deoxyribonucleotit dugc xac dinh béng cach sir dung thuit toan Needleman-Wunsch
(Needleman and Wunsch, 1970, supra) nhu duogc cai dit trong chuong trinh Needle
cua géi EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open Software Suite,
Rice et al., 2000, supra), t6t hon 1a phién ban 5.0.0 hodc phién ban mudn hon. Cac
tham s6 duoc st dung 1a didm phat mé quéng céch bang 10, diém phat kéo dai quang
cach bang 0,5, va ma tran th8 EDNAFULL (phi€n ban EMBOSS ctia NCBI NUC4.4).

Pau ra cia Needle duge gin nhan "do trong ddng dai nhat" (thu dugc béng cach sur
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dung tiy chon —nobrief) dugc sir dung dudi dang ty 1& phan traim d6 tuong ddng va

duoc tinh nhu sau:

(S6 deoxyribonucleotit Twong dong x 100)/(Chiéu dai ctia Poan sap thing hang
— Tdng sb Quing cach trong Poan sip thing hang)

Theo sang ché, trinh tu polypeptit ciia pectat lyaza c6 thé 1a cac bién thé c6
chita su thé, su mét, va/hodc su cai xen clia mdt hodc nhiéu (hodc mot vai) axit amin
clia polypeptit néu trong SEQ ID NO: 1, hoc trinh tw twong dong ctia ching. Tét hon
1a, su thay ddi axit amin (trc 1a su thé, sy mét, va/hodc su cai xen cla mot hodic nhidu
(hodc mdt vai) axit amin) thudc loai nho, ma 13 sy thé hoic su cai xen axit amin bao
toan ma khong anh hudng déng ké t6i sy cudn gip va/hodc hoat tinh cua protein; su
mat nho, thuong la tor mot dén khoang 30 axit amin; sy kéo dai ddu amino hodc
carboxyl nho, ching han nhu gbc metionin & diu amino; peptit lién két nho c6 dén
khoang 20-25 géc; hodc su kéo dai nho tao didu kién thuan loi cho su tinh ché bz‘ing
cach thay ddi dién tich thuc hodc chic nang khac, chéng han nhu dai poly-histidin,

epitop khang nguyén hoic mién lién két.

Vi du vé su thé bao toan 1a trong nhém cac axit amin bazo (arginin, lysin va
histidin), axit amin axit (axit glutamic va axit aspartic), axit amin phan cuc (glutamin
va asparagin), axit amin ky nudc (loxin, isoloxin va valin), axit amin thom
(phenylalanin, tryptophan va tyrosin), va axit amin nhé (glyxin, alanin, serin, threonin
va metionin). Céc sy thé axit amin ma thuong khong 1am thay ddi hoat tinh dic hiéu
da duoc biét dén trong linh vuc va duge mo ta, vi dy, trong tai liéu H. Neurath and
R.L. Hill, 1979, In, The Proteins, Academic Press, New York. Cac trao dbi thudng xay
ra nhit 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, Lew!lle, Leu/Val, Ala/Glu, va Asp/Gly.

Céc axit amin thiét yéu trong polypeptit me c6 thé dugc nhan dang theo céc quy
trinh d3 biét trong linh vuc, ching han nhu gy dt bién dinh hwéng vi tri hosic gdy dét
bién quét alanin (Cunningham and Wells, 1989, Science 244: 1081-1085). Trong k¥
thuét sau, cac dot bién alanin don 1¢ dugc dua vao moi géc trong phén tir, va cac phan
tir dot bién thu duge duoc thir nghiém v& hoat tinh endoglucanza dé nhan dang céc géc

axit amin quan trong ddi v&i hoat tinh cta phén tir. Cling xem tai liéu, Hilton et al.,
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1996, J. Biol. Chem. 271: 4699-4708. Vi tri hoat tinh ctia enzym ho#c twong tac sinh
hoc khéc ciing c6 thé dugc xac dinh b%mg cach phan tich vat ly vé céu tric, nhu duoc
xac dinh béng céc k¥ thuét nhu cong hudng tir nhan, khao sét tinh thé, nhidu xa dién
tr, hoac gén nhan wa &nh sang, két hop vé6i dot bién cua axit amin vi tri tiép xuc gia
dinh. 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 Leit. 309: 59-64. Do tuong
ddng cua cac axit amin thiét yéu ciing c6 thé duge suy ra tir phan tich d6 twong dong

vé8i céc polypeptit ma c6 lién quan dén polypeptit me.

Su thé, sy mat, va/hodc sy cai xen axit amin don 1é hodc nhiéu su thé, sy mét,
va/hodc su cai xen axit amin c¢6 thé duge tao ra va dugce thir nghiém béng cach str dung
phuong phép gy dot bién, tai td hop, va/hodc x4o tron trinh tw da bibt, sau d6 1a quy
trinh sang loc thich hop, ching han nhu quy trinh sang loc dugc bdc 1§ 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. C4c phuong
phap khac ma c6 thé duoc sir dung bao gdbm PCR tao 13i ngiu nhién, hién thi phago (vi
dy, Lowman et al., 1991, Biochemistry 30: 10832-10837; bang séng ché My s
5,223,409; WO 92/06204), va gdy dot bién dinh hudng ving (Derbyshire et al., 1986,
Gene 46: 145; Ner et al., 1988, DNA 7: 127).

Phuong phap gay dot bién/x4o tron trinh tw c6 thé duge két hgp véi phuong
phép sang loc tuw dong, luu luong cao dé phat hién hoat tinh cua cac polypeptit dugc
tach dong, duoc gay dot bién dugc bidu hién boi té bao chu (Ness et al., 1999, Nature
Biotechnology 17: 893-896). Phan tr ADN dugc gdy d6t bién ma ma héa cho
polypeptit hoat tinh c6 thé dugc thu hdi tir t& bao cht va dwoc x4c dinh trinh tu nhanh
chéng bang céch str dung phuong phép tiéu chuin trong linh vue. Cac phuong phap
nay cho phép x4c dinh nhanh chong mitc d6 quan trong ctia gbc axit amin cy thé trong
polypeptit.

T6t hon 13, tong s6 su thé, s mit va/hodc su cai xen axit amin clia polypeptit

néu trong SEQ ID NO: 1 khong 16n hon 10, viduy, 1,2, 3,4, 5, 6, 7, 8 hoic 9.

Polypeptit c6 thé 1a polypeptit lai trong d6 mdt phan ctia mot polypeptit dugc

dung hop & ddu tan cing N hoic d4u tin cling C clia mot phan cua polypeptit khac.
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Polypeptit ¢ thé 14 polypeptit dung hop hodc polypeptit dung hop c6 thé phan
cat duoc trong d6 polypeptit khac duoc dung hop & dAu tin cung N hosc dau tdn cung
C ctia polypeptit theo sang ché. Polypeptit dung hop dugc tao ra bang cach dung hop
polynucleotit ma héa cho polypeptit khéc véi polynucleotit theo sang ché. Cac k§
thut ¢ tao ra polypeptit dung hop da dugc biét dén trong linh vye, va bao gdm k¥
thut ndi céc trinh ty md héa ma hoa cho cac polypeptit sao cho chiing nim trong
khung va su biéu hién ctia polypeptit dung hop chiu su kiém soét cta cung (cac) viung
khoi dong va ving két thiic. Protein dung hop ciing c6 thé duoc tao ciu triic bang cach
str dung cdng nghé intein trong d6 su dung hop dugc tao ra sau dich méa (Cooper et al.,
1993, EMBO J. 12: 2575-2583; Dawson et al., 1994, Science 266: 776-779).

Polypeptit dung hop c6 thé con chira vi tri phan cit gitta hai polypeptit. Khi
tach protein dung hop tach ra, vi tri ndy dugc cit ra giai phong ra hai polypeptit. Vi du
vé& vi tri phén cét bao gdm, nhung khéng chi gi6i han &, cac vi tri dugc bdc 16 trong tai
liéu Martin et 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; and Contreras et al.,
1991, Biotechnology 9: 378-381; Eaton et al., 1986, Biochemistry 25: 505-512;
Collinszacie et al., 1995, Biotechnology 13: 982-987; Carter et al., 1989, Proteins:
Structure, Function, and Genetics 6: 240-248; and Stevens, 2003, Drug Discovery
World 4: 35-48.

Chét hoat dong bé mit

Ché phdm va phuong phép theo sang ché c6 chira pectinaza va chit hoat dong

bé mit ¢6 clu trac hoa hoc A va/hodic chét hoat dong bé mit c6 clu triic héa hoc B:
cdu tric héa hoc A: R—(CHy)m—Y— (CH,CH,0),—H,

trong do Y 18 -CO-O- va R dugc chon tir nhém gém c6 -H, -CH3, -CH,—CHj;,
—CHz—CHz-—CH3, —CHz—(CHj,)z; hOé.C Y la —CHz—, vaR la ~CH2—(CH3)2; 6<m< 14

val <n<l18;
c4u truc hoa hoc B: H3C-(CH,)¢~C(SOsNa)H-(CH,;).-CHj,

trong d6 f+ e =11-14.
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Theo phuong 4n khac, ché phdm hozc phuong phap theo sang ché con chira
chéit hoat dong bé mit khac duge chon tir cac chét hoat dong bé mat khéng ion va/hoac

anion va/hodc cation va/hodc ludng tinh va/hoac ion ludng tinh va/hoic ban cuc.

Theo phuong 4n khac, ché phim hoic phuong phap theo sang ché con chira

SAP (Dioctyl natri sulfosuxinat).

He¢ théng duoc uu tién dé dugc st dung theo séng ché c6 chira dusi dang chét
hoat dong bé mat mot hodc nhiéu chit hoat dong bé mat khong ion va/hodc anion dugc

mo ta trong ban mo ta nay.

