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Linh vie k§ thuit dwgc dé cip

Sang ché dé cap dén phuong phép san xuét san phim stra (vi du sita chua) bao
gdbm budc dua vao sita mot lugng hiru higu glycosidaza lién két v6i N vi/hodc

glycosidaza lién két véi O.
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Céc san pham sita chdng han nhu san pham s@ra 1én men (vi du sita chua) 1a da

dugc biét rd trong linh vuce k¥ thuat nay.

Nhu d3 biét trong linh vyc k§ thuat ndy — céc dic tinh ching han nhu do nhét va

do ran chéac ctia gel 1a cac dac tinh quan trong cia san pham sita lién quan.

No6i chung - khi st dung cung mdt thanh phé“m stra, néu co thé tao ra do nhét
va/hodc do rin chéc cua gel cao hon, thi cling c6 thé tao ra cing d6 nhét/dd rén chic cua
gel bang luong chét rin cua sita (hodc cc chit khac) it hon, do d6 tiét kiém dugc nguyén

liéu (hodc thu dugc hiéu suét cao hon).

Doi v6i cac sdn pham sita 1én men c6 ham lugng chat béo thap, nhu sita chua co
ham lugng chat béo thap, c6 thé kho thu dugc ket cau toi vu cia sdn phadm — ndi mot cach
chinh x&c hon thi van dé 1a kho thu duge do nhét két cau da cao & cac san phdm c¢6 ham

lugng chit béo thdp nhu vay.

Viéc bo sung protein, thudng 1a bot sitta gdy hodc protein trén co sd nudc sira
whey, c¢6 thé dugc xem nhu 1a mdt quy trinh chuan d€ cai thién két ciu & sira chua co

ham lugng chét béo thip. Tuy nhién, giai phap nhu vay c6 thé din dén chi phi cao va
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khong hoan todn phu hgp véi muc dich ¢6 duge san phdm c6 ham lugng chit béo

thip/lugng calo thip vi protein dua vao din dén lam tang tong sd ning lugng.

Dé cai thién két cdu — US2005/0095316A1 (doan [0005]) md ta viéc dua thém
vao chét dugc goi 13 tic nhén tao cAu triic (cht 1am dic, chét gel hod) ching han nhu tinh
bot, pectin hodc gelatin. Tuy nhién, nhu dé biét - vi du viéc c6 thém pectin hodc gelatin

trong san pham stta chua 1a khong dugc wu tién.

Trong vong vai nim gan ddy, mot k¥ thuét dugc goi 13 phuong phép nubi cdy tao
chu tric, dua trén viéc san xuét polysacarit (EPS: polysacarit ngoai bao) ngoai bao, di cai
thién r6 rét d0 nhaét cia san phém stta ¢c6 ham lugng chit béo thép nhu vay — chéng han
WO02007/095958A1 (Chr. Hansen A/S) dd cho biét ring chung Streptococcus
thermophilus téng hop nén EPS c6 thé 1am cho san phdm sita 1én men c6 két cAu “dic

quénh thanh day” hoic két ciu nhét mong mudn.

Do d6, c6 thé cho ring vin d& d6 nhét két cdu cua sira chua c6 ham lugng chét
béo thip dén nay dugc gidi quyét kha tdt bang cach sir dung phuong phap nudi ciy tao
EPC ching han.

Tuy nhién, nhu dugc md ta trong bai béo ciia A.N. Hassan va cac ddng tac gia (J.
Dairy Sci: 86:1632-1638; 2003) dic tinh dugc goi 1a d6 rén chic cia gel ¢6 thé giam di
mot cach déng ké khi ding phuong phap nudi cdy tao EPS nhu vay so véi khi dung
phuong phap nudi cdy khong tao EPS.

Do d6 — hién nay c6 thé néi ring vdi san pham sita chua c6 ham luong chét béo
thép thi vin @& d¢ nhét duge biét dén trudc diy v& co ban di dwoc giai quyét bing
phuong phép nuéi ciy tao EPS — tuy nhién, viéc ding phwong phap nuéi ciy EPS ndy c6

the "dat ra" mdt van d€ mdi lién quan dén su giam d6 ran chac cua gel.

Trong bai béo ctia A.N. Hassan va c4c dong tac gia trong phan tém tét c6 d& cap

dén modun nhét dan hdi thép hon — nhu ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vyc k¥
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thuat nay hiéu thi dic tinh modun nhét dan hdi nay c6 lién quan dén do rin chic cia gel
theo cach sao cho néu nhu mét san phidm ¢6 modun nhét dan hdi thip hon thi né sé& c6 do

rn chéc cia gel thip hon.

Fig 1 ctia bai bdo ndy thé hién ring Gng suét truot cua sita chua EPS 1a cao hon
nhiéu, do viy ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay giai thich hién

tugng ndy mot cach truc tiép 13 do nhét cao hon.

Nhu da néu trén - véi céc san pham sita néi chung ching han nhu san pham stta
1én men (vi du sita chua) — dac tinh dugc goi 1a d6 ran chac cia gel 1a mot dic tinh rat

quan trong. |

Chéng han, d¢ ran chac cta gel thap co thé gdy cam gidc khong mudn in san

pham sira nay.

Ngoai ra, n€u vi du sita chua c6 d9 ran chdc cta gel thap thi san pham s& lodng va

rat dé chdy — vi du trén thia hoac vi du trén bat.

Ngoai ra, néu sita chua c6 d¢ ran chac cua gel thap thi s& cd xu thé xay ra hién

tugng tach do co (xem phan dudi ddy) do su tach ciia nudc sita whey.

Nhu di biét trong linh vure k§ thuét ndy, enzym gy déng cuc sita, ching han nhu
proteaza chymosin (con dugc goi 13 rennin) dugc diing dé tao ra pho mat, trong qué trinh

do chymosin gdy dong tu va tao thanh cuc sita dong.

Nhu da biet, qua trinh san xuat pho mat bao gom ba budc, hodc giai doan, tat ca
cac giai doan nay la két qud cia vig¢c bd sung enzym gay dong cuc sita: 1) dong cuc (hoic
gel mém), dong déc, hodc lam ran chic dong cuc nay, va cudi cung 1a ddy nudc sira whey

ra, qué trinh sau nay con dugc goi 1a tach do co.
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R rang 1a — khi san xuét vi du sita chua, ngudi ta thudng khong mudn dé xay ra
hiéu tng tach do co nay — tlrc 1a qua trinh tach sita thanh sira dong ran va nudce sita whey

16ng.

Do d6, viéc st dung enzym gdy dong cuc sita nhu chymosin thuong khdng dugc

uu tién khi ngudi ta mudn san xuat sita chua.

US2005/0095317A1 (Danone) mo ta viéc su dung proteaza vdi hoat tinh kappa-

cazain phén trong qué trinh san xuét san pham sita Ién men ching han nhu sita chua.

Proteaza nay vi du c¢6 thé 1a chymosin — xem vi du [0028] ctia don yéu cau cip

patent My nay.

Céc proteaza (vi du chymosin) thuy phén cazain & trong sira — do d6 thoat qua
ngudi ta cho ring céc proteaza (vi du chymosin) ¢6 thé gay cho ra cho qué trinh san xut

stta chua hiéu ng tach do co khong mong muodn.

Tuy nhién, phan [0008] c6 giai thich ring, mot cach bit ngd va ngoai mong doi,
viéc st dung cac proteaza chéng han nhu chymosin “cai thién két clu, va dic biét 1 1am
ting do nhét cla sita chua va sita duge 1én men, ma khong gy ra sy tach do co 1a mét

hién tuong khong dugc phép xay ra & cac san pham sita dugc 1én men nay”.

US2005/0095316A1 (Danone) vé& co ban d& cip dén cing van @ k¥ thuit nhu
trong US2005/0095317A1 (Danone) dugc ban luan trén diy — tuy nhién, trong don yéu
cau cap patent My nay proteaza dugc ding dugc xac dinh 13 proteaza vi khuan (chymosin

13 tir b — trc 12 né khong phai 13 proteaza vi khuén).

US7560127B2 (DSM) mo ta viéc str dung enzym khir glycosyl déc biét trong san
xuét pho mat. Enzym khir glycosyl ndy dugc xé4c dinh 1a enzym c6 thé khir glycosyl
kappa cazain (-cazain) c¢6 mét trong sita. Nhu dugc ban luén sau déy — cazain la protein

v6i glycosyl hod kidu lién két véi O. Do d6, cac enzym khur glycosyl hoa dugce dé cap dén
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trong patent My ndy 13 cic enzym c6 thé khir glycosyl cac protein glycosyl ho4 lién két

v6i O ching han nhu kappa-cazain (kappa-cazain 12 glycoprotein kiéu lién két v6i O).
Patent M§ nay & cot 1, cAc dong 51-58, d3 bdc 10 nhu sau:

“D3 bt ngd phat hién ra rang viéc khir glycosyl -cazain s& din dén su dong cuc
vi n6 1a dudng gén véi -cazain mang dién tich 4m s& 1am dn dinh mixen cazain. Su déng
cuc clia sita theo cich ndy din dén quy trinh trong d6 phan 16n hon cua -cazain dugc gitt
lai trong pho mat va c6 thé thu dugc hiéu suét cao hon khi tin dung hoat tinh protein

phén cta chymosin.”

N6i tém lai, c6 thé néi ring patent US7560127B2 nay chi yéu mo ta rang vdi
qué trinh san xuét pho mat, ngudi ta ¢6 thé dat duge sy dong cuc can thiét bang cach sir
dung enzym khtr glycosyl c6 lién quan dén lién két O dugc d cép thay vi chymosin. Vi
patent M§ s& 7560127B2 nay d& cap dén phuong phép san xuit pho mét va diém 1 yéu
cau bao ho ciia patent ndy néu rang c6 thé san xuét pho mat ma khéong can ding proteaza
(ching han nhu chymosin) ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay s&
ngim hiéu ring viéc sir dung enzym khir glycosyl c6 lién quan dén lién két O phai din

dén luong tach do co dang ké.

Ciing cin phai thiy ring US7560127B2 d& cap dén phuong phép san xudt pho
mat, 12 qua trinh can phai c6 mét lugng tach do co dang k&. K&t qua 13 ngudi c6 hiéu biét
trung binh trong linh vuc k¥ thuét s& khong ngd ring phuong phap nay c6 thé duge ap
dung cho san phidm sita 1én men nhu 13 sita chua, ma trong d6 su tach do co thuong 1a

dieu rat khong mong muon.

Ngoai ra, US7560127B2 khong dé cép rd rang dén dic tinh do rin chic cua gel
¢6 lgi nhu dugc néu trong ban md ta ndy — tirc 12 c6 thé ndi 13 tai liéu nay chi dé cap 15
rang dén hidu tmg déng cuc/tach do co do viéc sir dung enzym khir glycosyl lién két v6i

O dugc mo ta thay vi chymosin.
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Bai bao cua E. Cases va cac dong tic gia (Journal of Food Science; Vol. 68, Nr.
8, 2003, c4c trang 2406-2410) mo ta qua trinh khir glycosyl ciia sita di axit héa bing
phuong phap héa hoc bing enzym khir glycosyl lién két véi O (neuraminidaza; EC
3.2.1.18).

Sita néu trong tai liéu ndy duoc axit héa bing phuong phap héa hoc bing hoa
chit GDL (xem trang 2407, phan “Acid milk coagulation”) — do d6, trong bai b4o cta E.
Cases va cac dong tac gia khong mo ta san phdm "sita dugc 1én men" dugc cdy bing cac

vi sinh vat thich hgp (vi du sita chua).

Bai bao cua E. Cases va cac ddng tac gia mo ta ring viéc sir dung enzym khir
glycosyl lién két véi O neuraminidaza (EC 3.2.1.18) cho d6 rén chéc cia gel cudi cing
cao hon cho sira duge xir 1y bang enzym va sita duoc axit héa bing phuong phap hoa

hoc.

O day can luu y 1a bai bao cia E. Cases va cac dong tac gia khong dé cap bat ky
dieu gi lién quan dén ndi dung md ta nay vé hiéu tmg tach do co cé thé c6 do viéc dung

enzym khir glycosyl lién két v6i O neuraminidaza (EC 3.2.1.18).

Trong bai bao ciia E. Cases va cic dong tac gia khong c6 bing ching lién quan
vé do tinh khiét ctia ché phdm enzym khir glycosyl lién két véi O neuraminidaza dugc sir
dung (EC 3.2.1.18).