Chit ngung tu polyetylen, polypropylen, va polybutylen oxit cta alkyl phenol
1 thich hop d sir dung lam chat hoat dong bé mit khong ion cua hé théng chit hoat
dong bé mat theo séang ché, trong d6 chit ngung tu polyetylen oxit dugc wu tién. San
phém ngung tu cua rugu béo bac mdt va bac hai cé tir khoang 1 dén khoang 25 mol
etylen oxit 1a thich hop dé sur dung lam chét hoat dong bé mat khong ion ctia hé théng
chat hoat dong b mit khong ion theo sang ché. Ciing hitu dung d& lam chat hoat dong
bé mit khong ion ctia hé thdng chét hoat dong bé mit theo sang ché 1a alkylpolysacarit
dugce boc 16 trong US 4,565,647. San phdm ngung tu cia etylen oxit v6i bazo ky nuédc
dugc tao thanh boi sy ngung tu ctia propylen oxit véi propylen glycol ciing thich hop
dé s dung 1am hé théng chit hoat dong bé mat khong ion bd sung theo sang ché.
Ciing thich hop dé sir dung lam chit hoat dong bé mat khong ion ciia hé thdng chit
hoat déng bé mit khong ion theo sang ché, 14 san phdm ngung tu cta etylen oxit voi

sdn pham cua phan ng clia propylen oxit va etylendiamin.

Chét hoat dong bé mat anion dugc wu tién hon bao gém chét hoat dong bé mit
alkyl alkoxylat sulfat va este phosphat tuong tu. Chit hoat dong b& mit anion thich
hop dé duoc su dung la chét hoat dong bé miit este alkyl sulfonat bao g6m este mach
théng cua axit C8-C20 carboxylic (tic 13, axit béo) ma duoc sulfonat hda béng SO; thé
khi theo "The Journal of the American Oil Chemists Society", 52 (1975), pp. 323-329.
Chét hoat dong bé mat anion khac hiru dung cho myc dich 1am sach vai dét ciling ¢c6
thé duoc bao gdm trong cac ché phim trong nudc theo sang ché. Ché phim trong nudéc

theo sang ché ciing c6 thé chira chit hoat d6ng bé mit cation, ludng tinh, ion ludng
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tinh, va ban cuc, cling nhu la chét hoat dong bé mat khong ion va/hodc anion khong

phai la chét hoat dong bé mat d& duge md ta trong ban mo ta nay.

Theo mét sé phwong 4n cia sang ché, ché phim dé san xudt vai dét con chia
thanh phan khac, bao gdm nhung khéng gi¢i han & enzym bd sung, ciing nhu 13 chat
tay tring, chét chdng tao bot, hé xdy dung, va chat tuong ty, ma lam tang cudng quy
trinh lam sach va/hodc mang lai hiéu qua vuot trdi déi véi, vi dy, kha nang trfly tréng,
strc bén, kha nang chéng nhéan, do hép thu nude, va kha nang nhuém mau duoec.

Vai dét

Nhu dugc dung trong ban m6 ta nay, thudt ngit "vai dét" dung dé chi SO1i, soi
dét, vai (vi dy, dét, khong dét hodc dan), va hang may mac. Thuat ngit ndy bao ham
vai dét duge 1am tir hon hop tu nhién, téng hop (vi du, dugc san xue"tt), va cac hdn hop
tw nhién va tong hop khac nhau. Vai dét c6 thé 1a soi, soi dét, vai dét hodic dan, khong
dét, va hang may mdc khoéng dugce xtr ly hodc dugc xtr Iy va cé thé duoc tao ra béng
cach stir dung nhiéu loai nguyén liéu, mét sb trong sb do duge dé cap dén trong ban mo
ta nay.

Quy trinh theo sang ché duoc ap dung co loi nhét cho vai dét chira xenluloza,
bao gém vai, chéng han nhu coton, vitcd, to nhdn tao, vai gai, vai lanh, Tencel, hodc
hén hop ctia ching, hodc hdn hop cta céc soi bat ky trong sb céc soi nay, hoic hdn
hop ciia céc sgi bét ky trong sb cac soi ndy clng véi soi tbng hop ching han nhu hén

hop ctia coton va spandex (vai coton chéo cing).

T6t hon 13, vai dét theo sang ché dwoc 1am tir xenluloza tinh khiét hodc duoc
1am tir hdn hop pha tron ctia soi xenluloza va nguyén lidu khac bét ky thuong dugce sir

dung dé san xuit vai dét ching han nhu poly (etylen terephtalat), len, va lua.

Theo phuong an dugc vu tién vai dét chira xenluloza 1a hdn hop pha tron vai
dét ¢6 chira nhiéu hon 30% (khdi luong/khdi lugng) xenluloza, cu thé 1a nhidu hon
35%, nhiéu hon 50%, nhiéu hon 65%, nhiéu hon 90%, hodc nhiéu hon 95% xenluloza.
Theo phuong 4n dugc wu tién hon, quy trinh theo sang ché dwoc 4p dung cho vai dét
vé co ban chura xenluloza, tirc 14 vai dét xenluloza tinh khiét, chfmg han nhu vai dét

coton tinh khiét. Cu thé 13, vai 13 vai khéng nhudm.
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Enzym b sung

S& tbt hon khi mot hodc nhiéu xenlulaza, amylaza, lipaza, mannanaza,
xylanaza, proteaza, oxidaza, catalaza, cutinaza hodc enzym khac dugc dé cap, trong
ban m6 ta nay, ¢ thé duoe sir dung dudi dang enzym bd sung trong céc ché phim va
phuong phép nay. Ngoai ra, s§ lugng bit ky ctia enzym bd sung (hosic hé théng
enzym) c6 thé duoc két hop vai cac ché phdm va phuong phap nay ma khong nim

ngoai tinh than ctia sang che.
Proteaza

Theo phuong 4n duge uu tién, proteaza duge str dung trong sang ché. Proteaza
thich hop bao gdm cic proteaza c6 ngudn gbc dong vat, thuc vat hosc vi khudn.
Ngudn gde vi khudn duogce wu tién. Cac thé dot bién dugc cai bién héa hoc hodc duogc
thiét ké protein dugc bao gdm. Proteaza c6 thé 1a vi du kim loai proteaza (EC 3.4.17
hoic EC 3.4.24) hoic serin proteaza (EC 3.4.21), t6t hon 1 proteaza vi khuén kidm
hodc proteaza gidng trypsin. Vi du vé proteaza la subtilisin (EC 3.4.21.62), cu thé 1a
subtilisin dugc tao din xuét 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 gidng trypsin 13 trypsin (vi du, c6 ngudn gbc tir lon hodc bd) va Fusarium

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

Enzym proteaza cé trén thi truong duge uu ti€n bao gém Alcalase®, Savinase®,
Primase®, Duralase®, Esperase®, va Kannase® (Novozymes A/S), Maxatase®,
Maxacal®, Maxapem®, Properase®, Purafectg<1808®, Purafect OXP®, FN2™, va
FN3™ (ctia hing Danisco A/S).

Lipaza

Theo c4c phuong 4n khac ciia sang ché, lipaza dugc sir dung trong séng ché.
Céc lipaza thich hop bao gbm céc lipaza c6 ngudn gbc vi khuin hodic nAm. Cac thé dot
bién duoc cai bién v& mit hoa hoc hodc di truyén ciia céc lipaza nay duoc bao gdm
trong thudt ngt nay. Lipaza c6 thé la, vi du triaxylglyxerol lipaza (EC3.1.1.3),
phospholipaza A2 (EC 3.1.1.4), Lysophospholipaza (EC 3.1.1.5), Monoglyxerit lipaza
(EC 3.1.1.23), galactolipaza (EC 3.1.1.26), phospholipaza Al (EC 3.1.1.32),
Lipoprotein lipaza (EC 3.1.1.34). Vi du vé lipaza hitu dung bao gdm lipaza Humicola
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lanuginosa, vi dy, nhu dugc mé ta trong EP 258 068 va EP 305 216; lipaza
<1867Rhizomucor miehei, vi dy, nhu duge mé ta trong EP 238 023 hoic tit H. insolens
nhu duge mé ta trong WO 96/13580; lipaza <1891Candida, ching han nhu lipaza
<1897C. antarctica, vi du, lipaza C. antarctica A hoic B dugc mé ta trong EP 214
761; lipaza Pseudomonas, chéng han nhu mot trong sb céac chét dugc mo ta trong EP
721 981 (vi dy, lipaza c6 thé thu dugc tir ching Pseudomonas sp. SD705 c6 mi s6 truy
cdp ndp luu FERM BP-4772), trong PCT/JP96/00426, trong PCT/JP96/00454 (vi duy,
P. solanacearum lipaza), trong EP 571 982 hodc trong WO 95/14783 (vi du, lipaza
</1945 P. mendocina), lipaza <1957P. alcaligenes hodc P. pseudoalcaligenes, vi dy,
nhu duoc md ta trong EP 218 272, lipaza <1975P. cepacia, vi dy, nhu dugc mé ta
trong EP 331 376, lipaza <1987P. stutzeri, vi dy, nhu dugc boc 10 trong GB 1,372,034,
hodc lipaza <1999P. fluorescens; lipaza Bacillus, vi dy, lipaza B. subtilis (Dartois et
al.  (1993) Biochemica et Biophysica Acta 1131:253-260), lipaza B.
stearothermophilus (JP 64/744992) va lipaza B. pumilus (WO 91/16422).

Céc lipaza c6 trén thi trudng thich hop bao gdm Lipex®, Lipolase® va Lipolase
Ultra®, Lipolex ®, Lipoclean ® (cua hang Novozymes A/S), M1 lipaza™ va Lipomax™

(cta hang Danisco A/S) va lipaza P "Amano" (cla hing Amano Pharmaceutical Co.
Ltd.).