Do d6 ¢6 thé cho rf'mg ché phém enzym dugc st dung cd thé d3 c6 hoat tinh
enzym proteaza lién quan va ring hoat tinh enzym proteaza niy c6 thé di gay ra hidu tng
ran chic ctia gel dugc md ta — nhu da néu trén, US2005/0095317A1 (Danone) md ta ring

viéc st dung proteaza cd thé cai thién do ran chac cua gel.

Tinh x4c ding ciia nghi ngd ndy con dugc khing dinh bang thuc té 13 Clostridium
perfringens, vi sinh vat ma tir 46 thu dugc neuraminidaza trong bai bao cua E. Cases va

cac ddng tac gia (xem phan Materials and M6t phuong phép) duogc biét 1a chira nhidu hon
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140 enzym protein phidn— xem vi du dir liéu peptidaza chinh thirc ctia Merops

(http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/speccards?sp=sp000283;type=peptidaza).

Khi khéng c6 thong tin v& do tinh khiét ciia ché phdm enzym dugc cung cép,
dudng nhu rat déng tin cdy cho rang ché phdm nay d khong duoc tinh ché d loai trir tit
ca cac enzym c6 hoat tinh protein phén lién quan, ma chinh nhimng enzym nay c6 thé c6
tac dong dén d6 rén chéc ciia gel duoc md ta trong bai bao cia E. Cases va cac dong tac

gia.

Nhu d3 biét trong linh vyc k§ thuat ndy — enzym khir glycosyl lién két véi O
neuraminidaza (EC 3.2.1.18) c6 thé con c6 hoat tinh glycosidaza lién két véi N nao dé.
Tuy nhién, bai béo E. Cases va c4c ddng tic gia duoc ban ludn trén day chi dd cap dén
hoat tinh glycosidaza lién két v6i O clia neuraminidaza (EC 3.2.1.18), con trong bai bao
ctia E. Cases va cic ddng tic gia chi ban luan dén hoat tinh enzym thich hop cuia

neuraminidaza.

EP1489135A1 c6 thé duge xem nhu 1a d& cap dén viéc st dung oleuropein dugc
khir glycosyl (thu nhan tir dich chiét 13 6liu) dé ting d6 rin chic cua gel cua nudc sita
whey dugc axit hoéa va sita chua. Beta-glycosidaza (beta-1,6-glucosidaza) va lactaza
trong tai liéu nay “don gian” 1a dugc ding dé khir glycosyl oleuropein — ttrc 14 c4c enzym
néu trong tai liéu ndy khong phai 1a thanh phan hoat tinh d& gia ting d6 rén chic cta gel
& trong stra/sita chua. Oleuropein khong phai 1a protein/peptit ¢ hoat tinh enzym. Beta-
glycosidaza khong phai 12 glycosidaza lién két véi N hodc O. Phuong phép theo sang ché
t6t hon 13 khong bao gdm viéc bd sung dich chiét 14 6liu dugc hoat héa (hodc cac dich

chiét khac) nhu dugc boc 10 trong EP1489135A1 vao co chét sita dong vat.
Ban chit k¥ thuit ciia sang ché

C6 thé xem van d& ma sang ché nhdm giai quyét 13 viéc dua ra mot phuong phéap

moi d€ cai thién/ting do ran chdc cda gel cla san pham sira thich hop — vi du san pham
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sita 1én men nhu 1a sira chua — dic biét 1a sdn pham sita 1én men c6 ham lugng chat béo

thip nhu sita chua c6 ham lugng chét béo thép.

Ngodi ra — t6t hon 13 phuong phép méi nay phai khong c6 tac dong khong cé loi

dén d6 nhdt cia san pham.

Gidi phap dugc céc tic gia sang ché tim ra 13 sir dung enzym khir glycosyl (tirc 12
glycosidaza) gitip san xuét ra san pham sita (vi du sita chua) ¢4 su ting/cai thién dang ké
dd rén chic cua gel. Ngoai ra, cac tadc gid cla sang ché d3 nhén ra viée st dung céac
glycosidaza thich hgp néu trong ban md ta ndy cé thé duoc thuc hién theo cach thirc sao
cho khong cé hi¢u g téch. do co dang ké. Nhu da néu trén, viéc khong c6 hiéu ung tach
do co dang ké 1a mot wu diém 16n vi dy trong qué trinh san xuét san phim sfta 1én men
ching han nhu sita chua. Cu thé 13, lién quan dén viéc st dung glycosidaza lién két véi O,
cAc tac gia sang ché bt ngd phét hién ra ring c6 thé st dung glycosidaza nady ma khong
c6 hiéu tmg tach do co dang ké. Céc tac gia clia sang ché ciing di nhan thy ring viéc sir

dung enzym khtr glycosyl khong c6 dnh hudng khong tét ¢én d6 nhét ciia san phdm.

Vi du thyc hién 4 néu trong ban md ti ndy dd cho thdy ring viéc sir dung
glycosidaza PNGaza-F cho sita chua c6 ham lugng cht béo thdp véi d6 rén chic cua gel
dugc ting 1én/cai thién dang ké ma khong c6 anh hudng khong tdt dén do nhét cua sita

chua c6 ham lugng chét béo thip.

Nhu duge md ta trong vi dy thyc hién 1 néu trong ban mo ta ndy — ché phdm
enzym glycosidaza dugc dung trong cac vi du thuc hién trong ban md ta nay dugc phan
tich va dugc nhén thdy 14 khong c6 tap chat — tirc 12 khong c6 cac tap chit ching han nhu

hoat tinh enzym proteaza.

O day can luu y 13 PNGaza-F 13 glycosidaza hoat dong trén “glycan lién két véi
N” — trc 12 khir glycosyl glycoprotein lién két véi N.
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Nhu d4 néu trén — cazain 13 glycoprotein chira glycan lién két véi O va do d6
PNGaza-F nhu vay khong khir glycosyl cazain — do d6, 1y do ma do d6 PNGaza-F cho
két qua 1 do ran chic tét ctia gel nhu néu trong ban mé ta nay khong thé 13 do co ché lién
quan dén khtr glycosyl cazain nhu vi du dugc ban luén trong US7560127B2 (xem phén

néu trén).

N6i tém lai va khong chi giéi han & 1y thuyét nao — thuc t& ma cac tic gia cua
sang ché da chimg to rang glycosidaza lién két vi N nhu PNGaza-F hoat dong theo sang
ché (trc 13 cai thién d6 rén chic cua gel) ching to réng co ché co ban cho viée dat duge
néu trong ban md ta nay do rén chic ciia gel dugc cai thién mot cach phu hop 1a hoan
toan khac véi co ché trén co s¢ “khur glycosyl cta cazain” dugce néu trong US7560127B2
lién quan dén viéc sir dung glycosidaza lién két v&i O nhu 12 chét thay thé cho chymosin

trong qua trinh didu ché pho mét (xem phin néu trén).

Theo céch khac ¢ thé néi ring phat hién ring glycosidaza lién két véi N nhu
PNGaza-F c¢6 tic dung theo sang ché (tirc 13 cai thién d6 rin chic cua gel) ¢ thd dugc
xem 14 rit bat ngdy dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat khi tham

khao cac tai lidu di biét ching han nhu US7560127B2.

Khoéng chi giéi han & 1y thuyét ndo — mot giai thich ¢6 thé c6 cho viée sir dung
glycosidaza nhu viy ma c6 thé mang lai d6 rén chic cua gel dugc cai thién phu hop néu
trong ban mo ta do 1a glycosidaza loai bo glycan ra khoéi protein cazain nudc sita whey

khong lién quan.

Ching han, glycosidaza lién két véi N nhu PNGaza-F c6 thé loai N-glycan ra
khoi mét phan glycoprotein nudc sira whey ching han nhu a-lactalbumin ma duoc biét 13
duge glycosyl hoa & N. Protein nudc sita whey & mot mirc dd ndo d6 con c6 thé gin két

v6i mang ludi protein, lam xuat hién déc tinh ran chac cua gel.

-10-
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Viéc loai glycan ky nuéc va cac thay ddi dién tich gdy ra do phan tng khir amin
c6 thé tao thuén loi cho sy tao thanh mang ludi protein cing hon va do dé c6 thé dat

dugc su cai thién ve d0 ran chac cua gel.

Khéng chi gii han & 1y thuyét ndo - tin rang mot sb glycoprotein nudc sita whey

lién quan néu trong ban mo td ndy con chira glycan lién két véi O.

Do do, cac tac gia cua sang che thir nghiém xem liéu néu glycosidaza lién két voi

'O ciing c6 thé cho d6 ran chéc ctia gel dwoc cai thién phi hop theo sang ché.

O vi du thuc hién 5 néu trong badn mo ta ndy da chimg to dugc réng viéc st dung
glycosidaza lién két véi O nhu GaINAC ciing c¢6 thé mang lai do rin chic cua gel dugc

cai thién phu hop theo séng ché.

Xét trén quan niém ly thuyét — ngudi ta tin rang vu diém phu hop & day cua viéc
ding glycosidaza lién két v6i N nhu PNGaza-F s& 13 gi6i han (hodc khong cd) hi¢u ung

tach do co khdng mong muon vi du lién quan dén qua trinh san xuat san phiam sita chua.

Mot Iy do cho quan niém ly thuyét nay dé 1a glycosidaza lién két vé6i N nhu
PNGaza-F khong tic dong lén cazain va nhu dugc ban ludn trong vi du US7560127B2,
ddi v6i qué trinh san xuit pho mat, ta c6 thé c¢6 duoc su dong cuc yéu cau (su tach do co)
bang cach sir dung cac enzym khir glycosyl c6 lién quan dén lién két O (dé khir glycosyl

cazain) thay vi chymosin.

Trong vi du thuc hi¢én 4 néu trong ban mod ta nay dd ching td dugce réng
~ glycosidaza lién két v6i N PNGaza-F khong gdy ra hiéu tng tach do co khéng mong

muodn néu & day trong qua trinh san xuat sita chua.

Cac tac gia cua sang ché thir nghiém hi¢u g tach do co khéng mong mudn &

day lién quan dén vi du san xut sita chua cho glycosidaza lién két véi O nhu GaINAC.

-11-
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Nhu dugc thé hién & vi du thuc hién 6 & day — c6 thé néi didu bét ngd véi cac tac
gid clia séng ché — 13 khong c6 hiéu tng tach do co khong mong mudn & day lién quan
dén san xudt sita chua khi glycosidaza lién két véi O GaINAC dugce dung cho qué trinh

san xuat sita chua.

Vi du thyc hién 7 & day di ching to dugc rang viée sir dung glycosidaza (& day
12 PNGaza-F) tao ra do rin chéic cia gel duoc cai thién mot cach phu hgp & ca sita 1én

men dung vi khuén axit lactic (LAB) va sira duoc axit héa bing phuong phép hoé hoc.

Khong bi gi6i han & ly thuyét ndo, didu nay goi y 13 tic dong cta glycosidaza dén
do rn chic ctia gel 13 tac dong vét 1y (tirc 13 khir glycosyl cua protein nudce sita whey nhu
d3 néu trén) - chir khong phai 12 tic dong sinh 1y (ttc 1a tic dong, trong d6 glycosidaza vé
co ban chi anh hudéng dén mét yéu t6 nao déy lién quan dén chirc ning cia LAB ching

han).

Trong cac vi du thyc hién dugc ban luédn trén ddy, st dung 1a stta duoc xu ly
bang nhiét — tirc 12 enzym glycosidaza dugc cho vao sita sau qua trinh xu Iy bang nhiét

thich hop.

Khong chi giéi han & Iy thuyét ndo - glycosidaza nhu vi du PNGaza-F cling phai
¢4 tac dung (tirc 1a cho sy cai thién d¢ rin chic clia gel thich hop & day) khi dugc cho vao
sita thd (tie 12 stra khong dugc xir Iy bang nhiét) sau d6 méi xir Iy bing nhiét phu hop &

day.

Do d6, khia canh thr nhit clia sang ché dé cap dén phuong phép san xuét san

pham sira bao gom budc sau:

(i): cho glycosidaza lién két véi N va/hoic glycosidaza lién két v6i O vao co chit

sita; va
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(i) tuy y axit hoa (vi du 1én men) co chét sira nay, va/hodc tuy y thuc hién cac
bude thich hop dé thu duoc san pham sira, trong d6 (cac) buéc thich hop nay duoc thuc
hién trong diéu kién, trong d6 mot lugng hiru hi€u glycosidaza co6 tac dung - do sy ¢6 mit

cua no - lam tang 4o ran chac cua gel cho sdn pham sita d3 qua xir ly.

Co chat sira nay co thé dugce chon tir nhém bao gom sita tir ddng vat (ching han
nhu bo, clru, dong vt céi, dé, trau hodc lac da) va sira c6 nguon goc thuc vt (chang han

nhu sita ddu nanh, stta soi, sita gao, stta hanh nhan).

Mot phuong 4n cia khia canh thir nhit d& cap dén phuong phap san xult san

pham sfra da qua xtr ly tir sfta ddng vat bao gom céac budc sau:

(i): cho mdt lugng hiru hiéu vao glycosidaza lién két véi N vi/hoic glycosidaza

lién két v&i O vao co chat sita dong vat; va

(ii): thuc hién c4c bude thich hop dé thu dugc san phim sira di qua xtr Iy tir stra
dong vat, trong d6 (cac) budc thich hgp dugce thuc hién trong didu kién, trong d6 mot
lugng hitu hiéu glycosidaza c6 tac dung - do sur ¢6 mit ctia n6 - 1am ting d0 rén chic cia

gel cho san phém stta da qua x1r ly;

v6i diéu kién 13 néu glycosidaza chi 13 glycosidaza lién két véi O (ching han nhu
a-galactosidaza, N-axetyl-galactosaminidaza [GaINAC] va neuraminidaza) cé kha nang
thuc hién qua trinh khir glycosyl -cazain c6 mit trong sita thi san phim sita d qua xtr ly
tir stta dong vat 13 san phdm sita 1én men dugc cdy bing cac vi sinh vat thich hop (san
phdm sita 1én men khong phai 13 san phdm pho mét ¢4 loai ra mot lugng dang ké huyét
thanh sfra).

Thuét nglr “mdt Iuong hitu hi¢u glycosidaza cho - do su c¢6 mét cta nd - sy ting
do ran chéc cua gel cho san pham sita dd qua xir ly” ¢ budc (ii) cua khia canh thir nhat
con c6 the 1a thudt ngft “mot lugng hitu hiéu glycosidaza tao ra - do sy ¢ mit ciia né - su

céi thién d¢ rdn chac cta gel cho san pham sita da qua xur Iy”.
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Thuét ngir “thuc hién cac budc thich hop dé thu dugc san phém s{ta” cua budc
(ii) s& phai dugc hiéu 13 cac budc thich hop phi hop dé tao ra san phim sita quan tAm (vi

du sfra chua).

R rang 12 ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vire k¥ thuat ndy hiéu biét mot
cach 18 rang 13 c4c budc thich hgp nhu viy — ma ching han lién quan dén san xuét sita

chua bao gdm viéc cdy bang nudi cdy vi khuin axit lactic (LAB) thich hop.

Viéc do d9 ran chdc cta gel cta san pham sita quan tdm (vi du sfta chua) 14 cong

viéc théng thudng dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay.

Vi du thyc hién 2 néu trong ban md ta nay dua ra phuong phép chuin thich hop
dé do do ran chéc cta gel cia san phdm sita quan tAm — t8t hon 13 d6 rén chic coa gel pha

hop dugc do & day theo phuong phép cia vi du 2 nay.

Bai bdo AN. Hassan va cac ddng tac gia (J. Dairy Sci: 86:1632-1638; 2003)
duge ban luan trén day ciing mé ta phuong phap chudn thich hop dé do d6 rén chic cua

gel.

Xem vi du phin phin chét liéu va phuong phép ciia bai béo nay, theo dé6 modun
dan hdi va modun nhét dan hdi duge xé4c dinh — nhu ¢6 thé duge nhan biét trong vi du 2
néu trong ban md ta nay, cac thong sé modun dan hdi va modun nhét dan hdi duge st
dung dé x4c dinh d6 rin chic cta gel va tir d6 ngudi ta c6 thé tuy y thu nhan médun dugce

goi 1a modun phurc hgp, nhu duge mé ta trong vi du 2 néu trong ban mé ta nay.

Vi véi nguoi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay d& dang do do
rin chic cta gel cia san phdm sita quan tdm — nén t4t nhién ciing 13 d& dang dbi voi
ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thudt nay xac dinh yéu ciu cua budc (ii)

trong phuong phap thudc khia canh thir nhét lién quan dén néu:
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“mat lugng hiru hiéu glycosidaza tao ra - do su ¢c6 mét ctia n6 - su cai thién do

ran chdc cua gel cho san pham sira nay”.

Dé x4c dinh yéu ciu niy — ngudi c¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat
nay s& don gian thyc hién “(c4c) budc thich hop dé thu dugc san phim sita” cia bude (ii)
khi c6 va khong c6 mit mot Iuong hitu hiéu glycosidaza — va khi d6 xac dinh hiéu Gng
rén chic cia gel phu hop néu trong ban mod ta nay cta su ¢ mat ciia mot lugng bd sung

glycosidaza.

Néu d6 ran chic cua gel dugc cai thién/ting 1én thi d& c6 bd sung mot luong hitu
higu glycosidaza vao co chét sita nay theo budc (i) cta khia canh tht nhat va (cac) budc
thich hgp ctia bude (ii) cling d duogc thuc hién trong diéu kién, trong d6 'mc}t lugng hitu
hiéu glycosidaza tao ra - do sy c6 mit ctia n - sy cai thién d6 rén chéc cua gel cho san

phim sira d3 qua xir ly.

Nhu di biét d6i véi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay —
c4c phuong phép khéc nhau dé do d9 rin chic cta gel c6 thé cho cic két qua khac nhau
vé gia tri tuyét déi. Tuy nhién, lién quan dén viée do luong su cai thién d6 rin chic cua
gel nhu duge ban luan trong ban mé ta ndy vé co ban 1a do su cai thién tuong dbi cua do
rin chic ctia gel — trc 13 sy cai thién khi c6 va khong c6 mat mot lugng hitu hicu

glycosidaza.

Theo nhu hiéu biét cia ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay
— phuong phap do d6 rin chic cua gel nhu vi du duge mé ta trong vi du thuc hién 2 néu
trong ban md ta ndy va bai bdo A.N. Hassan va cac ddng tic gia s& (trong pham vi khong
chic chén sai sb tuong d6i nho) cho cling mét két qua twong dbi — tirc 1a mot cach doc lép
v&i phuong phép do ludng cu thé duge ding khi ta mudn dat dugc ciing mot két qua lién

quan dén su cai thién tuong doi ciia do ran chéic cua gel.

Diéu kién cta phuong phap cta khia canh thir nhét c6 thé duge xem nhu 12 loai

trur lién quan dén US7560127B2 dugc ban luan trén day va bai bao cua E. Cases va cac

-15-



24622

ddng tac gia duge ban luan trén day (Journal of Food Science; Vol. 68, Nr. 8, 2003, c4c
trang 2406-2410).

Nhu dd néu trén - trong bai bdo cta E. Cases va cac dong tac gia khong mé ta san

phim "sita dugc 1én men" dugc cdy bang vi sinh vét thich hop (vi du sita chua).

Nhu d3 néu trén - US7560127B2 khong dé cap bét ky diéu gi 13 rang vé dic tinh
d6 ran chéc cta gel phi hgp néu trong ban mé ta nay — tirc 13 ta c6 thé néi ring bai béo
nay chi d& cap dn hiéu tmg déng cuc/tach do co quy cho viée si dung enzym khu

glycosyl lién két véi O duoc mé ta thay vi chymosin.

Tuy nhién, c6 thé néi ring trong US7560127B2 bang c4ch dwa thém enzym khtr
glycosyl lién két v&i O duoc mé ta vao co chét sira trong qué trinh san xuit san pham sita
pho mat — vé mit 1y thuyét 4m chi rang d3 bd sung mot lugng hiru hiéu glycosidaza co

thé dua ra d6 rin chic cia gel dugc cai thién mot cach phi hop trong do.

Diéu kién nay dé cap dén tinh thé, trong d6 glycosidaza 13 glycosidaza lién két
v6i O duy nhit — US7560127B2 khong md ta bit ky didu gi lién quan dén st dung
glycosidaza lién két véi N & day — do d6, néu mot luong hitu hiéu cia glycosidaza (ttc 1a
bao ham mét hoic nhiéu glycosidaza) duge cho vao trong budc (i) cia khia canh thir nhét
s& 1a vi du hdn hop ctia glycosidaza lién két v6i N va glycosidaza 1ién két véi O thi d6 sé
khong phai 13 trudng hop, trong d6 glycosidaza nay 13 glycosidaza lién két véi O duy
nhat.

Trong ndi dung md ta ndy — ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét
nay c6 thé nhan dién mot cach thong thudng néu mot san phém sita 13 san phdm pho mat
nhu dugc md ta trong US7560127B2 hogc san phim sita thich hgp khac dugc néu trong

ban mo ta nay chiang han nhu san pham sita 1én men nhu vi du sita chua.

Céc dinh nghia
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Thuat ngir “glycan” ding dé chi polysacarit hodc oligosacarit. C4c glycan c6 thé
14 polyme ddng nhit hoic di polyme ciia cic gbc monosacarit, va c¢6 thé ¢6 mach théng
hozc mach nhanh. Glycan ciing c¢6 thé dugc ding dé chi phin cacbohydrat cua lién hop
glyco, ching han nhur glycoprotein, glycolipid, hodc proteoglycan.

1

Thuét ngit “glycoprotein” 1a cic protein cd chira mach oligosacarit (glycan) duoc
gn ddng hod tri véi mach bén ctia polypeptit. Cacbohydrat ndy duoc gén véi protein & vi

tri cai bien dong dich ma hodc hiu dich mai.

Thuét nglr “glycosidaza” (con dugc goi 1a glycosit hydrolaza) ding d chi enzym
xuc tAc sy thuy phan cta mdi lién két/két ndi glycosit - lién két glycosit 1a dang lién két
ddng ho4 trj két ndi phan tir cacbohydrat (dudng) v6i mot nhém khac, ma c6 thé 13 hoic
c6 thé khong phai 13 cacbohydrat khac. Glycosidaza ma khtr glycosyl mot phin hoic
hoan toan glycan lién két v&i N c6 thé duge goi 13 trong ban mé ta nay 14 glycosidaza lién
két v&i N. Tuong tu, glycosidaza khir glycosyl mot phin hodc hoan toan glycan lién két

v6i O trong ban mo ta nay c6 thé duge goi 1a glycosidaza lién két véi O.

Thuét ngit glycosidaza lién két voi N 1a mot thuét nglt dugc xac dinh 10 trong
linh vyc k¥ thudt ndy va ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt ndy biét

lidu glycosidaza quan tdm dc biét 1a glycosidaza lién két v6i N hoic 12 khong.

Tuong tu, thuét ngit glycosidaza lién két v&i O 1a mot thuat ngit duge x4c dinh o
trong linh vyc k§ thuit ndy va ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay
biét rang liéu mot glycosidaza quan tdm dic biét 14 glycosidaza lién két véi O hodc 1a

khong.
Glycosidaza trong ban m6 td nay con cé thé duogc goi 13 enzym khir glycosyl.

Thuat ngft “qué trinh glycosyl hod” 12 qua trinh enzym gén glycan véi proteins,

lipit, hodc céc phan tir hitu c6 khac.
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Thuat ngit “glycan lién két véi N ding dé chi glycan gén véi nito ciia cdc mach

bén asparagin hodc arginin binh thuong.

' Thuét nglr “glycan lién két véi O” ding @& chi glycan gén véi nguyén tir OXy cua
hydroxy cua cac mach bén cua serin, threonin, tyrosin, hydroxylysin binh thudng, hoic

hydroxyprolin, hodc v&i oxygens trén lipit ching han nhu ceramit.

Thuat ngir "vi khuén axit lactic" ding d& chi vi khudn gam duong, ua it oxy hodc
yém khi, 1én men cic dudng va san sinh ra cAc axit bao gdm axit lactic nhu 13 thanh phén
axit dugc tao ra chinh, axit axetic va axit. Vi khuan axit lactic hiru ich nhét trong cdng
nghiép dugc tim thdy trong bd “Lactobacillales” bao gdm Lactococcus spp.,
Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Pseudoleuconostoc spp.,
Pediococcus spp., Brevibacterium spp., Enterococcus spp. va Propionibacterium spp.
Ngoai ra, vi khudn tao axit lactic thudc vao nhém vi khudn yém khi nghiém ngit,
bifidobacteria, tirc 12 Bifidobacterium spp., thuong dugc bao gém trong nhém vi khudn
axit lactic. Cac vi khuan ndy thudong duoc dung 1am nudi ciy trong thuc phim don 1&

hoic phdi hop véi vi khuén axit lactic khéc.