Amylaza

Theo cac phuong an khac, amylaza dugc st dung trong séang ché. Amylaza bao
gém vi dy, alpha-amylaza (EC 3.2.1.1), beta-amylaza (EC 3.2.1.2) va/hoic
glucoamylaza (EC 3.2.1.3) ¢ ngudn géc vi khudn hodc nidm. Céac thé dot bién duoc
cai bién vé mit héa hoc hoic di truyén cua cac amylaza nay dugc bao gém trong thuat
ngtt ndy. Alpha-amylaza dugc uu tién theo sang ché. Cac alpha-amylaza lién quan bao
gf‘)m, vi du, a-amylaza c6 thé thu duoc tir cac loai Bacillus, cu thé 1a ching cu thé B.
licheniformis, dugc md ta chi tiét hon trong GB 1296839,

Céc vi du khac vé amylaza hiru dung 1 alpha-amylaza cé ngudn gbc tit Bacillus
sp.; alpha-amylaza AAS560 c6 ngudn gbe tir Bacillus sp. DSM 12649 dugc bdc 16 dudi

dang SEQ ID NO: 2 trong WO 00/60060 va céc bién thé ctia alpha-amylaza AA560,
bao gdm bién thé AA560 duoc bdc 16 trong Vi du 7 va 8.
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®

2

Amylaza c6 trén thi truong thich hop bao gdm Natalase®, Stainzyme
Duramyl®, Termamy1®, Termamyl™ Ultra, Fungamyl® va BAN® (tt ca ddu 1 & cua
hiing Novozymes A/S, Bagsvaerd, Pan Mach), va Rapidase® va Maxamyl® P (cta
hing DSM, Ha Lan) va Purastar®, Purastar OXAm va Powerase™ (ctia héng Danisco

A/S).

Cac amylaza hitu dung khéc 1a CGTaza (xyclodextrin glucanotransferaza, EC
2.4.1.19), vi dy, cidc CGTaza c6 thé thu dugc tr cic loai Bacillus,

Thermoanaerobactor hodc Thermoanaerobacterium.

Hemixenlulaza

Theo céac phuong an khic, hemixenlulaza dwgc s dung trong sang ché.
Hemixenluloza 1a nhém phirc tap nht cta céac polysacarit khong phai tinh bdt trong
thanh t& bao thyuc vat. Ching c¢6é chira cac polyme xyloza, arabinoza, galactoza,
mannoza va/hodc glucoza ma thudng phan nhanh nhidu va duoc ndi véi cac ciu truc
thanh t& bao khéc. Do d6, hemixenlulaza theo sang ché bao gdm enzym co hoat tinh
phén giai xylanoza, hoat tinh phdn giai arabinoza, hoat tinh phin giai galactoza
va/hodc hoat tinh phén giai mannoza. Hemi-xenlulaza theo sang ché vi du c6 thé dugc
chon tr xylanaza (EC 3.2.1.8, EC 3.2.1.32, va EC 3.2.1.136), xyloglucanaza (EC
3.2.1.4 va EC 3.2.1.151), arabinofuranosidaza (EC 3.2.1.55), axetylxylan esteraza (EC
EC 3.1.1.72), glucuronidaza (EC 3.2.1.31, EC 3.2.1.56, 3.2.1.128 va 3.2.1.139),
glucanohydrolaza (EC 3.2.1.11, EC 3.2.1.83 va EC 3.2.1.73), axit ferulic esteraza (EC
3.1.1.73), axit coumaric esteraza (EC 3.1.1.73), mannanaza (EC 3.2.1.25; EC 3.2.1.78
va EC 3.2.1.101), arabinosidaza (EC 3.2.1.88), arabinanaza (EC 3.2.1.99), galactanaza
(EC 3.2.1.89, EC 3.2.1.23 va 3.2.1.164) va lichenaza (EC 3.2.1.73). Tuy nhién, day

khéng duogc coi 1a danh muc bao quat hét moi khia canh.

Mannananaza la hemixenlulaza dugc uu tién theo sang ché. Mannanaza thuy
phén cac polyme sinh hoc duge tao thanh tir galactomannan. Thudc nhudm chia
mannan thuong cé chira gom guar va gém locust bean, ma duge st dung rong rai dudi
dang chit lam én dinh trong thyc phim va m§ phdm. Cac mannanaza thich hop bao
gém c4c mannanaza cO nguén gdc vi khuén hodc ndm. Cac thé do6t bién duoc cai Bién

vé mat hoa hoc hodc di truyén duogc bao gbém. Theo phuong an dugc uu tién
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mannanaza c6 ngudn gbc tir ching thudce chi Bacillus, cu thé 1a Bacillus sp. 1633 dugc
boc 16 & cac vi tri 31-330 néu trong SEQ ID NO:2 hodc trong SEQ ID NO: 5 cia WO
99/64619 hodc Bacillus agaradhaerens, vi du tir chung loai DSM 8721. Mannanaza cé
trén thi truong thich hop 1a Mannaway® dugce san xuét bai Novozymes A/S Pan Mach

hodc Purabrite™ duogc san xuét boi Dupont My.

Xylanaza 1a hemixenlulaza dugc uu tién theo sang ché. Xylanaza c6 trén thi

truong thich hop 1a Pulpzyme® HC (ctia hdng Novozymes A/S).
Xenlulaza

Ché pham va phuong phép theo sang ché c6 thé con bao gdm xenlulaza duoc
x4c dinh trong sang ché. Trong nglt canh nay, thuit nglt "xenlulaza" ho#c "enzym
phan gidi xenluloza" ding dé chi enzym ma xidc tc cho sy thodi héa cua xenluloza
thanh glucoza, xenlobioza, trioza va céc xenlo-oligosacarit khac ma enzym dugc hiéu
14 bao gdm protein trudng thanh hodc dang tién chit ctia ching hodc méanh chic nang
cta chung, vi dy, khéi c6 hoat tinh xtic tic, ma vé& co ban cé hoat tinh cla enzym
nguyén chiu dai. Ngoai ra, thuit nglt enzym "phén giai xenluloza" duoc dy dinh 13
bao gdm chét twong ddng hodc chit tuong tu clia enzym nay. Cac xenlulaza thich hop
bao gdm cac xenlulaza c6 ngudn gbc dong vat, thuc vat hodc vi khuln. Ngudn gbc vi
khuan dugc uu tién. Enzym phan giai xenluloza c6 thé 13 thanh phan c6 trong hé thdng
xenlulaza dugc san xudt bai vi sinh vat nhét dinh, hé théng xenlulaza nay chi yéu bao
gébm mot vai thanh phan enzym xenlulaza khac nhau bao gdm céc thanh phan thuong
duoc xdc dinh dudi dang, vi dy, xenlobiohydrolaza, endoglucanaza, va beta-

glucosidaza. Theo phuong an dugc wu ti€n xenlulaza la endoglucanaza.

Vi du vé san phdm enzym xenlulaza c6 trén thi truong hitu dung trong phuong
phép theo sang ché 1a: Cellusoft CR® Cellusoft L®, Novoprime A 378% (tAt ca déu 1a
cua hang Novozymes A/S, Dan Mach); Indiagem, Primafast (ca hai déu 1a cla cdng
ty Dupont, M§); Ecostone  (cta hang Alko, Phin Lan); Rocksoft" (cta hang CPN,
M%), va Sanko Bio " (ctia hang Meiji/Rakuto Kasei Ltd., Nhat Ban).

Quy trinh san xuét vai dét
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Viéc xu ly vai, chrfmg han nhu nguyén liéu xenluloza, thanh nguyén liéu san
sang dé san xuit hang may mac bao gém mét vai budce: xe s¢i thanh sgi dét; tao ciu
tric vai dét hodc dan tir sgi dét; va cic quy trinh diéu ché tiép theo, cac cong doan
nhudm mau/in va hoan thién. Céc quy trinh didu ché cin phai loai bo céc tap chét tu
nhién va do con ngudi gdy ra ra khdi soi va dé cai thién bé ngoai thAm my va tinh
trang c6 thé xir Iy ctia ching trudc khi vi du nhuém mau/in va hoan thién. Cac quy
trinh diéu ché thong thuong bao gdm budc rii hd (déi vé6i san phdm dét), lam sach, va

téy trang, ma tao ra vai thich hop d€ nhuém mau hoic hoan thién.

Vai dét duoc tao ciu tric béng cach dét soi "khd" hodc soi "ngang" gitta cac soi
doc duoc kéo cing theo chiéu doc trén khung ciri. Céc soi doc phai duogc hd trude khi
dét dé bdi tron va bao vé chung khoi bi mai mon khi cai xen céc soi khd & téc dd cao
trong qua trinh dét. Chat hd thong thuong 14 tinh bt (hodic din xuét tinh bot va tinh
botduoc cai bién), rugu poly(vinyl), carboxyl metyl xenluloza (tirc 1a CMC) trong d6
tinh bot chiém wu thé. Parafin, chét lién két acrylic va nhiéu loai chat bi tron thudng
duoc bao gém trong hdn hop hd. Cac soi khd c6 thé dugc dét qua cac soi doc theo md
hinh "mét 1én - mot xudng" (dét tron) hodc "mot 1&n - hai xubng" (dét van chéo) hoac
v sb cac hoan vi khac bat ky. Nhin chung, vay, 4o, quin, vat liéu phu, khan lau, vai
voc, v.v. duoc tao ra tir vai dét. Sau khi vai duoc tao ra, ho trén vai phai duogc loai bo

lai (ttrc 13, rii ho).

Dan 12 viéc tao thanh vai bang cach két hop cac vong cai vao nhau ctia soi dét.
Trai ngugc véi viée dét, ma duoc tao ciu tric tir hai loai sgi dét va c6 nhiéu "diu", vai
dan dugc tao ra tir mot sgi don lién tuc clia soi dét. Gidng nhu dét, c6 nhiéu cach khac
nhau dé vong s¢i dét cling nhau va tinh chit vai thanh phiAm phu thudc ca vao soi dét
va kiéu dan. D 16t, 40 len dai tay, tAt, 4o thé thao, 40 thAm md hoéi, v.v. duoc tao ra tir
vai dan.

Rii hd

Rii h 14 viée 1am thoai bién va/hoic viée loai bd hop chit hd soi ra khoi céc soi
doc trong vai dét. Tinh bdt thudng duogc loai bd bang quy trinh rii hd bing enzym.
Ngoai ra, rii hd oxy hoa va rii hd bing hoa chit bing axit hodc bazo dbi khi duogc su

dung.
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Theo mét s6 phuong 4n, enzym rii hd 14 enzym phén giai tinh bdt, ching han
nhu alpha-amylaza, beta-amylaza, mannanaza, glucoamylaza, hosc dang két hop cua

chung.