Thuat ngft “co chét sita” ¢6 thé 1a chit lidu sita tho va/hodc dugc xit 1y bat ky ma
c6 thé cho xir ly bing enzym (va c6 thé 1 1én men) theo phuong phép ctia sang ché. Do
do, cac co chét sita bao gdm, nhung khong chi gi6i han &, dung dich/huyén phu cua sita
hodc san phdm gidng nhu sita bt ky chira protein, ching han nhu sita nguyén kem hodc
stta ¢6 ham lugng chit béo thip, sira gly, nuée sita buttermilk (nudc sira con lai sau khi
tach bo), bot sita hoan nguyén, sita dic, sita sa”iy khd, nudc sira whey, nudc sita whey
permeat, lactoza, nudc ci tir qua trinh két tinh lactoza, dich dic protein tir nudc sira
whey, ho#ic cream. T4t nhién, co chit sita nay c6 thé c6 ngudn gdc tir ngudn dong vt (cb
vid) hodc khong phdi c¢6 ngudn gbc dong vat bat ky, vi du 13 sita vé co ban 13 tinh khiét,
hoic bot sita hoan nguyén. Tt hon 13, it nhat mot phin protein trong co chét sita nay la
proteins cO trong tu nhién cua sira, chéng han nhu cazain hodc protein nudc sita whey.

Tuy nhién, mot phan ctia protein ndy c6 thé 13 protein khong xuat hién trong tu nhién &
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stra. Trudc khi 1€n men, co chat sita ndy cé thé dugc lam ddng nhat hod va duoc thanh

tring theo céc phuong phap di biét trong linh vuc k¥ thuét nay.

Thuét ngit “stta" dugc hiéu 13 sy tiét sira thu duoc béng cach léy stra tir dong vat
c6 v bt ky, chéng han nhu bo, ctru, déng vat céi, dé, trau hodc lac da. Theo mot phuong
an duge wu tién, sita ndy 12 sita bd. Thuét ngit sita cling bao gdm “sita” c6 ngudn gdc
khong phai 6 tir dong vat hogc c6 ngudn gbe thuc vat (vi du tir rau hodc ngudn ngii cbe),
chéng han nhu sira d4u nanh, sita sdi, stta gao, sita hanh nhan. Céc ngudn khac 1a bong,
lua my, malt, ngd, khoai tdy, d4u, d4u lupin, va laa mién. Tuy y stta nay dugc axit hda, vi
du bang cach bd sung axit (ching han nhu axit xitric, axetic hodc axit lactic), hodc duoc
phéi tron, vi du v&i nude. Sita ndy c6 thé 13 sira thd hodc duogc xur 1y, Vi' du béng cach loc,
tiét trung, thanh tring, 1am ddng nhat hod etc, hodc c6 thé 1a sita sy khd dugc hoan
nguyén. Mot vi du quan trong cla “sita bd” theo sang ché 13 sira bd dugc thanh tring.
Can hiéu ring sita ndy c6 thé 1a dugc axit hoa, xir ly bing glycosidaza, dugc phéi trén

hodc duge xtr 1y trudce khi, trong va/hoic sau khi cdy bing vi khuan.

Trong ndi dung md ta ndy, thuit ngit san phdm sita di qua xr Iy 1a san phim
dugc tao ra bing cach xir Iy co chit sita bing glucosidaza lién két v6i N hoic O, tuy y
san phdm ndy con duge 1én men hodc dugc axit héa. Thuat ngit ndy bao gbm san phim
stta 1én men (ma c6 thé 13 san phdm dang ubng, dang khudy tron hodc déng rén) va pho

mat.

“Lam ddng nhét hod” nhu dugc st dung trong ban mo ta nay dung dé chi viée
khudy trén manh dé thu duoc huyén ph hodc nhi tuong hoa tan. Néu qué trinh 1am ddng
nhét hoa dugc thyc hién truée 1én men, thi qua trinh ndy c6 thd dugc thuc hién dé pha v&
chét béo trong sira thanh kich ¢& nho hon sao cho né khong con bi tach biét ra khdi sira.

Diéu nay c6 thé dugc thuc hién day sita nay & ap suat cao qua céc 16 nho.

-19-



24622

“Lén men” trong phuong phép theo sang ché ding dé chi viéc chuyén hoa cac
cacbohydrat thanh rugu ho#ic axit nhd téc dong cua vi sinh vat. Tt hon néu qua trinh 1én

men trong phuong phép theo sang ché bao gdm viéc chuyén ho4 lactoza thanh axit lactic.

Vi khudn axit lactic, bao g6m ca vi khudn thudc loai Lactobacillus sp. va
Streptococcus thefmophilus, thudng dugc cung cip cho nganh cdng nghiep sita hodc dudi
dang nudi céy duoc 1am déng lanh hoic duoc 13m dong khd dé nhan giéng khéi ban dau
hozc nhu duogc goi 12 nudi cdy "dua truc tiép bao hii Direct Vat Set" (DVS), duoc du dinh
dé cAy truc tiép vao thung hoic hil 1én men dé san xut san phim sita d3 qua xt ly, ching
han nhu san phdm sita 1én men. N6i chung cdc nudi cdy nhu viy dugc goi 1a “nubi cly

giong ban dau” hodc “nudi cay men khoi dong”.

Tuy ¥, co chét sita duge 1én men ndy cé thé duoc dua di xir Iy bing nhiét dé 1am

bét hoat vi sinh vit.

Qua trinh 1én men s& dugc sir dung trong san xuét san phim sita 1én men la da
duge biét rd va chuyén gia trong linh vyuc k§ thudt nay s& biét cach thirc 1am sao dé lya
chon duoc cac didu kién quy trinh thich hgp, chéng han nhu nhiét dg, oxy, luong va dic
tinh cta vi sinh vat va thoi gian xir ly. T4t nhién 13, didu kién 1én men dugc lya chon dé

trg gitip cho viéc hoan thanh sang ché, tic 12 dé thu dugc san phim sita 1én men.

Trong nodi dung mo ta ndy, viéc mudi ciy men khai dong sita chua tét hon 12 nudi
cdy vi khuén bao gdm it nhit mét ching Lactobacillus, vi du ching Lactobacillus
bulgaricus, va it nhit mot ching Streptococcus thermophilus. Theo nhu diéu néi sau day,
sita chua 13 san phim sita 1én men thu dugc bing cach cdy va 1én men sita bing ching

Lactobacillus strain va ching Streptococcus thermophilus.

Thuét nglt “xtc dugc biang thia” can phai dugc hidu 13 s& duge an bing thia.
Thuét ngit “san phim sita xtic duge bang thia” bao gdm san phdm duoc khudy. Thujt ngix
"sin phdm dang dugc khudy" cu thé ding dé chi san phim sira 1én men ma khi bi xt ly

co hoc sau khi 1én men, ddn dn su pha hity va 1éng hoa khéi dong tu dugc tao ra trong
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giai doan 1én men. Xt ly co hoc ndy thuong thu dugc nhung khong chi gidi han thu duoc
bang cach khudy, bom, loc hogic 1am ddng nhat hoé gel, hoic bang cach phdi trén né véi

céc thanh phan khac.

Thuét ngr “san pham dang 1én men sau khi déng gdi” bao gdém san pham trén co
s& sta dd dugc cay bang nu6i cdy men khoi dong, va duge déng gbi sau budce ciy ndy va

sau do dugc 1én men trong d6 déng goi.

Thuét ngit “san phim udng” bao gdm cic dd udng ching han nhu “sita chua
uéng” va cac dd udng tuong tw. Thuit ngit “sita chua udng” thudng bao gdm san phim
stta dugc 1én men bang cich 1én men két hop-Lactobacillus species va Streptococcus
thermophilus. Stta chua uéng thudng c6 ham luong chit rén khdng béo trong sita bing
8% hodc nhiéu hon. Ngoai ra, lvong nudi cdy sdng cho d ubng sita chua ubng thudng it
nhit 12 10E6 don vi tao khudn lac (CFU) cho mi ml.

M0 ta chi tiét sang ché
San pham sira d3 qua xir Iy tir sita dong vat

Noi chung - d pH san pham sira dugc uu tién & sang ché nay, bao gom ca san
phém sita di qua xtr ly tir stta dong vt (tirc 1a san pham trén co s¢ sita dong vat), 1a 4o

pH tir pH = 3 dén pH = 6,5 — t6t hon nita 13 tir pH = 3,5 dén pH = 5,75.

Nhu d3 biét véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay — ta ¢6
thé dat dugc d6 pH thich hop ciia san phim sita bang cach vi du 1én men bang c4ch nudi

c4y vi khuan axit lactic thich hop.

Tuy nhién, nhu d4 biét d6i véi ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§
thuat ndy ta c6 thé chi can don gian 12 dua mot axit thich hop (chéng han nhu axit lactic)

dé c6 duge d6 pH theo yéu cAu.
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Theo cach khac c6 thé thém lacton (vi du lacton GDL) d& c6 duge do pH theo
yéu cau hogc sir dung cac phuong phap da biét thich hop khéac (vi du bing phuong phéap

enzym hoic tao 4p luc bing cacbon dioxit) dé c6 dugce d6 pH theo yéu clu.

Nhu 43 néu trén — viée st dung glycosidaza dé cai thién do ran chic cua gel nhu
dugc mo ta trong ban mo ta nay co the 1a déc biét hitu ich lién quan dén sita dugc goi 1a

cac san pham sita c6 ham lugng chat béo thap.

Do d6, theo mét phuong 4n duoc wu tién co chit sira nay duge sir dung trong
bude (i) ctia phuong phap ctia khia canh thir nhét 13 co chit sira véi ham lugng chét béo
thdp — ttrc 12 v6i ham lugng chét béo nhéd hon 3,5%, tt hon nita 13 v6i ham lugng chat

béo nhd hon 1,5% va con dugce uu tién hon vdi ham lugng chét béo nho hon 0,75%.

Nhu d3 néu trén — uu diém cia viée sir dung glycosidaza dé cai thién do rén chic
ctia gel nhu duge mo ta c6 thé 13 ta khong can phai ting ham luong protein vi du san
pham sita c¢6 ham lugng chit béo thip dé c6 duoc do rén chic cua gel du thich hop va do
d6 con giam thiéu hon nita tdng luong calo/ning lugng cia san phim sita c6 ham lugng

chat béo thip cudi ciing (vi du sita chua c6 ham luong chit béo thép).

Do d6, theo mot phuong 4n duge wu tién, san phdm sita thanh phim (vi du sira
chua) c6 tong lugng calo/ning lugng nho hon 150 kilo calo cho 100 g san phim sita, tt
hon nita 13 san pham sita thanh phdm (vi du sita chua) c6 tdng lrong calo/ndng lugng nhéd

hon 100 kilo calo cho 100 g san phém sita nay.

Nhu d3 biét — cong viéc thong thudng ciia ngudi c6 hidu biét trung binh trong

linh vuc k¥ thuat nay 13 x4c dinh ham lugng calo ctia san pham sita quan tam.
Mot vi du thich hgp ctia san phém sita 1a san phém stta 1én men hodc pho mat.

Theo mot phuong &n dugc uu tién, san pham sita nay 1a san pham sita 1én men.
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Theo mot phuong &n dugc uu tién — san pham sita 1én men nay it nhat 1a mot san
pham sita Ién men duoc chon tir nhém bao gom: sita chua, sita chua dung chung thay thé,
nudec sita butter milk, sira acidophilus, sfta chua kefir, stra chua kumys va sita chua quark.

Tot nhat 13, sdn pham sita 1én men 13 sita chua.

Trong ndi dung md ta ndy - cac thuat nglr "stra chua" va "sita duoc 1én men" ¢
nghia thong thudng. Trong US2005/0095316A1 va US2005/0095317A1 (ca hai don nay
cua Danone) cac thuét nglt ndy dugc xac dinh phu hop vdi nghi dinh/diéu luat chinh thirc
tuong duong & Phap - sau day vé co ban duge goi 1a cuing c4c dinh nghia tiéu chuén da

biét cua céc thudt ngit nady.

Nhur d biét dbi v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét ndy - dé
thu dugc san phém "stta chua hodc stta duoc 1én men" dic biét phai nhic dén 1a khéng co
su loai ddng ké huyét thanh sita va ring phai ¢6 qu4 trinh xt Iy bang nhiét it nhit twong
duong véi qué trinh thanh triung.

Xt 1y bang nhiét phi hop thich hop dung cho qué trinh san xuit san phim stra
1én men ching han nhu sita chua 1 vi du qua trinh xt ly bing nhiét & nhiét d6 tir 85 dén
98° C trong thoi gian 15 gidy dén 30 phut.