Alpha va beta-amylaza thich hop bao gém alpha va beta-amylaza ¢6 ngudn gbc
vi khuén hodc nim, cling nhu la cac thé d6t bién duoc cai bién vé& mit hoa hoc hodc di
truyén va cac bién thé clia cdc amylaza nay. Alpha-amylaza thich hop bao gdm alpha-
amylaza c6 thé thu duoc tir cc lodi Bacillus. Amylaza thuong mai thich hop bao gdém
nhung khong chi gi¢i han & OPTISIZE® NEXT, OPTISIZE® FLEX va OPTISIZE®
COOL (tit ca déu la cia cong ty Dupont My), va DURAMYL™, ERMAMYL™,
FUNGAMYL™ TERMAMYL™, AQUAZYME™ va BAN™ (tt c4 déu la ctia hang
Novozymes A/S, Bagsvaerd, Pan Mach).

Céc enzym phén giai tinh bt thich hop khac bao gdm CGTaza (xyclodextrin
glucanotransferaza, EC 2.4.1.19), vi dy, CGTaza thu duogc tir cac loai Bacillus,

Thermoanaerobactor hoac Thermoanaero-bacterium.
Lam sach

Viée 1am sach duoc ap dung dé loai bo tap chit ra khoi soi, dé 1am nd soi va dé
loai bd cac manh phu hat. Pay 13 mdt trong cac budc ¢6 tinh quyét dinh nhit. Muc
dich chinh cta viéc 1am sach 1a dé a) 1am sach ddng déu vai, b) 1am mém bui va cac
phé pham khéc, ¢) cai thién kha ning hép thu cta vai, d) xa phong hoéa va 1am hoa tan
chét béo, dau, va sap, va e) giam thiéu coton chua trudng thanh. Sy lam sach béng
natri hydroxit & khoang nhiét d6 s6i 1a phwong phap xir Iy duoc chip nhan déi véi
coton 100%, trong khi canxi hydroxit va natri cacbonat it dugc str dung hon. Sgi téng
hop duogc 1am sach & diéu kién ém diu hon nhiéu. Chéit hoat dong bé mit va chét chelat
hoéa ¢6 vai trd thiét yéu ddi véi sy 1am sach bang kiém. Sy lam sach bing enzym da
duoc dé xuét, trong d6 xenlulaza, hemixenlulaza, pectinaza, lipaza, va proteaza déu

dugc bédo céo 1a cé hi€u qua lam sach.

Tay tring 13 sy pha hily mau nhudém va/hodc tap chét cé mau ciing nhu 14 loai
b6 manh phi hat. T4y tring duoc thuc hién bang cach sir dung phwong phap héa hoc

oxy hoa hozc khir. Chét oxy héa c6 thé duge chia nho thém thanh cac chit ma sir dung
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hodc tao ra: a) hypoclorit (OCI’), b) clorua dioxit (ClO,), ¢) permanganat (MnO;-), d)
ozon, va cac loai hydroperoxit (OOH™ va/hodc OOH). Chét khir 1a luu huynh dioxit,
mudi hydrosulfit thong thudng, v.v.. Phuong phap tay tréng béng enzym béng cach su
dung glucoza oxidaza hodc peroxidaza (vi du, xem tai liéu WO 2013/040991) di duoc

béo céo. Theo truyén thdng, hydro peroxit dugc ding trong quy trinh nay.

In va nhudm mau

In va nhuém mau vai dét dugc thuc hién b%mg cach s dung thudc nhudm cho
vai dét bang phuong phép thich hop bét ky dé lién két chit nhudém vao soi trong vai
dét. Viéc nhuém mau cta vai dét c6 thé vi du duogc thuc hién béng cach cho vai di qua
dung dich thudc nhudm dic, sau d6 lwu trit vai 4m trong vé boc kin hoi dé ¢6 thoi gian
cho su khuéch tan va phan tng cta thuéc nhudém véi chit nén vai trude khi gili bo
thubc nhuém chua phan tng. Theo cach khéc, thuée nhudm c6 thé duge ¢ dinh béng
cach hép tiép vai dét trude khi giti. Thude nhuém bao gdm thudc nhudm tdng hop va
tu nhién. C4c thudc nhudm thong thuong 1a cac thube nhudém c6 nhém chirc anion (vi
du thubc nhudém axit, thuéc nhudm truc tiép, thudc nhudém Mordant va thudc nhudm
phan tmng), thudc nhudém c6 nhém cation (vi du thudc nhudm bazo), thubc nhudm can
phan g hda hoc trudc khi stir dung (vi du thudc nhudm vat, thudc nhudm luu huynh

va thudc nhudm azo), thuéc nhudém phén tdn va thudc nhuém dung moi.

Chit nhudm hoa tan du khong lién két vi sgi phai duge loai bé sau khi nhuém
mau dé dam bao tinh bén mau cla vai dét duge nhuém va d& ngin chin viée truyén
thuc nhuém khéng mong mudn trong qua trinh gidt vai dét boi ngudi st dung. Nhin
chung, can lugng 16n nude dé loai bd hoan toan thudc nhudm du. Trong quy trinh
thong thuong, vai dét duoc in hodc duge nhudm trude tién duge gill béng nudce lanh,
sau d6 dugc giat & nhi€t do cao co bd sung chét phu gia thich hop dé lam giam sy
nhuém mau tr¢ lai, nhu poly(vinylpyrolidon) (PVP).

Quy trinh enzym dé loai bo thudc nhudém du ra khoi vai d3 nhudém béng chét
long gifi ¢6 chira it nhat mot peroxidaza, chit oxy hoa va it nhit mot chit méi gidi,
ching han nhu chit léng ¢6 chira peroxidaza, hydro peroxidiza va chit moi gi¢i nhu 1-
hydroxy-benzotriazol dugc bdc 10 trong W0O99/34054.

DPanh bong sinh hoc
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Nhu dugc dung trong ban md ta nay, thudt ngit "ddnh béng sinh hoc", "khir
nhan" va "chéng nhan" dugc ding thay thé 1an nhau.

Hau hét vai coton va vai coton hdn hop c6 vén dé vé cam giac khi s& vao bang
tay, cu thé 1a kha cimg va rit khi khéng sir dung cac thanh phan hoan thién. B& mit vai
cling khong tron vi céc vi sgi xu1 nho nhé ra khoi nd. Ngoai ra, sau thdi gian mic twong
ddi ngén, vét nhan xuit hién trén bé mat vai do d6 1am cho né c6 vé khong hip din, bi

mon.

bénh bong sinh hoc 1a phuong phap xir ly vai xenluloza trong qud trinh san
xuét ching bing enzym chéng han nhu xenlulaza, ma 1am cai thién chét luong vai vé
van @& "sy hinh thanh vét nhan giam". T4c dung quan trong nhét cla viéc dénh bdéng
sinh hoc ¢6 thé dugc xé4c dinh bai viée it XU va nhan hon, d6 lang/bong tang 1én, cam
giac khi s& vao cia vai dugc cai thién, 0 mém 1au bén tdng 1én va/hoac su hép thu
nude dugce cai thién. Danh bong sinh hoc thuong dién ra trong qué trinh xtr Iy u6t cta
viéc san xut vai hoic hang may mic dan va dét. Qua trinh xtt Iy w6t bao gbém céc
budc nhu vi dy, i hd, lam sach, tiy tring, rira, nhuém/in va hoan thién. Panh béng
sinh hoc ¢6 thé duoc tién hanh dudi dang budc riéng ré sau budc lam wdt bit ky hoic
két hop véi bude bit ky trong s6 cac bude 1am wdt nay.

Ché phim dé x ly vai dét

Séng ché con dé cip dén ché phdm dé xu ly vai dét c¢6 chira pectinaza va chit

hoat dong bé mit c6 clu triic hda hoc A va/hodc chét hoat d6ng bé mit c6 céu truc héa

hoc B.

Theo sang ché, ty 16 cla pectinaza voi chét hoat dong bé mit ¢ cu trac A
va/hodc ciu triic hda hoc B nim trong khoang tir khoang 1:1000 dén khoang 1:500, tbt
hon 1a ndm trong khoang tir khoang 1:300 dén khoang 1:500 (khéi lugng/khdi lugng).

Ché phdm vai dét c6 thé dugc didu chinh cho phi hop véi tng dung cu thé,
chéng han nhu sy 1am sach, ma c6 thé mang lai it nhéat mot trong s6 céc loi ich cla vai
dét chang han nhu su loai bé pectin ting 1én, kha nang thAm w6t tang 18n, va gia tri ri

hé tang 1én khi do bang thir nghiém TEGEWA.
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Ché€ phim vai dét c6 thé con bao gom mot hoic nhi€u enzym dugc chon tir
nhém gbém c6 xenlulaza, amylaza, lipaza, mannanaza, xylanaza, proteaza, oxidaza,

catalaza va cutinaza.

Ché pham vai dét thudng c6 chira céc thanh phin thong thudng bao gdm nhung
khong gidi han & enzym khac, cling nhu 1a chét hoat dong bé mit, chat 1am 8n dinh,
chit 1am 4m, chét 1am phén tén, chét chéng tao bot, chit boi tron, h¢ xay dung, va chét

twong tu, hozc hdn hop cta chung.

Ché phém vai dét ¢ thé & dang bat ky, chéng han nhu dang ran, dang 16ng,
dang hd, gel hogc dang két hop bét ky ctia ching. T8t hon 13, ché pham & dang léng.

Phuong phép theo sang ché

Theo séng ché, phuong phap xir Iy vai dét bang pectinaza va chit hoat dong bé
mit ¢6 ciu triic héa hoc A va/hodc chit hoat dong bé mit ¢4 cAu tric héa hoc B duogc

dé xuat.

Ty 1& chit long/vai dét thich hop dé dung trong phuong phép nay c6 thé nim
trong khoang tir khoang 20:1 dén khoang 2:1, t8t hon 13 nim trong khoang tr khoang
18:1 dén khoang 4,5:1, t&t hon nita 1 ndm trong khoang tlr 15:1 dén 4:1 (th8 tich/khdi
lugng ml/g), t6t nhat 13 nim trong khoang tir 10:1 dén 4:1.

Thoi gian phan tmg thudng nim trong khoang tir khoang 5 phut dén khoang 2
gid. Tét hon 13 thoi gian phan tmg nim trong khoang tlr khoang 10 phut dén khoang
60 phut, t6t hon nita 14 thoi gian phan tng ndm trong khoang tir khoang 15 phut dén
khoang 60 phut, thdm chi tt hon nita 14 trong khoang tlr 15 dén 30 phut.