Vi viée 4p dung qué trinh xir Iy bang nhiét it nhit 13 twong duong véi thanh trung
tiéu chuédn, protein huyét thanh sita ctia co chét sira nay dugc 1am bién tinh & muc do cao

hoc thip (vao khoang tir 25 dén 99% trong s6 d6).

Nhur d4 biét r rang d6i v6i ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
— vi dbi véi sita chua hodc san phim sita 16n men “phai khong c6 sy loai dang k& huyét
thanh sita” - stta chua hogc san pham sita 1én men khong phai 14 san phdm pho mét nhu

duge mo ta trong US7560127B2 (xem phan néu trén).

Thuét ngit "stta dugc 1én men" deé cédp dén san pham sira d3 qua xir ly duogc diéu

ché b%mg stra dugc tach chit béo hodc khong duoc tach chit béo hoic sita bot hoic sira
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dic duge tach chit béo hoic khong duge tach chét béo, véi thanh phén sira dugc 1am giau
hogc khong duge lam giau, ma da duge xir Iy bing xir Iy bang nhiét it nhit trong duong

véi thanh tring, dugc cdy bing vi sinh vét thudc loai 12 dic trung cho mdi san phim.

Luong axit lactic ty do ma sita chua t6t hon 12 khong nho hon 0,6 gam cho mbi

100 gam & thoi diém ban cho nguoi tiéu thu.

Sita dugc 1én men tét hon 1 dugc gitt, cho dén thoi diém béan cho ngudi tiéu thuy,

& nhiét d6 c6 thé ngan ching bi pha huy.

Thuét ngit "sita chua" diing d chi sira dugc 1én men dugc thu nhan bang phuong
phép hop 1y va truyén thdng, tét hon 13 bing cach dung chi vi khuén axit lactic ua nhiét
dac hiéu, chéng han vi du Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus va Streptococcus
thermophilus, ma t6t hon 12 phai duoc u ddng thoi va tét hon 1a con sdng trong san phdm
hoan thién, & muc tét hon 14 it nhét 10 ty vi khudn cho m&i gam dwoc bidu hién 1a phan

chua stra.
Séan pham sita 1én men thudng duoc thu nhan bang cach:

(A): cdy tir 10° dén 10" cfu/ml (t6t hon 12 tir 10° dén 10" cfu/ml) cia moi trudng

nudi cdy vi khuan axit lactic (LAB) vao co chat sita dong vat; va

(B): 1én men co chit sita nay trong thoi gian tir 2 dén 120 gid' & nhiét d6 nim

trong khoang tir 10°C dén 55°C.

Nhu d4 biét d6i véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét nay —
cac loai vi khudn axit lactic thich hop bao gdm Bifidobacterium, Lactobacillus (chang
han nhu Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus cazai hodc Lactobacillus helveticus), Streptococcus (ching han nhu
Streptococcus  thermophilus), Lactococcus (ching han nhu Lactococcus lactis),

Leuconostoc (chang han nhu Leuconostoc lactis, Leuconostoc mesenteroides).
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Khi co chét sita ndy dugc cdy bing men duge tao ra tur ching Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus va Streptococcus thermophilus, thi san pham thudng duoc

hiéu 1a sita chua.

Nhu d3 biét trong linh vyc k¥ thuét nay — thuat ngit “stta chua dung chung thay
thé” diing @& chi san phdm sira 1én men duoc tao ra bang cach sir dung ching nudi ciy

Streptococcus thermophilus va céc lodi Lactobacillus bat ky.

Nhu d3 biét trong linh vuc k¥ thuat nay — thuat ngit “sita acidophilus” ding dé
chi san phdm sita 1én men dugc tao ra bing cach st dung nudi cly Lactobacillus

acidophilus.

Nhu d3 biét trong linh vuc k§ thuat ndy — thuat ngit “stta chua kefir” ding dé chi
san phdm sita 1én men duoc tao ra bing céch st dung nudi cdy men khéi dong dugc didu
ché tir hat kefir, Lactobacillus kefiri, cac loai thudc giéng Leuconostoc, Lactococcus va
Acetobacter dugc cho phat trién trong didu kién dic biét tét. Hat kefir cdu thanh c4 ndm
men 1én men lactoza (Kluyveromyces marxianus) va ndm men 1én men khoéng phai
lactoza (Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae va Saccharomyces

exiguus).

Nhu d3 biét trong linh vuc k¥ thuat nay — thuét ngit “sita chua kumys” ding dé
chi sin phim sita 1én men duogc tao ra bing cach st dung nudi cdy Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus va Kluyveromyces marxianus.

Theo mét phuong én duge uu tién — san phdm sira ndy 13 sita chua, trong d6 sita
chua dugc san xuét bing cach cdy bing ching vi khudn axit lactic tao stta chua ma cé
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus va Streptococcus thermophilus ¢ kha ning
téng hop polysacarit ngoai bao (EPS) - phuong 4n dugc uu tién nay cé thé 1a dic biét
thich hgp néu nhu sita chua ndy 13 stta chua c6 ham lugng chét béo thap, tirc 12 trong d6
co chit sita dugc sir dung trong budce (i) ciia phuong phép ctia khia canh tha nhit 13 co

chit sita v6i him lugng chét béo thip — tirc 13 v6i ham luong chit béo nhé hon 3,5%, tdt
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hon nita a v6i ham lugng chat béo nhé hon 1,5% va con duge vu tién hon véi ham lugng

chit béo nho hon 0,75%.

Nhu da néu trén — céc tai liéu da biét mo ta mot so6 chung nhu Streptococcus

thermophilus ma tao ra EPS — xem vi du WO2007/095958A1 (Chr. Hansen A/S).

Do d6, ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuce k¥ thuat ndy c6 thé nhan dién
mot cach thong thudng mot sb chiing tao EPS nhu vy va con c6 thé nhan dién mot cach
thong thudng néu mét ching quan tim cu thé 13 c6 kha ning tong hop EPS hoic hay
khéng.

Mot vi du vé trudng hop vé kinh doanh 1y thuyét phit hop ¢6 thé gip & day c6 thé
12 mdt cong ty san xuét dich dic/bot sira bang céach sir dung glycosidaza nhu dugc mo ta
néu trong ban md ta ndy va sau d6 ban dich dic/bot sita cho vi du nha san xuét sita chua
ma s€ st dung sfta nay trong san xuét stra chua cta ho dé ¢ dugc sita chua véi do rin
chic cua gel dugc cai thién/lam ting - tirc 13 ho ¢6 thé ¢ dugce do rin chéc cua gel duoc
cai thién ma khong phai bd sung thém glycosidaza trong qua trinh san xuét sita chua nhu

A

vay.

Theo nhu hiéu biét ctia ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay
— trudng hop vé kinh doanh Iy thuyét nhu vay c6 thé 1a vi du v& mot phuong phap nim
trong pham vi ctia phuong phép cta khia canh thtr nhit nhu dugc ban luin néu trong ban
mo ta ndy. Dich dic/bot sita c6 thé duge xem nhu 13 mdt vi du cla san phim sita d3 qua
xt ly tir sita dong vat theo phuong phap ctia khia canh thir nhit. Ngoai ra, theo nhu hidu
biét clia ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh virc k§ thuat ndy trong ndi dung mo ta
ndy - stta chua thanh phdm s& c6 d6 rén chic cua gel dugc cai thién/ting tén do viéc bd
sung trude d6 glycosidaza vao sira ndy - tirc 13 nha san xuét sita chua ciing thuc hién cac
hanh dong trong pham vi ctia phuong phép ctia khia canh thr nhit nhu duoc ban ludn

trong ban mo ta nay.

Glycosidaza
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Nhu da néu trén - thuat nglt “glycosidaza” (con dugc goi 1a hydrolaza glycosit)
dung dé chi enzym xtic téc sy thuy phan mdi lién két/lién két glycosit - lién két glycosit 1a
dang lién két ddng ho4 tri két ndi phan tir cacbohydrat (dudng) v6i nhém khéc, ma c6 thé

12 hodc khong phai 1a mdt cacbohydrat khac.

Nhu duge md ta trén day - glycosidaza néu trong ban mé ta ndy con c6 thé duge

go1 1a enzym khir glycosyl.

Glycosidaza ndy c6 thé 13 glycosidaza c6 trong tu nhién hogc né cé thé 1a dang
bién ddi/dugc 1am dot bién cla glycosidaza c6 trong ty nhién — nhu da bit déi véi ngudi
¢ hiu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay, ngudi ta co thé tao ra dang bién dbi
dugce 1am dot bién cua enzym quan tim (& day 1a glycosidaza) vi du dé cai thién do én
dinh clia enzym dong thdi vAn duy tri hoat tinh enzym chinh (¢ day 13 hoat tinh

glycosidaza) cia enzym nay.

Dé vi du dat duoc su tdch do co khong mong mudn & mic nho nhat (dic biét 1a
néu san pham sita nay 1a san pham sita 1én men chang han nhu sita chua) — ¢ thé dugc

uu tién 12 glycosidaza nay 14 glycosidaza lién két véi N.

Nhu d2 néu trén, thuét ngit glycosidaza lién két v6i N 1a mot thuat ngir duge xac
dinh rd trong linh vuc k¥ thudt ndy va ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§
thuat ndy s& biét lidu glycosidaza quan tdm cu thé 13 glycosidaza lién két véi N hoac hay

khéng.

Ngoai ra céc tai ligu di biét mo ta mot s glycosidaza lién két véi N thich hop

khac nhau néu trong ban mo ta nay.

Vi du vé glycosidaza lién két véi N thich hop néu trong ban md ta nay c6 thé 12 it
nhit mot glycosidaza duoc chon tir nhém bao gdm: Peptit-N(4)-(N-axetyl-beta-
glucosaminyl)asparagin amidaza (sé EC: 3.5.1.52; c4c tén khac: N-Glycosidaza-F hosc

PNGaza-F) va Endo-B-N-axetylglucosaminidaza H (s6 EC: 3.2.1.96; tén khac ENDO-H).
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Glycosidaza lién két voi N duge mo ta ngay trén ddy trong ndi dung md ta nay co
thé dugec mé ta nhu 13 glycosidaza ¢6 hoat tinh glycosidaza lién két v&i N va khong c6

hoat tinh glycosidaza lién két véi O dang ké & day.

Do d6, trong ban md ta nay c6 thé duge wu tién 1a glycosidaza lién két véi N 13
glycosidaza lién két véi N ma khong c6 khong cb hoat tinh glycosidaza lién két v6i O

pht hop & day (ching han nhu khéong ¢6 hoat tinh glycosidaza lién két voi O).

N-Glycosidaza-F, con duogc biét dn nhu 13 PNGaza-F, dugc str dung trong quy
trinh nay, 13 asparagin amidaza (EC 3.5.1.52) ¢ thé dugc thu nhén tr Flavobacterium
mesingosepticum. Enzym ndy xuc tac su phan cit ddy du va nguyén ven oligosacarit lién
két véi N tir glycoprotein. Enym nay c6 thé 1 duge din xuit hoa nhu 14 san phim thuong
mai tir New England Biolabs Inc. v4i tén PNGaza-F hogc dugc san xuét tai td hop trong
ching nhu Escherichia coli nhu céc téc gia sang ché d4 thuc hién bing cach ding plasmit

va mdt phuong phdp dugc moé ta trong vi du thyc hién 1 néu trong ban md ta nay.

Endo-B-N-axetylglucosaminidaza H (EC 3.2.1.96), con dugc biét dén nhu 1a
ENDO-H, c6 thé dugc thu nhan tir Streptomyces plicatus. ENDO-H xuc tac sy thuy phan
ctia lién két glycosit gitra hai N-axetylglycosamin cta glycosyl ho4 lién két v6i N. Enzym
nay c6 thé 13 duoc dan xuit hoa nhu 13 san pham thuong mai tir New England Biolabs

Inc. vdi tén ENDO-H.

Vi du vé glycosidaza lién két v&i O thich hop & day c6 thé 13 it nhit mot
glycosidaza dugc chon tr nhém bao gdm: o-N-axetyl-galactosaminidaza (s6 EC:
3.2.1.49; tén khac: GaINAC); a-galactosidaza (sé EC: 3.2.1.22); va neuraminidaza (sd
EC: 3.2.1.18).

GalNAC 1a exoglycosidaza c6 tinh dic hiéu cao xuc tic su thuy phén cia cac gdc

D-N-axetyl-galactosamin lién két a tir d6. N6 c¢6 thé duoc dan xuét hoa nhu 13 san phim

thuong mai tir New England Biolabs Inc.
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- Nhu d3 néu trén, thuat ngft glycosidaza lién két véi O 13 mot thuat ngit duge x4c
dinh rd trong linh vyuc k¥ thuit ndy va nguoi cé hidu biét trung binh trong linh vuc k¥
thudt nay biét duoc litu glycosidaza quan tdm cy thé 1a glycosidaza lién két voi O hodc

hay khong.