Quy trinh theo sang ché duogc thuc hién & do pH nam trong khoang tir khoang 5
dén khoang 10, 6t hon 1a & 4o pH nim trong khoang tir 5,5 dén khoang 10, t5t hon
nita 1a & d6 pH ndm trong khoang tir 6 dén khoang 8, tham chi tét hon nita 12 & do pH
tur khoang 7.

Theo mot s& phuong 4n, quy trinh theo sang ché duge thyc hién & khoang gigi
han nhiét d§ 20-90°C, t6t hon 1a 30-80°C, &t hon nita 1a 40-70°C, tt hon nita 1a 50-
60°C.
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Liéu luong enzym phu thudc nhidu vao thoi gian phan Ung enzym va hoat tinh
enzym, tirc 1a thoi gian phan g enzym twong dbi ngén hodc hoat tinh enzym thap cin
liéu lugng enzym twong dbi cao, va nguoc lai. Nhin chung, liéu luong enzym c6 thé

dugc quy dinh theo thdi gian phan tmg ¢6 sn.

Theo phuong 4n cy thé, liéu lugng clia pectinaza ndm trong khoang tir 0,005
miligam (mg) protein enzym dén khoang 200 mg protein enzym (ctia mdi enzym) cho
mdi gam vai dét, t&t hon 14 tir 0,008 mg protein enzym dén 100 mg protein enzym cho
mdi gam vai dét, t6t hon nira 14 tir 0,01 mg protein enzym dén 50 mg protein enzym
cho m&i gam vai dét, tot hon nira 14 tir 0,01 mg protein enzym dén 1 mg protein enzym
cho mdi gam vai dét. Ciing nhu vy, cac ham luong nay dung dé chi ham lugng cua

moi enzym.

Theo mét phuong 4n, liéu lugng cia enzym bd sung, néu ¢, ndm trong khoang
tir 0,005 miligam (mg) protein enzym dén khoang 200 mg protein enzym (cta mdi
enzym) cho mdi gam vai dét, t5t hon 1a tir 0,008 mg protein enzym dén 100 mg protein
enzym cho mdi gam vai dét, t6t hon nita 13 tir 0,01 mg protein enzym dén 50 mg
protein enzym cho mdi gam vai dét, tot hon nita 14 tir 0,01 mg protein enzym dén 1 mg
protein enzym cho mdi gam vai dét. Ciing nhu vy, cic ham luong nay dung dé chi

ham lugng cia mdi enzym.

Theo sang ché, chit hoat dong bé mat ¢ cAu trac hoa hoc A va/hoic chit hoat
dong bé mit ¢6 cAu trac hoa hoc B ¢6 thé c6 mit & nong d6 nim trong khoang tur
0,01mM dén 100mM, t6t hon 13 ndm trong khoang tir 0,1mM dén 50mM, t6t hon nita
14 ndm trong khoang tir 0,5mM dén 20mM, va tham chi t5t hon nita 1a nim trong

khoang tir ImM dén 10mM.

Trong quy trinh theo sdng ché, pectinaza c6 thé dugc dung mét minh hodc cung
v6i enzym bd sung. Thuat ngit "enzym bd sung" c6 nghia 1a it nhit mot enzym bo
sung, vi du mdt, hai, ba, bon, ndm, sau, bay, tdm, chin, mudi hoac thdm chi nhiéu hon

enzym bd sung.

Thuét ngit "duge dung cung véi" (hodc "duoc sir dung cung vai") ¢ nghia 1a
enzym bd sung c6 thé duge ding trong cling mét budce, hogc trong budc khac cia quy

trinh theo sang ché. Budc quy trinh khic ndy c6 thé 1a ngugc chidu hodic xudi chidu
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trong quy trinh san xudt vai dét, so véi budc trong d6 vai dét dugc xur ly bang

pectinaza.

Theo céc phuong 4n cu thé enzym bd sung la enzym ma cd xenlulaza, amylaza,
lipaza, mannanaza, xylanaza, proteaza, oxidaza, catalaza, cutinaza hodc enzym khac

dugc dé cap. Theo phuong 4n duoc uwu tién, enzym b sung 13 xenlulaza.

Theo mét s6 phuong an, phuong phép xir Iy vai dét bao gdm céc budc (a) rii hd
vai dét; (b) lam sach vai dét bang pectinaza va chit hoat dong bé mit c6 cAu truc héa
hoc A vd/hoidc chat hoat dong bé mat ¢ cAu trac hoa hoc B. Theo mdt sd phuong an,
gifta bude (a) va bude (b) c6 budce git. Theo mét sé phuong 4n, bude (a) va bude (b)
duoc thyc hién trong mot bé don 1¢ ma khong dan xen cac budc rira. Theo mdt sb
phuong an, budc (a) va bude (b) duoc thuc hién tuln tu hodic déng thoi trong cling mot
bé. Theo mot sb phuong 4n, budc (a) va budc (b) dugce thuc hién tuan tu trong mot bé

don 1&, trong d6 budc (a) duge thuc hién trude budce (b).

Sang ché dugc mé ta thém bang cic vi du sau ddy ma khong duoc hiéu 14 1am

gidi han pham vi cla sang cheé.
Vi du thwe hién sang che

Nguyén li€u & Phuong phap

Enzym:

Pectinaza-A: peptit truéng thanh ctia pectat lyaza Bacillus licheniformis c6 SEQ
ID NO: 1 (duge mo ta trong US 6187580)

Xenlulaza-C: xenlulaza Thielavia terrestis c6 SEQ ID NO: 2 (dugc mé ta trong
W098/12307)

Aquazyme SD-L: san phim amylaza c6 trén thi trudng cta hing Novozymes

A/S.
Hoa chét:
Leophen FR-M: chét hoat dong bé mit c6 trén thi truong cua cong ty BASF.

Kieralon® Wash F-OLB Conc (viét tit 14 F-OLB): chat hoat dong bé mit c6
trén thi trudng cua cong ty BASF.
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Prestogen® PL: Chit 1am én dinh H,0,, c6 trén thi truong ciia cong ty BASF.

SAP (Dioctyl natri sulfosuxinat): chit hoat dong bé mat anion c6 trén thi truong

cta Jiangsu Haian Petrochemical Plant, Trung Qudc.

SAS60 (Alkan Sulfonat Bac hai): chét hoat dong bé mit anion ¢ trén thi

trudng clia cong ty BASF.

X-NF: chit hoat dong bé mit c6 trén thi truong cuia cong ty Zhanfeng

chemicals.

FMFD: chét hoat dong bé mit c6 trén thi truong clia cong ty Zhanfeng

chemicals.

Chét hoat dong bé mit:

Bang 1

CAu tric héa hoc A: R—(CHy)m—Y- (CH,CH,0),~H

Chat
hoat
dong bé

mat

IPE1305

IPE1306

IPE1308

IPE1310

IPE1312

DGM

TGM

HGM

OGM

9

5

10

12

g Ho—

—CO-O-

—CH—(CH;),

—CH;3

Bang 2

Cau tric héa hoc B: H;C-(CH)~C(SO3Na)H-(CH,;).-CH3

Tén hoa hoc

SAS60 (Alkan Sulfonat Bac hai)

f+e=

11-14

Do khi ning thAm uét
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Thoi gian thdm wét (d6i voi vai dét va dan): gid tri thoi gian thdm uét nhé hon
turong mg véi kha ning thdm uét t6t hon.

1) Chuan bi miu thir nghiém c6 kich thude thich hgp bang 70 mm x 70 mm.
Tranh cac chd bi nhau hodc bi cudén gap trén vai. Sau khi tiép nhdn, xtr ly vai cang it
cang tot va khdéng cudn dot ngdt, 1a hodic xir ly né theo bat ky cach ndo. Trur khi dugc
tan thanh theo cach khac (vi du khong du vai) 14y ba mau thi nghiém tir cac vi tri khac

nhau ctia vai dé dai dién cho n6 cang ddy du cang tdt.

2) Lam day pipet biang nudc khir khoang.

3) Dit mau thir nghiém & vi tri ndm ngang trén cdc bése.

4) Cho 100 pl nudce roi tir pipet 1én trén mau thir nghiém va khoi dong dong
hé bam gidy vao luc nay.

5) Khi su phan xa khuéch tan tir dich 1ong bién mét va khong con nhin thiy

duoc dich 16ng & bén trén bé mit ctia vai, dimg ddng hd va ghi lai thoi gian vao sb thi
nghiém.

Can phai can than dé khéng lam dich chuyén mAu thir nghiém trong subt thoi
gian nay.

Thit nghiém nay can dwoc thuc hién it nhat 3 1in & cac khu vuc khac nhau (va
cling c6 thé 13 cac mAu thir nghiém khéc nhau). Tuy nhién, can dam bao ring khong co
khu vuc thir nghiém nao ¢6 tdm gin hon 25 mm so véi tdm cua khu vuc bat ky da
duogc thtr nghiém trude do.

Gi4 tri mao dan (D6i véi vai dét): gia tri mao din cang 16n tuong Umg véi kha
ning thim uét cang tt.

1) Lam diy cbc bése khoang mdt nira (it nhit 5 cm trén day cbe).

2) Dit phia trén cia mau vai (hodc soi dét) vao tdm cua kep do nhiét do, sao
cho duong gi6i han ndm & day cta kep.

3) Diéu chinh kep cho dén khi bé mit ctia dung dich thubc nhudém ngang béng
véi duong gidi han & day clia vai (hodc soi dét). Khéi dong thiét bi bAm git ngay khi

mau vai vao ding vi tri.
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4) bo chiéu cao ma dung dich thuéc nhudém mao din 1én tir bé mat cua dung
dich thu6c nhudm sau 30 phut va ghi lai chiéu cao nay.
5) Lap lai thir nghiém 2 1an d6i v6i mbi xir ly theo mdi huéng, khi viée cip vai
cho phép.
6) Két qua mao din trung binh dbi v&i cdc miu tir cing mot xit 1y.
7) Ghi lai tit ca cac két qua thi nghiém trong s6 thi nghiém.

Thoi gian thdm w6t (dbi véi soi dét): luong soi dét nhét dinh duge dua vao
trong cbc nude. Thoi gian dé ling cua soi dét duogce ghi lai duéi dang thoi gian thdm
udt.

Do TEGEWA (Déi véi vai dét)

Phuong phap xép loai TEGEWA @ thir nghiém téc do rii hd vai, gia tri
TEGEWA cang 1én tuong ting véi téc dd rii hd cang cao.

1) Diéu ché dung dich iot

Hoa tan 10 g kali iodua trong 100 ml nuéc, bd sung 0,65 g iot va lic d& hoa tan

hoan toan, d6 nude vao dén 800 ml va sau d6 db etanol dé 1én dén 1 lit.
2) Diéu ché miu
Cit vai bing may cat. Can hai mAu cho m3i vai.
3) Quy trinh thir nghiém

Dé mau vai 1 phut trong dung dich iot, giii 20 gidy bing nuéc lanh, v3 nhe béng
gidy loc (khong chira tinh bot) va so sanh ngay lap tuc vdi thang do mau tim.

4) Ghi lai két qua theo ké hoach nghién ctru, va thir nghiém mAu khac theo

bude 3.

Po dd tréng

D6 tring ctia mau vai duge tdy tring dwoc do bang quang phd ké datacolor
SF450X.

Ham luong Protein
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Protein enzym trong san phim enzym c6 thé dugc do bing b Kit Thir nghiém
Protein BCA™ (san phdm sé 23225, c6 trén thi truong clia hdng Thermo Fisher

Scientific Inc.) theo sb tay san phim.

Vidu 1: Xadc dinh hoat tinh pectinaza
Phuong phap sau ddy duge str dung dé xac dinh hoat tinh enzym pectinaza.
1. Thir nghiém Pectinaza:

D6i v6i thir nghiém nay, didu ché dung dich natri polygalacturonat 0,1%
(Sigma P-1879) trong chat dém glyxin 0,1M, do pH = 10. U trudc 4 ml dung dich nay
trong thdi gian 5 phit & nhiét do 40°C. Sau d6, bd sung 250 pl enzym (hoéc dich pha
lodng enzym), sau d6 tron phan ing trong thdi gian 10 gidy trén may trén & tbe d6 cao
nhét va o trong thoi gian 20 phit ¢ nhiét d6 40°C hodc & nhiét d6 khac, sau d6 do d6
hap thu & budc séng 235 nm bang cach st dung cuvet dung tich 0,5 ml c¢6 dudng dan
anh sang 1 cm trén mang di6t HP trong dung cu gift cuvet duoc kiém soat nhiét do co
su do lién tuc cua do hép thu & budc séng 235 nm. Dbi véi trang thai én dinh, sir dung

su ting tuyén tinh trong it nhit 200 gidy dé tinh tdc dd.

Dé tinh téc do xtic tac, sy ting 1én bing 5,2 Ayss trong mdi phiit trong tng véi
su tao thanh ctia 1 umol san phidm chua bdo hoa (Nasuna et al., J. Biol. Chem.

241:5298-5306, 1966, va Bartling et al., Microbiology, 141:873-881, 1995).
2. Thir nghiém Aga:

C6 thé do hoat tinh pectat lyaza bing cach cho dung dich thir nghiém vao cac 15
4 mm dugc duc trong dia aga (ching han nhu, vi duy, aga LB ), c6 chura natri
polygalacturonat 0,7% khéi Iuong/thé tich (Sigma P 1879). Sau d6 U cac dia trong thoi
gian 6 gity & nhiét do cu thé (ching han nhu, vi dy, 75°C). Sau dé ngam céc dia trong
(i) CaCl, IM trong thoi gian 0,5 gio hodc (ii) alkyl trimetylamoni Br hdn hop 1%
(MTAB, Sigma M-7635) trong thoi gian 1 gid. Ca hai quy trinh nay déu géy ra su két
tha cla polygalacturonat trong aga. Hoat tinh pectat lyaza c6 thé duoc phat hién boi su
xuét hién cta ving trong & trong nén cla polygalacturonat két ta. Do nhay cta thir
nghiém dugc hiéu chuin bing cach st dung dich pha lodng cua ché phdm tiéu chuén

cla pectat lyaza.
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Pectat lyaza-A dung trong cac vi du theo sang ché thé hién céc ving trong theo

thir nghiém aga néu trén, ma cé nghia la nd c6 hoat tinh pectat lyaza.

Vidu 2: Su lam sach sinh hoc trén vai dan béng cach str dung cac chét hoat dong bé

mat khac nhau

Vai dan: 36S (S thé hién s6 dém ctia soi dét dét thanh vai dan, s6 dém cang cao

thé hién chét luong vai cang cao)
Cét vai dan thanh 25 cm x 25 cm va cén.
Ty 1& chét long: 10:1
Quy trinh lam sach sinh hoc:

B sung 90 ml H,O vio éng Lab-O-Mat 200 ml va bd sung chét hoat dong bé
mat va enzym theo Bang 3, dua trén phép tinh vé khéi lugng vai that sy, dé c6 téng thé
tich vao khoang 100 ml, ma s& tao ra ty 1¢ dich 1ong so v&i vai bang 10:1 (thé tich/khdi
lugng, ml/g). Sau do, dat vai da dugce chuén bi vao dich l6ng phan Ung va tron. Khi két
thic budc néu trén, ¢ dinh tit ca cac dng vao Lab-O-Mat va dat quy trinh & 55°C
trong thdi gian 15 phut va sau d6 1a 80°C trong thoi gian 10 phut. Ngay khi két thuc
quy trinh trén, l4y tit ca cic 6ng ra va gili mdi mau & nuée chay & nhiét do 50°C trong
thoi gian 30 gidy. Cu thé 14, mdi mAu duoc gifi riéng r&. Sdy tit ca cdc mAu vai & nhiét
d6 105°C trong thoi gian 30 phut va sau d6 do thoi gian thdm w6t nhu da mé ta & trén.

Bang 3 cho thdy ring céc chat hoat dong bé mit ete khong ddng nhét IPE1305,
IPE1306, IPE1308 va IPE1312 c6 thé mang lai kha ning thdm w6t t6t va thoi gian
thAm wét nho hon 3 gidy. Nhu dbi v6i san phim thwong mai Leophen FR-M, ma
thuong dugc ding trén thi truong dé san xuét vai dét, thoi gian thAm wét cao hon 3
gidy. DGM, TGM, HGM va SAS ciing mang lai kha ning thdm uét rat t6t va thoi gian
thdm w6t ctia ching ciing t&t hon so v6i san phdm thuong mai Leophen FR-M. Ngoai

ra, IPE1312 két hop véi SAS60 ciing c6 thé tao ra kha ning thdm wot rat tht.

Bang 3 (d6 pH: 7,0)

Sd 1 2 3 4 5

Nguyén liéu
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Pectinaza-A 1,15 mg 1,15 mg 1,15 mg 1,15 mg 1,15 mg
protein /1 protein /1 protein /1 protein /1 protein /1
Chit hoat déng bé | IPE1305 IPE1306 IPE1308 IPE1312 Leophen FR-
mét M
1,5 g/l 1,5 g/l 1,5 g/l 1,5 g/l 1,5 g/
Két qua
Thoi gian tham 2,5 2 1,2 1,7 4
udt, (gidy)
So 6 7 8 9 10
Nguyén liéu
Pectinaza-A 1,15 mg 1,15 mg 1,15 mg 1,15 mg 1,15 mg
protein /1 protein /1 protein /1 protein /1 protein /1
Chat hoat dong bé | DGM TGM HGM SAS IPE1312:SAS
mit 3:1)
1,5 g/l 1,5/l 1,5 g/l 1,5 g/l Téng 1,5 g/l
Két qua
Thoi gian tham 1,9 <1 2,1 <1 <1
udt, (gidy)

Vi du 3: Sy lam sach sinh hoc trén vai dan béng pectinaza va chit hoat dong bé mat

Cat vai dan thanh 25 cm x 25 cm va cn. Ty 1¢ chét long: 10:1

Quy trinh lam sach sinh hoc: nhu trong vi du 2.

Dé nhan dang mdi quan hé giita pectinaza va chit hoat dong bé mit, ching toi

so sanh thoi gian thdm uét bang cach st dung pectinaza-A hodc chét hoat dong bé mit.

Tu Béang 4, ¢6 thé rit ra két luan ring khi chi sir dung viée xir Iy bing pectinaza-A

hogc chi xir ly bing chit hoat dong bé mit, ca hai thoi gian thAm uét déu 16n hon 20

gidy. Do d6, ca pectinaza va chét hoat dong bé mat ddu can thiét cho quy trinh lam

sach sinh hoc.
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Bang 4:

S6 1 2 3
Nguyén liéu
Pectinaza-A 1,15 mg protein /1 1,15 mg protein /1 /
Chat hoat dong bé mat IPE1312 / IPE1312

1,5 g/l / 1,5 g/l
Két qua

Thoi gian thim uét, 1,7 >180 20,5
gidy

Vi du 4: Xenlulaza lam ting hiéu suét kha ning thiAm w6t trén vai dan
Ciét vai dan thanh 25 cm x 25 cm va can. Ty 1é chét 1ong: 10:1
Quy trinh lam sach sinh hoc: nhu trong vi du 2.

Bang 5 (d6 pH: 7,0)

S 1 2

Nguyén li€u

Pectinaza-A 1,15 mg protein/l 1,15 mg protien/1

Xenlulaza-C / 2 mg protein /1

Chat hoat dong bé mat IPE1306 IPE1306
1,0 g/l 1,0 g/l
Két qua

Thoi gian thdm uét, 2,8 1,3

gidy

Trong nghién clru nay, chung t6i dé thir nghiém tic dung cua xenlulaza 1én su

lam sach sinh hoc. Két qua trén cho thdy ring néu bd sung xenlulaza trong quy trinh
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1am sach sinh hoc cliing véi pectinaza va chét hoat d6ng bé mat, kha ning thdm uét ¢6
thé duoc cai thién nhiéu. Do do, rut ra két ludn r::ing xenlulaza cé tac dung déy manh
d6i voi su cai thién kha ning thAm uét.