Ngoai ra, da biét mé ta mot sb glycosidaza lién két véi O thich hop khéc nhau &

day.

Mot lugng hiru hi€u/hoat tinh cta glycosidaza dugc x4c dinh trong ban mo ta nay

theo cac phuong phap da biét.

Theo céc phuong phap di biét - d6i véi glycosidaza lién két véi N (ching han
nhu PNGaza-F va Endo-H) mot don vi hoat tinh dugc x4c dinh nhu 13 luong enzym cin
thiét dé loai >95% cacbohydrat ra khoi 10 g RNaza-B dugc 1am bién tinh trong thoi gian
1 gi& & nhiét 6 37°C véi tong thé tich phan trng 12 10 1.

Déi véi GaNAC (mét glycosidaza lién két véi O) mot don vi hoat tinh dugc xac
dinh nhu 13 lugng enzym cin thiét ¢ phan cit > 95% o-D-N-axetyl-galactosamin dau
cudi ra khéi 1 nmol (GalNAcal-3)(Fucal-2)Gald1-4Glc-7-amino-4-methyl-coumarin
(AMC), trong thoi gian 1 gid & nhiét d6 37°C trong tng thé tich phan tng 101

Mot s& enzym glycosidaza thich hop néu trong ban mé ta nay la thu dugc trén thi
trudng tir cong ty New England Biolabs — tham khao danh muc san phim cta New
England Biolabs (nhu vi du c6 trén mang cia cdng ty) cho chi tiét hon nita lién quan dén
dinh nghia chuén cu thé cia don vi hoat tinh glycosidaza thich hop dugc néu trong ban

mo ta nay.

Budc (i) ctia phuong phap theo khia canh th nhat
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Budc (i) ctia phuong phép néu trong ban mo ta ndy trong khia canh thtr nhat 13
nhu sau: “(i): cho mét lugng hiru hiéu glycosidaza lién két v6i N va/hodc glycosidaza lién

ket v4i O vao co chat stta dong vat”.

Theo nhu hiéu biét ctia ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay
trong ndi dung md ta ndy — glycosidaza lién két v&i N va/hoic glycosidaza lién két véi O
thudng duge cho vao co chét sita dong vt nhu 13 thanh phin glycosidaza vé co ban 1a
nguyén chat — vi du thanh phan glycosidaza, trong d6 hoat tinh glycosidaza thé hién it
nhit 5% ctia tng hoat tinh enzym cta thanh phén glycosidaza nhu vay.

Glycosidaza c¢6 thé 13 ché phim glycosidaza, trong d6 hoat tinh glycosidaza
chiém it nhit 25% tbng hoat tinh enzym ciia ché phdm glycosidaza hodc ché phim
glycosidaza, trong d6 hoat tinh glycosidaza chiém it nhit 50% tong hoat tinh enzym cta

ché phdm glycosidaza.

Nhiéu khi dugc wu tién 13 ché phim glycosidaza v& co ban 13 nguyén chat 13 ché
pham glycosidaza, trong d6 hoat tinh glycosidaza chiém it nhit 90% cta tdng hoat tinh

enzym ctia ché phdm glycosidaza.

Mot lugng hitu hiéu glycosidaza c6 thé 13 mét dang cu thé cua glycosidaza (vi du
PNGaza-F) hodc 1a hdn hgp ciia cdc enzym glycosidaza thich hgp néu trong ban mo ta
ndy (vi du hai glycosidaza lién két v6i N khac nhau hodc mét glycosidaza lién két véi N

va mot glycosidaza lién két véi O).

Khi néu trong ban mo ta nay 1a didu c6 thé 13 duoc wu tién 1a glycosidaza dugc
cho vao trong bude (i) ctia phuong phép ctia khia canh thir nhét 13 glycosidaza lién két
v6i N tt nhien phai c6 nghia 13 phai c6 b sung mot Iwong hitu hiéu glycosidaza lién két
véi N vao bude (i) va glycosidaza lién két véi N nay tao ra - do su ¢ mét cia nd - sy cai

thién d¢ ran chdc cta gel cho san pham sita da qua xur ly.

-30-



24622

Tuy nhién, khi néu ring glycosidaza lién két v&i N 14 duge uu tién, tAt nhién nd

khong c6 nghia 12 khong dugc b sung glycosidaza lién két v6i O vao budc (i).

Ciing 4p dyung nhu vay khi néu trong ban mé ta ndy rang glycosidaza lién két véi
O la dugc uu tién — tirc 13 & day phai bd sung glycosidaza lién két v6i O vao bude (i) —

nhung ciing c6 thé bd sung glycosidaza lién két v6i N.

Nguoc lai va nhu d3 biét r5 rang di véi ngudi c6 hiu biét trung binh trong linh
vuc k¥ thuat nay — khi néu trong ban mo ta nay néu trong ban md ta nay glycosidaza chi
14 glycosidaza lién két v6i O thi khi d6 khong duge bd sung glycosidaza lién két véi N
vao budc (i) cua khia canh thit nhit. Ciing 4p dung nhu vy khi néu trong ban mb ta nay
1a glycosidaza chi 1a glycosidaza lién két v6i N thi khong duge bd sung glycosidaza lién

két v&i O vao bude (i) ctia khia canh thir nhét.

Nhu d3 biét trong linh vuc ky thuat ndy — san pham sita da qua xu ly thuong
duge dem xir Iy bang nhiét. Nhu da biét trong linh vyuc k¥ thuét niy - qué trinh xit 1y bing
nhiét thuong st dung nhiét do thip hon diém soi vi & nhiét d rit cao, mixen cazain

chuyén hoa mét chidu thanh khéi két tu (hodc "dong sira").

Trong ndi dung moé ta nay — thudt ngt “dugc thanh tring” lién quan dén san
pham sita d3 qua xir Iy tir sita dong vat duge thanh tring diing dé chi buéc thanh tring
chudn (tirc 12 bao gdm viée xir Iy bing nhiét sita mot cach thich hop). Trong ndi dung mo
ta ndy — 13 rang 12 ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vurc k§ thuit ndy biét ring licu
san phdm stra cu thé quan t4m c6 phai 12 san phim sira d3 qua xir Iy tir sita dong vat dugc

thanh tring hay khong.

Theo nhu hiéu biét ciia ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay
- budc thanh tring chuén cé thé 13 qua trinh xtr 1y bing nhiét & nhiét do khoang 71-72°C
trong thoi gian khodng 15-20 gidy
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Nhu di néu trén - dé thu duoc san phém "stra chua hodc stta dugc 1én men" dic
biét phai nhic dén 12 khong c6 su loai dang k& huyét thanh sita va phai c6 qua trinh xu 1y

bang nhiét it nhit tuong duong v6i qua trinh thanh tring.

Viéc xir Iy bing nhiét phu hop thich hop trong qua trinh san xuét san phim sita
1én men ching han nhu sita chua 13, vi du, qué trinh xir Iy bing nhiét & nhiét d6 ndm

trong khoang tir 85 dén 98°C trong thdi gian tir 15 gidy dén 30 phit.

Tuy thudc vao dang xir Iy bang nhiét duge sir dung — viée xur Iy bang nhiét c6 thé
vi du 13 qué trinh xtr Iy bing nhiét sita & nhiét d6 ndm trong khoang tir 65 dén 150°C
trong thoi gian tir mot s6 phan cia gidy dén 30 phit.

Nhu da néu trén - khi san pham sira nay 1a san pham sita 1én men chang han nhu

stta chua, phdi c6 qu4 trinh xtr 1y bang nhiét it nhit trong dwong véi thanh trung.

Glycosidaza c6 thé dugc cho vao bude (i) trudce hodc sau busce xir 1y bang nhiét —
tac 14 qua trinh xr ly béng nhiét cia sita dugc thuc hién & nhiét do nim trong khoang tir

65°C dén 150°C trong thoi gian tir mot s§ phin cua gidy dén 30 phut.

Trong mét sb truong hop c6 thé 13 duge vu tién 1a glycosidaza dugc bd sung vio

stra d3 duoc xir 1y bing nhiét.

Nhu 43 néu trén - khi san pham sita 13 san pham sita 1én men, co chat sita ndy

dugc cdy va 1én men bing nudi cAy vi khuén axit lactic (LAB) phu hop.

Khi sdn pham sita nay 1a san pham sita 1én men — thi glycosidaza c6 thé 1a dugc
bd sung vao trude, cung véi hodc sau khi cay co chat sita nay bang nudi cay vi khuan axit

lactic (LAB).

Lién quan dén san pham sfta néi chung - c6 thé dugc uvu tién 1a glycosidaza duoc

bd sung vao trudce khi do pH ctia co chét sita ndy thip xubng dudi pH 6.
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Lién quan dén san phim sita 1én men - didu duge wu tién 13 glycosidaza dugc bd
sung vao trude khi qué trinh 1én men bing vi khudn axit lactic thich hop két thic — tic 12

t6t hon 13 trude khi d6 pH cta co chét sita nay thap Xuéﬁg dudi pH 6.

O day tin rang viéc bd sung glycosidaza vé&i lugng tir 10 don vi hoat tinh cho 1
ml sita dén 1000 don vi hoat tinh cho 1 ml sita 13 da dé c6 duoc luong hitu hiéu thich hop
& déy cua glycosidaza — tirc 1a dt dé c6 dugc d6 rin chic cua gel duoc cai thién mdt cach

phu hop & day.

Néu phti hop cho muc dich cy thé — ngudi ta cé thé bd sung thém glycosidaza vi

du 1én dén 20000 don vi hoat tinh glycosidaza cho 1 ml sita.

Nhu di néu trén - mot luong hiru hiéu/hoat tinh cta glycosidaza is dugc x4c dinh

trong ban mo ta ndy theo the art.
Budc (ii) cua phuong phép theo khia canh thir nhat

Budc (ii) cua phuong phép néu trong ban mo ta ndy md t4 mot phuong phap cuia
khia canh thir nhét, d6 13 : “(ii): thuc hién c4c budc thich hop dé thu duge san phim sita
dd qua xu ly tir stta dong vat, trong d6 (cac) budce thich hgp nay duge thuc hién trong
diéu kién, trong d6 mot lugng hiru hidu glycosidaza tao ra - do su ¢ médt cia nd - cai

thién d6 ran chic cua gel cho san pham sita d3 qua xur ly”

Nhu d néu trén - thyc hién céc bude thich hop dé thu duge san phim sita d3 qua
Xt 1y tir sita dong vat quan tam 13 cong viéc thudng xuyén dbi véi ngudi c hiéu bibt
trung binh trong linh vyc k¥ thudt nay — vi du néu san phim sita nay vi du 1a stta chua, thi
ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat nay tat nhién biét (cic) budc thich

hop ndy dé c¢6 dugc sira chua quan tam.

Lién quan dén cac didu kién nay, trong d6 mot lugng hitu hiéu glycosidaza cho

sur cai thién d0 rdn chdc cua gel clia san pham stra dd qua xur ly — rd rang 13 cac diéu kién
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nay s& 1a cac didu kién, trong d6 enzym glycosidaza nhu vay la c6 hoat tinh trong khoang

thoi gian thich hop.

Nhu duge thé hién trong phén vi du thuc hién dugce néu trong ban mo ta nay - cac
tAc gia clia sang ché di nhan dién duoc ring mot sé céc enzym glycosidaza khac nhau ¢6
hoat tinh thich hop trong diéu kién pht hop binh thudng (vi du nhiét do, pH v.v.) dé tao

ra san phim sita thich hop néu trong ban mé ta nay chéng han nhu stra chua.

Noi tém lai va theo nhu hidu biét cia ngudi ¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc
ky thuat ndy — diéu kién t6i vu dé c6 duoc hoat tinh glycosidaza thich hgp duoc uu tién
néu trong ban mo ta ndy s& phu thudc vao (cac) glycosidaza cu thé dugc st dung (vi du

PNGaza-F) va san pham sita cu thé s& dugc san xuat (vi du sita chua).