Vi du 5: Sy lam sach sinh hoc trén éng soi ¢6n b%mg pectinaza/xenlulaza va chét hoat

dong bé mat
Soi dét: 32 gidy/2 6ng soi con da chai. Ty 1€ chét long: 7:1
Quy trinh lam sach sinh hoc:

B sung 0,8 g/l chit hoat dong bé mit va 2,54 mg protein/l pectinaza va 1,35
mg protein/l xenlulaza vao mdy nhudém mau mau Gofront Cone. Xir Iy soi dét 15 phut
¢ nhi¢t do 55°C, sau d6 la 80°C trong thoi gian 10 phut, va sau d6 giil soi dét bang

cach str dung nudc lanh va théo can. Sau d6 s¢i dét san sang dé nhudém mau.

Bing cach so sanh, phuong phép théng thuong dé lam sach soi dét duge thuc
hién, trong d6 soi dét dugc 4 v6i X-NF 1,5 g/l va FMFD 1,5 g/l trong thoi gian 30 phit
& nhiét d§ 100°C, va sau d6 xir Iy bing cach gifi nong va giti lanh. T Bang 6, c6 thé
thdy rang (cic) kha niang hip thy sau khi lam sach sinh hoc bing pectinaza-A,
xenlulaza C va chit hoat dong bé mit 1a tét hon so véi (c4c) kha ning hap thu sau khi

lam sach bang quy trinh thong thuong.

Bang 6 (d6 pH: 7,4-7,6)

Phuong phap Quy trinh thong thudng Quy trinh 1am sach sinh hoc
Nguyén li€u
Pectinaza-A A / 2,54 mg protein/I
Xenlulaza-C / 1,35 mg protein /1
Chét hoat dong bé mat X-NF: 1,5 g/l IPE1310
| FMFD: 1,5 g/l 0,8 g/l

Két qua

Thoi gian tham udt, >180 giay 40-60 giay
(gidy)
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Vi du 6: Rii hd va lam sach két hop bing cach sir dung IPE1312 va quy trinh SAP trén
vai dét

Vai dét thd 100% coton: 20x16/128%60, cé nghia 1a s§ dém cua soi doc va soi
ngang la 20 va 16, va mét d6 cia s¢i doc va s¢i ngang 1a 128 va 60 (sé ¢ém cang 16n
tuong umg voi chit lugng vai cang cao). Vai dét thd cua hang Hebei Ningfang Group,

Trung Qudc.

Sy tiép nhan 4m (WPU): Sy tiép nhén 4m 1a ty 1& phan trdm dung dich don va
thuong duge bidu dién dudi dang ty 1¢ phan trim trén khéi lugng cta vai chua xu ly
kho.

Quy trinh trén vai dét:

Vai dét tho dung trong nghién ciru nay 1a 20x16/128x60 va 100% coton. Trude
tién, diéu ché 50 ml dung dich d6n c6 chira pectinaza, amylaza, xenlulaza va chét hoat
dong bé mat cia m3i mau vai nhu trong Bang 7 duéi ddy va sau d6 cho mét miéng vai
dét khoang 15 g (25 cm x 25 cm) vao trong cbc bése dung dich dn va ngdm tdm. Sy
tiép nhan am (WPU) bang 70%. Sau d6, luu gitt tit ca cac mAu vai & nhiét do trong
phong qua dém (16~20 gid). Khoang tir 16 dén 20 gior sau, giil tAt ca cac miu trong
ndm bé gidt theo thir tr. Nhiét d6 ctia ndm bé giat 1a 95°C. Sau khi i hd va 1am sach,
tdy tring tit ca cic méu nhu phuong phap thong thudng ngoai trir ting gip doi lidu
lugng H,O, tir 5 g/1 1én 10 g/1. Cong thirc pha ché duoc mé ta trong Bang 8. Cho tét ca
céc mau vai vao dung dich tdy tring (WPU:30%) va sau d6 hap hoi trong thoi gian 30
phtt trong budng hoi. Sau khi tiy tréng, gifi tit ca cac miu vai lai bang cach sir dung
bdn bé gidt bing nude & nhiét do 95°C. D& loai bo hoan toan chit hoat dong bé mit, xir
Iy mAu vai bing cach gidt bing tay & nhiét 6 50°C trong 10 1in va gifi trong Wascator
(Electrolux, Thuy S7) hai 1dn. Quy trinh giti Wascator 1a 50°C, 10 1 nuéc khir ion trong
thoi gian 5 phit, va sau d6 1 30°C, 10 1 nuée khir ion trong thoi gian 5 phut. Sdy vai &
nhiét d§ 105°C trong thdi gian 30 phut.

Béang 7 (d6 pH: 7,0):

Sd 1 2 3

Nguyén liéu
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Pectinaza-A 14,4 mg protein/I 14,4 mg protein/l 14,4 mg protein/l
Aquazym SD-L 5 g san pham 5 g san pham 5 g san pham
enzym/I enzym/| enzym/l
Xenlulaza-C 20mg protein/I 20 mg protein/I 20 mg protein/l
Chét hoat dong bé mit 80% IPE1312+ 80% OGM+20% F-OLB
20% SAP SAP
4 ¢/l 4 g/l 4 ¢/l
Gifi
Téy tring (xem bang 8)
Gitl
Sdy 105°C trong thoi gian 30 phit
Két qua
Thoi gian thAm uot, <1 <1 <1
(gidy)
Mao dan, (cm) 8,3 6,7 6,8
TEGEWA 6 6 5,5
Do tring CIE 63,14 62,04 62,39
Bang 8:

Cong thirc pha ché tiy tring

Héa chat Liéu luong, g/l
Peroxit (100%) 10
Prestogen® PL 10
Leophen FR-M 1
NaOH 2
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Céc tham sb khac

Do pH Khoang 10,5

Nghién ctru nay cho thdy ring 80% IPE1312 v&i 20% SAP mang lai gié tri mao
dan, d6 trang CIE, TEGEWA thich hop, ma phu hop véi kha ning ctia may nghién.
Trong khi dd, so véi Kieralon® Wash F-OLB Conc, kha ning thdm w6t ciia 80%
IPE1312 va 20% SAP 5t hon nhiéu.

Vi du 7: Rii hd va lam sach sinh hoc két hop
Quy trinh: giéng nhu quy trinh trong Vi du 6.

Bang 9 (d6 pH: 7,0)

86 1 2 3
Nguyén li¢u
Pectinaza-A / 14,4 mg protein/I 14,4 mg protein/I
Aquazym SD-L 5 g san pham 5 g san pham 5 g san phdm enzym/I
enzym/l enzym/l
Xenlulaza-C / / 33,3 mg protein/I
Chét hoat dong bé 70% IPE1312+ 70% IPE1312+30% | 70% IPE1312+30%
mét 30% SAP SAP SAP
5¢/l 5¢g/l 5 g/l
Giii
Tay tring
Giii

Say 105°C trong thoi gian 30 phut

Két qua

Thoi gian thim 2,5 <1 <1
udt, gidy
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Mao din, cm 3,7 5,95 6,95
TEGEWA 55 55 5,5
D6 tring CIE 60,66 63,31 62,89

Két qua trén cho thy ring amylaza chi mang lai gi4 tri mao din bang 3,7 cm va
thoi gian thdm w6t 16n hon 1 gidly. Néu pectinaza dugc bd sung vao dung dich tién xir
ly, gid tri mao din cai thién dang ké. Nhu trong nghién ciru vai dan (Vi du 4),

xenlulaza cfing c6 thé diy manh kha nang thdm uét trén vai dét.

Sang ché dugc mé ta va duge yéu ciu bao hd trong ban mé ta nay khong bi gidi
han trong pham vi clia céc khia canh cu thé dugc boc 16 & day, vi cac khia canh nay
chi nhim d minh hoa cho mot vai khia canh cla sang ché. Cac khia canh tuong
duong bét ky dugc dy dinh 14 ndm trong pham vi ctia sang ché. That vay, cac cai bién
khac nhau cta sang ché ngoai ra cac cai bién da dugc thé hién va da dugc mo ta trong
ban md ta ndy sé& trd nén rd rang dbi véi ngudi ¢ hidu biét trung binh trong linh vuc tr
phén mod ta trén day. Cac cai bién nay ciling dugc du dinh 1a thudc pham vi cta cac yéu
cau bao ho kém theo. Trong trudng hop c6 mau thudn, phin boc 16 c6 bao gdm céc

dinh nghia s& dugc 4p dung.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phém chura pectinaza va chét hoat dong bé mit ¢6 ciu truc héa hoc A va/hoidc
cht hoat dong bé mit c6 ciu trac hoa hoc B:

cAu trac héa hoc A:

R—(CHy)m—Y- (CH,CH,0),—H,

trong d6 Y 1a -CO-O- va R dugc chon tir nhém bao gdm —H, —-CH;, -CH,—
CHj;, -CH,—CH,—CHj3, va -CH—(CHj3),; hodc Y la —CH,— va R 18 -CH—(CH;),; 6 <m
<1l4val<n<lg;

cAu triic hoa hoc B: H;C-(CH,)+~C(SO3Na)H-(CH,).-CHj,

trong d6 f+ e =11-14,
2. Ché pham theo diém 1, trong d6 ché phdm nay chira pectinaza va chét hoat dong bé
mit c6 cAu tric hoa hoc A.
3. Ché phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 2, trong d6 R 1a -CH—(CH3;),
vaY la —CH,—.
4. Ché phim theo diém bét ky trong s céc diém tir 1 dén 3, trong d6 m bing 9.
5. Ché pham theo diém bat ky trong s6 céc diém tir 1 dén 4, trong d6 n bang 5, 6, 8, 10
hoac 12.
6. Ché phdm theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 5, trong dé pectinaza la
pectat lyaza; tt hon 1a pectat lyaza trung tinh; hodc t5t hon 1a trong d6 pectinaza chira
hodc bao gdm trinh tv axit amin c6 d6 twong ddng it nhét 1a khoang 60%, tét hon 13 d6
tuong dong it nhat 1a khoang 70%, t6t hon nita 1a d6 twong ddng it nhit 1a khoang
80%, tot hon nita 14 d§ twong dong it nhat 14 khoang 90%, t6t hon nita 14 do twong
dong it nht la khoang 95%, t6t hon nita 1a d tuong ddng it nhit 1a khoang 96%, tdt
hon nita la d tuong ddng it nhat 1a khoang 97%, t6t hon nita 1a d6 twong ddng it nht
1a khoang 98%, tot hon nita 12 d¢ twong dong it nhat 1a khoang 99%, va t&t nhit 1a do
tuong dong 1a 100% so v&i SEQ ID NO:1.
7. Ché phadm theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong d6 ché phim nay

con chira xenlulaza.
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8. Ché phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 ché phim nay
con chtra mot hodc nhiéu enzym dugc chon tir nhdm bao gém amylaza, lipaza,
mannanaza, xylanaza, proteaza, oxidaza, catalaza va cutinaza.

9. Phuong phép lam sach nguyén liéu xenluloza bao gdm budc xir ly nguyén li¢u
xenluloza bﬁng pectinaza va chét hoat dong bé mit co clu trac hoa hoc A va/hodc chat
hoat dong bé& mit c¢6 céu tric héa hoc B:

cAu truc héa hoc A: R—(CH3)—Y- (CH,CH,0),—H,

trong d6 Y 1a -CO-O- va R dugc chon tir nhom bao gém -H, —CH;, -CH,—
CHj3, -CH,;—CH;—CHj;, va -CH—(CHj3),; hodc Y 1a —CH,— va R 1a -CH—(CH3),; 6 <m
<14val<n<ls§;

céu tric héa hoc B: H3C-(CH,)+C(SO;Na)H-(CH,).-CHs,

trong d6 f+ e =11-14.
10. Phuong phap theo diém 9, trong d6 phwong phap ndy bao gém budc xir ly nguyén
liéu xenluloza béng pectinaza va chét hoat dong bé mit ¢d cAu tric héa hoc A.
11. Phuong phap theo diém bét ky trong sé cac didm tir 9 dén 10, trong dé pectinaza la
pectat lyaza; tot hon néu 14 pectat lyaza trung tinh.
12. Phuong phép theo diém bit ky trong sb cac diém tir 9 dén 11, trong d6 phuong
phap nay con bao gdm bude xir Iy nguyén liéu xenluloza bing mét hodc nhiéu enzym
dugc chon tir nhém bao gbébm xenlulaza, amylaza, lipaza, mannanaza, xylanaza,
proteaza, oxidaza, catalaza va cutinaza.
13. Phuong phap theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 9 dén 12, trong d6 nguyén li€u
xenluloza 14 vai dét, tt hon néu nguyén li€u xenluloza 1a soi, sgi dét, vai, hang may
mic; tdt hon nita néu nguyén li¢u xenluloza 1a vai bao gém vai dét, vai khong dét,
hodc vai dan.
14. Phuong phép xtr 1y vai dét, phwong phap nidy bao gém cac budc:

(a) rii ho vai dét bang amylaza;
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(b) lam sach vai dét béng pectinaza va chét hoat dong bé mit ¢6 cdu trac héa

hoc A va/hodc chit hoat dong bé mit ¢ cAu triic héa hoc B nhu dugc xéac dinh trong
diém 1.

15. Phuong phap theo diém 14, trong d6 xenlulaza duoc bd sung thém trudc, trong
hodc sau budce (a) hodc budce (b).
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DANH MUC TRINH TU

<110> Novozymes A/S

<120> CHE PHAM VA PHUONG PHAP XU LY VAI DET XENLULOZA

<130> 12794-WO-PCT[2]
<160> 2
<170> PatentIn phién ban 3.5

<210> 1

<211> 341
<212> PRT

<213> Bacillus licheniformis

<220>
<221> TIN HIEU
<222>  (1)..(27)

<400> 1

Met Lys Lys Leu Ile Ser Ile Ile

1 5

Gly Ser Leu Thr Ala Ala Val Ser

20

Ser Gly Lys Val Asn Pro Leu Ala

35 40

Ala Leu Asn Gly Gly Thr Thr Gly

50 55

Val Thr Thr Gly Asp Gln Leu Ile

65 70

Asn Thr Pro Leu Lys Ile Tyr Val

85

Thr Ser Ala Ser Lys Ile Asp Val

100

-38-

Phe

Ala

25

Asp

Gly

Ala

Asn

Lys
105

Val

Ala

Leu

Gly

60

Lys

Ile

Ser

Leu

Ser

Lys

45

Gln

Asn

Thr

Asn

Gly

Ala

30

Gly

Thr

Lys

Thr

Val
110

Val

15

Leu

Phe

Val

Asn

Ser

95

Ser

Val

Asn

Ala

Thr

Ala

80

Asn

Ile



Val

Trp

Ala

145

Ile

Asp

Thr

Gly

Asn

225

Glu

Ile

Glu

Tyr

Pro
305

Gly
Arg
130
Ser
Trp
Tyr
Phe
Ser
210
Trp
Gly
Asn
Asn
Trp

290

Thr

Ser

115

Ala

Gly

Val

Tyr

Ser

195

Ser

Phe

His

Ser

Ala

275

His

Thr

Gly

Asn

Asp

Asp

Asp

180

Trp

Asp

Glu

Ile

Arg

260

Lys

Val

Ser

Thr

Asn

Lys

His

165

Gly

Asn

Ser

Asn

Tyr

245

Met

Asp

Ser

Thr

Lys

Ile

Asp

150

Asn

Leu

Tyr

Asp

Leu

230

Asn

Gly

Pro

Asn

Thr
310

Gly

Ile

135

Ala

Glu

Phe

Val

Asn

215

Asn

Asn

Ala

Ile

Asn

295

Thr

24076

Glu Leu
120

Ile Arg

Ile Gly

Leu Tyr

Asp Val

185

His Asp
200

Tyr Asn

Ser Arg

Tyr Phe

Arg Ile

265

Val Ser
280

Lys Phe

Tyr Asn

-39-

Lys

Asn

Ile

His

170

Lys

Gly

Arg

Val

Asn

250

Arg

Trp

Val

Pro

Gly

Leu

Glu

155

Ser

Arg

Trp

Thr

Pro

235

Lys

Ile

Tyr

Asn

Pro
315

Ile

Lys

140

Gly

Leu

Asp

Lys

Ile

220

Ser

Ile

Glu

Ser

Ser

300

Tyr

Gly

125

Ile

Pro

Asn

Ala

Ser

205

Thr

Phe

Ile

Asn

Ser

285

Arg

Ser

Ile

His

Ser

Val

Glu

190

Met

Phe

Arg

Asp

Asn

270

Ser

Gly

Tyr

Lys

Glu

Lys

Asp

175

Tyr

Leu

His

Phe

Ser

255

Leu

Pro

Ser

Ser

Ile

Val

Asn

160

Lys

Ile

Met

His

Gly

240

Gly

Phe

Gly

Met

Leu
320
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Asp Asn Val Asp Asn Val Lys Ser Ile Val Lys Gln Asn Ala Gly Val

325

Gly Lys Ile Asn Pro

340
<210> 2
<211> 299
<212> PRT

<213> Thielavia terrestris

<220>
<221> BIEN THE
<222>  (1)..(299)

<220>

<221> TIN HIEU

<222> (1)..(21)

<400> 2

Met Arg Ser Thr Pro Val Leu
1 5

Leu Val Ala Ser Ala Ala Ser
20

Asp Cys Cys Lys Pro Ser Cys
35

Gln Pro Val Tyr Ala Cys Asp
50 55

Asn Val Gln Ser Gly Cys Asn
65 70

Gln Thr Pro Trp Ala Val Asn
85

Thr Ser Ile Ala Gly Gly Ser
100

Arg

Gly

Ala

40

Ala

Gly

Asp

Glu

Thr

Ser

25

Trp

Asn

Gly

Asn

Ser
105
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330

Thr

10

Gly

Pro

Phe

Ser

Leu

90

Ser

Leu

Gln

Gly

Gln

Ala

75

Ala

Trp

Ala

Ser

Lys

Arg

60

Tyr

Tyr

Cys

Ala

Thr

Ala

45

Leu

Ser

Gly

Cys

Ala

Arg

30

Ala

Ser

Cys

Phe

Ala
110

335

Leu
15

Tyr

Val

Asp

Ala

Ala
95

Cys

Pro

Trp

Ser

Phe

Asp

Ala

Tyr



Ala

Gln

Ala

145

Phe

Gln

Phe

Val

Asp

225

Gly

Pro

Gly

Gln

Leu

Ser

130

Met

Gly

Cys

Asp

Gln

210

Asp

Thr

Gly

Ile

Lys
290

Thr

115

Thr

Pro

Gly

Asp

Trp

195

Cys

Ser

Gly

Gly

Gly

275

Leu

Phe

Ser

Gly

Leu

Ser

180

Phe

Pro

Ser

Thr

Gly

260

Phe

Asn

Thr

Thr

Gly

Pro

165

Phe

Gln

Ala

Phe

Pro

245

Ser

Ser

Asp

Ser

Gly

Gly

150

Gly

Pro

Asn

Glu

Pro

230

Thr

Gly

Gly

Tyr

Gly

Gly

135

Val

Ala

Ala

Ala

Ile

215

Val

Ser

Cys

Cys

Tyr
295
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Pro Val
120

Asp Leu

Gly Ile

Gln Tyr

Pro Leu
185

Asp Asn
200

Val Ala

Phe Thr

Thr Ala

Thr Ser

265

Thr Thr
280

Ser Gln

-41-

Ala

Gly

Phe

Gly

170

Lys

Pro

Arg

Pro

Pro

250

Gln

Cys

Cys

Gly

Ser

Asn

155

Gly

Pro

Thr

Ser

Pro

235

Gly

Lys

Val

Leu

Lys

Asn

140

Gly

Ile

Gly

Phe

Gly

220

Ser

Ser

Trp

Ser

Thr

125

His

Cys

Ser

Cys

Thr

205

Cys

Gly

Gly

Ala

Gly
285

Met

Phe

Ser

Ser

Gln

190

Phe

Lys

Gly

Gln

Gln

270

Thr

Val

Asp

Ser

Arg

175

Trp

Gln

Arg

Asn

Thr

255

Cys

Thr

Val

Ile

Gln

160

Asp

Arg

Gln

Asn

Gly

240

Ser

Cys