Trong ndi dung md t& ndy - vi du vé diéu kién phan tng thich hop cho
glycosidaza tao ra do rin chic cua gel dugc cai thién mét cach phu hop néu trong ban md

ta ndy c6 thé 1a:

- Nhiét d nim trong khoang tir 10°C dén 50°C (chéng han nhu tir 20°C dén
40°C);

- Do pH tir pH = 3 dén pH = 9 (chéng han nhu tir pH = 4 dén pH = 7,5, tir 3
dén 7 hodc tir 3 dn 6,5);

- khoang thdi gian nim trong khoang tir 10 phiit dén 120 gidr (ching han nhu
tir 1 gity dén 120 gid, hoiic tir 0,5 dén 5 gidy)

Theo mt phuong 4n duge wu tién, su c6 mit cia glycosidaza trong budc (ii) tao
ra ci thién 0 rén chic cta gel cho san phim sita d3 qua xi 1y ting 1,25 14n; tét hon nita
13 cai thién d9 ran chéc cua gel cho san phim sita di qua xur 1y ting 1,50 14n va con duge
uu tién hon 1a su c6 mat cua glycosidaza trong bude (ii) cho su cai thién d6 rén chéic cua

gel cho san pham sita d4 qua xir Iy ting 1,7 n.
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Nhu d& néu trén - cac tdc gia cua sang ché dd nhén thiy ring viéc sir dung

glycosidaza khong c6 anh hudng c6 hai dén d6 nhét ciia san phim sita thanh pham.

Do d6, theo mdt phuong an dugce wu tién — budc (ii) dugc thuc hién trong didu
kién, trong d6 mot lugng hiru hidu glycosidaza tao ra - do su ¢6 mat cua nd — khéng anh

hudng khong t6t ndo dén d6 nhét cua san phdm sita da qua xu ly.

Viéc do d9 nhét clia sdn pham sita quan tdm (vi dy sita chua) 12 cong viéc thudng

xuyén d6i véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay.

Trong vi du thuc hién 2 néu trong ban mé ta nay dua ra phuong phap chudn thich
hop dé do do nhét ctia san phim sita quan tam — t8t hon 13 d§ nhét phu hop néu trong ban

mo td ndy dugc do theo phuong phap ciia vi du nay 2.

Bai bdo ctia A.N. Hassan va céc dong tac gia (J. Dairy Sci: 86:1632-1638; 2003)
dugc ban luén trén ddy con mo ta phuong phap chudn thich hop dé do do nhét.

Xem vi du phan chét lidu va phuong phap va Fig. 1 cla bai bao nay, trong d6 g
suét trugt duge xac dinh — nhu ¢6 thé duoc nhén biét trong vi du 2 trong ban m6 ta nay,

thong sb ung suét truot dugc sir dung lam thude do do nhaét.

Vi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay dé dang do do nhét
clia san phdm sita quan t4m — tit nhién cling 12 d& dang d6i v&i ngudi ¢ hidu bidt trung
binh trong linh vuc ky thuat ndy xac dinh phuong 4n dugc uu tién cho budce (ii) trong

phuong phép ctia khia canh thi nhét lién quan dén néu:

“budc (i) duge thyc hién trong didu kién, trong d6 mot luong hiru hiéu
glycosidaza khong tao ra - do su c¢6 mit ciia né — anh hudng khéng tét dén do nhét cua

san pham stta di qua xu ly”.

Dé x4c dinh dugc yéu ciu ndy — ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky

thudt ndy s& don gian thuc hién “(céc) budc thich hgp dé thu duoc san phdm sita” cla
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bude (ii) khi c6 va khong c6 mit mét lugng hitu hiéu glycosidaza — va khi d6 xac dinh
hi¢u tmg d6 nhdt phu hop néu trong ban mo ta nay trong sy c¢6 mit cia mot lugng bd

sung glycosidaza.

Nhu c6 thé duge nhén biét trong cac vi du thye hién néu trong ban mo ta nay —ta
thuc t& c6 thé thu dugc su cai thién dd nhot bé‘mg cach sur dung glycosidaza nhu duge mo

ta néu trong ban mo ta nay.

Do do, theo mt phuong dn dugc wu tién, su cé mit cua glycosidaza trong budc
(if) cho sy tang d6 nhét 1,10 14n cho san phdm sita di qua xt ly; t6t hon nita 13 sy ting do

nhét 1,20 13n cho san phim sita da qua xu ly.

Theo nhu hiéu biét cia ngudi ¢6 hidu bidt trung binh trong linh vuc ky thuat nay
— phuong phép d& do d6 nhét nhu vi dy duge mo ta trong vi du thuc hién 2 néu trong ban
md ta nay va bai bdo A.N. Hassan va c4c ddng téc gia s& (trong do bét dinh ciia phép do
tuong ddi nhd) cho cing mot két qui tuong d6i — tirc 13 mot cach doc 18p vé&i phuong
phép duoc sir dung, ta s& thu duge ciing mot két qua lién quan dén sy cai thién tuong dbi

cua dd nhat.

Nhu da néu trén - trong phan vi du thuc hién trong ban mo ta nay, di ching to
ring dugc ring ca glycosidaza lién két v6i N va lién két véi O khoéng cho hiéu tng tach

do co khong mong muon & diy trong sén xuat sita chua.

Do do, theo mét phuong 4n dugc wu tién bude (ii) duge thuc hién trong didu
kién, trong d6 mdot luong hiru hiéu glycosidaza tao ra - do sy c6 mit cia n6 — khéng su

gia tdng nao vé hi¢u tng tach do co dén san pham sfta da qua x1 ly.

Diéu ndy - tirc 13 khéng c6 sy gia tang vé hiéu tmg tach do co — 14 dic biét thich

hop khi sdn phdm sita d3 qua xtr 1y 12 sén phém sita 1én men ching han nhu sita chua.
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Vi€c do hiu tmg tach do co ctia san pham stra quan tdm (vi du sita chua) 13 cong

viéc thudng xuyén dbi véi ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay.

Trong vi du thuc hién 3 néu trong ban mo ta nay, sang ché @ xuit phwong phap
chudn thich hop d& do ludng su tach do co cia sin phdm sita quan tAm — tét hon 14 su

tach do co phu hop néu trong ban mé ta nay dugc do theo phuong phép ctia vi du 3 nay.

V& co ban, phuong phap tidu chuin dé do hiéu Umng tach do co cta vi du 3 1a dya
trén su bao quan lién quan thich hgp ctia san phim sita quan tdm va do ludng luong nude

stra whey & mét trén san pham sira quan tim.

Vi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k§ thudt ndy d& dang do su tach
do co san phdm sira quan tdm — tit nhién cling 12 d& dang v&i ngudi cb hiéu bidt trung
binh trong linh vyc k¥ thuat ndy xdc dinh phuong 4n dugc wu tién cta bude (ii) cua

phuong phap ctia khia canh thir nhét lién quan dén néu:

“budc (ii) dugc thyc hién trong didu kién, trong d6 mot luong hitu hiéu
glycosidaza khong 1am - do su ¢ mit clia nd — ting vé hiéu tmg tach do co cho san phim

stta da qua xtr ly”.

Dé x4c dinh yéu ciu ndy — ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit
nay s& don gian thyc hién “(cac) budc thich hgp dé thu duoc san phdm sita” ctia budc (i)
khi ¢6 va khong c¢6 mit mot luong hiru hiéu glycosidaza — va sau d6 xac dinh hiéu ung
tach do co phu fhop néu trong ban mo ta nay trong su c6 mit cia mot lugng bd sung

glycosidaza.

Ngoai ra, séng ché @& xuét phuong phap san xuét san phim sita, phuong phép

-nay bao gdm budc:
a) cung cap co chat sira;

b) xtt Iy co chét sita ndy bing enzym c6 hoat tinh glycosidaza lién két véi N; va
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¢) tuy y 1én men co chat sita ndy bang vi sinh vét, ching han nhu vi khun lactic.

Theo mét phuong 4n déng quan tdm, budc b) dugce thuc hién trude khi hodc

trong qua trinh thuc hién budc c).

Nhu da néu trén, co chat sita nay c6 thé c6 ngudn goc tir nguon dong vat hodc

khong phai c6 ngudn gdc dong vét bit ky.

San phidm sita nay t6t hon 1a dugc tao ra v& co ban khong cd, hodc hoan toan
khong co su bd sung bit ky ctia chat 1am dic va/hodc chit 1am én dinh, chang han nhu

pectin, gelatin, tinh bot, tinh bot bién tinh, carrageenan, alginat, va gdm guar.

Theo mdt phuong 4n ding quan tim, vi sinh vat ndy 13 vi khudn axit lactic

va/hodc vi sinh vat ma tao ra polysacarit, ching han nhu exopolysacarit (EPS).

Vi sinh vat ndy c6 thé 13 vi khudn axit lactic, va t6t hon 12 thudc vao loai duogc
chon tir nhém bao gdm: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
Bulgaricus, Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris, Pseudoleuconostoc mesenteroides subsp. cremoris,
Pediococcus pentosaceus, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis,
Lactobacillus cazai subsp. Cazai, Lactobacillus paracazai subsp. Paracazai,

Bifidobacterium bifidum, va Bifidobacterium longum.
Céc phuong 4n dang quan tim ctia phuong phap bt ky theo sang ché 1a:

- Phuong phap trong d6 co chét sita ndy duoc xir ly thanh trung trudc khi axit

hoa va viéc xur ly béng enzym dugc thuc hién trude khi thanh tring;

- Phuong phép trong d6 co chét sita ndy duge xir Iy bing nhiét trude khi xir ly

bang enzym c6 hoat tinh glycosidaza lién két véi N;
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- Phuong phép trong d6 sdn pham sita nay dugc chon tir nhém bao gém: san
phém sita lén men dang dic, san pham sita 1én men udng, va san phim sita 1én men dung

thia xuc;

- Phuong phép trong d6 san phim sita ndy c6 ham luong chét rin khong béo

trong stta nhé hon 8%;
- Phuong phép trong d6 san phdm sita ndy c6 ham luong chat béo nhé hon 2%;
- Phuong phép trong d6 san phim sita nay c6 ham luong chét béo nhd hon 0,5%;

- Phuong phép trong do6 san phém stta ndy dugc dong go6i (phuong phép bao gdm

viéc déng gobi); va/hoac

- Phuong phép trong d6 glycosidaza duge chon tir nhém bao gdm: o-N-axetyl-
galactosaminidaza; GalNAC); a-galactosidaza; neuraminidaza; Peptit-N(4)-(N-axetyl-
beta-glucosaminyl)asparagin  amidaza; N-Glycosidaza-F; PNGaza-F; Endo-B-N-
axetylglucosaminidaza H; ENDO-H va enzym bét ky duoc phan loai trong EC 3.2.1.49,
EC3.2.1.18, EC 3.2.1.22, EC 3.5.1.52, hodc EC 3.2.1.96.

Trong ndi dung md ta nay, thuat ngit “déng g6i” (mot lugng thich hop) san phdm
trong bao géi thich hop d& cap dén viée dong goi cubi cling san phidm & thu dugc san
phim & dang c6 thé phan phat sao cho san pham c6 thé duoc tieu thu béi vi du mot ngudi
hoc mét nhom ngudi. Do vay, bao géi thich hgp 6 thé 14 chai, dd chira, bao géi hoic
céc bao g6i tuong tu, va lugng thich hop c6 thé 1 vi du tir 10ml dén 5000ml, nhung hién
nay dugc uu tién 13 lugng trong bao géi 12 nam trong khoang tir 50ml dén 1000ml. San

phim dugc bao géi nhu vy 14 mot phin cua sang ché.

Theo mét khia canh khéc, sdng ché con dé cdp dén san pham sira thu dugc bing

phuong phép theo sang ché.
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Con theo mdt khia canh khéc nita, séng ché dé xuét san phdm sita ma thu duge
bang phuong phap bao gbm viéc dua glycosidaza lién két v&i N va/hodc glycosidaza lién
két v6i O vao co chét sira. Glycosidaza nay phai dugc cho vao véi “mot lugng hitu hiéu”

dé cho d¢ ctig cua gel nhu mong mudn.

San pham sira theo sing ché c6 thé d dugc 1én men bang cach cay bang nubi cay

vi khuén axit lactic, trudc va/hodc trong va/hodc sau khi xir 1y bing glycosidaza.

San phim sita nay c6 thé duoc déng g6i, vi du trong dd chtra dugc dong kin cé
thé tich ndm trong khoang tir 10ml dén 5000 ml, ching han nhur trong db chira 6 thé tich -
nim trong khoang tir 25ml dén 1500 ml hodc thé tich nim trong khoang tir 50ml dén
1000ml.

Theo mét khia canh khéc, sang ché d& xuét viéc sir dung glucosidaza lién két véi
N trong phuong phap diéu ché san phim sita, ching han nhu san pham sita 1én men
(ching han nhu sita chua) hodc pho mét (ching han nhu pho mét tuoi, pho mat sita ctia

Phép fromage frais, sitta chua quark, etc).

Ngodi ra, sang ché d& cap dén viéc sir dung glucosidaza lién két véi N trong
phuong phap ding dé cai thién két ciu (ching han nhu d6 rén chic hodc do cung cua gel)
clia san phim sita, chdng han nhu san phim sfta 1én men (ching han nhu sira chua) hodc
pho mat (ching han nhu pho mét twoi, pho mat sita cia Phap fromage frais, sita chua

quark, etc).

Theo mét phuong &n hién dugc wu tién, sang ché dé cap dén viéc st dung enzym
c6 hoat tinh glycosidaza lién két véi N va/hosc lién két voi O ding d& cai thién cam gic

an trong miéng cia san pham stra, chang han nhu sita chua.

Sy str dung nay c6 thé bao gom rang san pham sita d3 dugc tao ra bing cach sir

dung vi khudn axit lactic ma tao ra polysacarit, ching han nhu exopolysacarit (EPS).
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Viéc str dung céc thudt ngit "a" va "an" va "the" va va cic tir tham chiéu tuong tu
trong ndi dung ban mo ta tiéng Anh cia sing ché (d4c biét 1a trong ndi dung clia phan
yéu cu bao hd sau day) dugc xem nhu 13 bao ham ca nghia s6 it va sd nhiéuy, trir khi
dugc quy dinh khéc di trong ban mé ta nay hoic vé méi dung rd rang 1a ¢6 nghia nguoc
lai. Céc thuét ngit "chia", "c4", "gém c0" va."cd chira" dugce xem nhu la cac thuit ngit ¢
nghfa m& (tirc 13, nghia "bao gdm, nhung khéng chi gii han 6") trir khi dugc luu y khac
di. Viéc néu cic khoang gia tri trong ban md ta ndy chi du dinh 1a dé viét cho ngin gon
deé cap don 1¢ dén mbi gia tri riéng biét nim trong khodng @6, trir khi dugc quy dinh khac
di trong ban md ta ndy, va mdi gia tri riéng biét duge két hop vao ban mo ta nay nhu la
ching duoc néu ra riéng biét trong ban md ta ndy. TAt ca cac phuong phap dugc mo ta
trong ban md ta ndy c6 thé duoc thuc hién theo trit ty thich hop bat ky trir khi duge quy
dinh khac di nhu néu trong ban mé ta nay hodc theo ndi dung theo cach khic rd rang cé
nghia ngugce lai. Viéc sir dung vi du bét ky va tit ca cac vi du, hodc ngdn ngit (vi du,
"ching han nhu'") duoc néu trong ban mé ta ndy, chi dugc dy dinh 13 thé hién 18 hon sing
ché va khong 4p dit mot gidi han nao 1én pham vi cla sdng ché trir khi dugc yéu cau bao
ho khac di. Khong c6 ngdn ngit nao trong phin mé ta phai dugc xem nhu 13 bidu thi
thanh phén khong dugc yéu cdu bao hd bt ky 13 thanh phin tit yéu dé thuc hién sang

ché.
Vi du thye hién sang ché
Vidu 1: Glycosidaza

Vi du v& glycosidaza dugc st dung trong phuong phap nhu duge md ta trong ban

mo ta nay la asparagin amidaza, axetylglucosaminidaza hodc galactosaminidaza.

N-Glycosidaza-F, con dugc biét dén nhu 13 PNGaza-F, dugc sir dung trong quy
trinh ndy, 14 asparagin amidaza (EC 3.5.1.52) ma c¢6 thé duoc thu nhan tir Flavobacterium
mesingosepticum. Enzym ndy lam xidc tic cho qua trinh phan cét hoan toan va nguyén

ven oligosacarit 1ién két véi N tir glycoprotein. Enzym ndy c6 thé duogc thu nhan nhu 13

-41-



24622

san phim thuong mai tir New England Biolabs Inc. v&i tén PNGaza-F hoic duoc san xuat
tai tb hop trong ching nhu Escherichia coli nhu cac tac gia sang ché da thyuc hién bing
cach sir dung plasmit va phuong phép dugc md ta trong Loo va cac ddng téc gia (Protein

Expression and Purification 24, 90-98, 2002).

Endo-B-N-axetylglucosaminidaza H (EC 3.2.1.96), con dugc biét dén nhu 1a
ENDO-H, c¢6 thé dugc thu nhén tir vi du Streptomyces plicatus. ENDO-H xac tac sy thuy
phan cua lién két glycosit nim gitra hai N-axetylglycosamin cua glycosyl hoa lién két véi
N. It ¢6 thé 13 duoc thu nhén nhu 13 san phim thuong mai tr New England Biolabs Inc.
vé6i tén ENDO-H.

a-N-axetyl-galactosaminidaza (EC 3.2.1.49) 1a exoglycosidaza c6 tinh dic hiéu
cao xuc tac sy thuy phén cia cac gbc D-N-axetyl-galactosamin 1ién két a tir threonin hoic
serin. N6 ¢6 thé dugc thu nhéan nhu 13 san phim thurong mai tir New England Biolabs Inc.

véi tén a-N-axetyl-galactosaminidaza.

béi véi PNGaza-F duoc tao ra & xudng san xudt, cac tic gia da khéng dinh mrc
do tinh khiét cao (>95%) bang cach sir dung phép dién di trén natri dodexyl sulfat-gel
polyacrylamit (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel: SDS-PAGE) sau d6 1a
nhudém bing coomassie brilliant blue (coomassie brilliant blue: CBB). PBé khing dinh hon
nita d6 tinh khiét, enzym gom lai dugc tach riéng br?mg SDS-PAGE va dugc nhudm mau
bang céch st dung bac. Cc dai xuét hién dwogc phan tich tiép bing phan tich phd khdi

khéng dinh sy c6 mét ciia PNGaza-F va chi ¢c6 PNGaza-F.

Hoat tinh protein phan dic hiéu a tiém ning ciia PNGaza-F dugc tinh ché tai
xudng dugc danh gia trong thir nghiém protein phan bang cach sir dung kappa-cazain ctia
bd (Sigma-Aldrich) 1am co chit. Trong thir nghiém ndy, cac tac gid sang ché da thir
nghiém hoat tinh protein phan & céc gia tri pH khac nhau gidng véi sy giam d6 pH tu
nhién xay ra trong qua trinh 1én men sita chua. D& thir hé thdng nay céc tic gia sang ché

di st dung ndng d6 enzym cao hon 20 14n trong quy trinh theo sang ché va 1 bdn gid &
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mdi gia trj do pH. Trong céc diéu kién ndy, cic thc gia sang ché khong phét hién thiy

béng chiig bt ky cia hoat tinh protein phan dac hiéu a.
Két luén:

Dua trén céc két qua dugc ban luan trén day — r0 rang 1a PNGaza-F dugc goi 1a

duogc tao ra tai xudng 13 khong co cac tap chét.

Céac glycosidaza hién c6 trén thi trudong nhu di néu trén cling khdng c6 tap chét

nhu duge mo ta bai nha cung cép.
Vi du 2: Phuong phap do d6 rin chic va d6 nhét cia gel

Do db rén chic cua gel bé‘mg cach str dung thiét bi do téc luc Anton Paar véi bo
thay mau tu dong (Physica DSR Rheometer + ASC). Qua lic do duoc cho vao cbe do
chtra 20 ml méu, d3 duge khudy bing tay va duoc gia nhiét dén nhiét do 13°C. Sau khi
qua lic d3 duge dua vao trong mau, dé thoi gian cho. Tiép theo, d0 rin chic cla gel dugc
do béng su dao dong. 0 day su bién dang dugc gilt khong ddi & 0,3% va tin sut duoc
ting tr 0,5 Hz dén 30 Hz. Tl phép do nay, ¢ thé tinh dugc modun dan hdi (G°) va
modun nhét (G*’), va tir nhitng gid tri ndy thu nhdn modun phitc hgp (G*):

G*z\/Glz +G"2

sau d6 G* ¢ 1 Hz duoc sir dung 1am thude do do rén chéc cia gel va duge ding

dé so sanh cic mau khac nhau.

Biing céch sir dung cling thiét bi (thiét bi do tdc Iuc Anton Paar) do d9 nhét bing
cach tang 40 doc trugt tir 0,2707 1/gidy dén 300 1/gidy vdi cac diém do (Gng suét trugt)
cach nhau 10 gidy. Sau d6, d0 déc trugt duge giam tir 275 1/gidy xubng 0,2707 1/gidy
v6i cac diém do cach nhau 10 gidy. Sau do, g sudt truot & 300 1/gidy duge sir dung

thuéce do do nhét cia san phim.
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Két luan:

Duya trén phuong phép tiéu chuén & trén do do rén chic va do nhét cia gel — mét
cong viée théng thudong ddi véi ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay
1a x4c dinh xem liéu ¢6 sy cai thién do ran chic va/hoic do nhdt ciia gel ciia san phdm
stta dd qua xr 1y quan tdm khi bd sung glycosidaza theo phuong phép san xuit san phim

slta 4 qua xr ly tir stta dong vat nhu duge md ta trong ban mo ta nay.
Vi du 3: Phuong phap do su tach do co
D3 st dung hai phuong phap khac nhau ¢ do luong su tach do co theo sang ché:

Phuong phép 1: Cho 50 ml sita chua (dugc tao ra gidng nhu vi du 4) vao bng
Eppendorf va dua vao bdo quan lanh (5°C) trong thoi gian 14 ngay, sau thoi gian d6 do

lugng nudc sita whey & miit trén sita chua bang thudée (theo mm).

Nhu da bi€t rd rang doi v6i ngudi ¢ hiéu biet trung binh trong linh vuc k¥ thuat
nay — ngudi ta con c6 thé do higu tmg tach do co cia san phim sita khéc sita chua bang
céach bao quan san pham sita quan tdm va do lugng nudc sita whey & mit trén san phim

stra quan tam.

Phuong phap 2: Sita gdy duoc 1am ddm dic thém bang 2% bot sira gy (SMP,
nha san xuit) va dugc dua vao ta lanh d& qua dém. Meé ndy dugc xtr Iy bang nhiét trong
thoi gian 20 phit ¢ nhigt do 90°C. Cho 75 ml dung dich sfta vao binh thé tich dung tich
100 ml cing véi nudi cdy sira chua 0,02% YoFlex Advance 2.0 (c6 thé 13 duoc thu nhén
tir Chr. Hansen A/S, Denmark) va enzym (PNGaza hoic GaNAC). Tdng khéi lugng cia
stra, nudi cdy va enzym dugc ghi lai. Dung dich nay duoc gia nhiét dén nhiét d6 43°C va
dugc 1én men dén pH 4,55 sau thoi gian d6 binh ndy dugc dem bao quéan lanh trong thoi
gian 7 ngay. Sau thoi gian 7 ngdy luong nudc sita whey & mit trén sita chua dugc rét ra

va dugc can. Sau d6, c6 thé tinh toan lugng tach do co theo phan tram.
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Nhu d4 biét rd rang dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat
ndy — ngudi ta con c¢é thé do hiéu tmg tach do co cua san phdm sita khac khong phai 1a
stta chua bang cach vi du 1én men nudi ciy quan tdm khéc khong phai 1a sita chua, bao

quan va do lugng nudc stta whey & mat trén san pham sira quan tam.
Keét luan:

Dua trén phuong phép tiéu chuén & trén dé do hiéu ung tach do co — 14 cong viée
thudng xuyén d6i v6i nguoi c6 hiéu bibt trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay dé xac
dinh néu c6 hiéu g tach do co dang k& véi san phim sita d3 qua xu ly quan tdm b.%mg
céch bd sung glyéosidaza theo phuong phép nay dé san xuét san phim sita d3 qua xu ly

tir stta dong vat nhu dugc mo ta néu trong ban md ta nay.
Vi du 4: Anh huéng ciia PNGazaF dén d6 rén chic cta gel (quy mo 2 lit)

2 lit sira gdy (0,1% chit béo, Arla Express, Slagelse) dugc lam didm dic thém
bing 1,6% bot sita gdy (SMP, nha san xuét) va duogc dua vao ti lanh dé qua dém. Dung
* dich ndy dugc xir Iy béng nhiét trong thoi gian 20 phut & nhiét d6 90°C, 1am ngudi xudng
nhiét d9 43°C, dugc cy bang 0,02% YoFlex Advance 2.0 (dugc thu nhan tir Chr. Hansen
A/S, Denmark) va hodc 10 ml PNGaza-F hoic trong mau tham chiéu 10 ml dung dich
dém 20 mM Na-phosphat pH 7,5 chita 50 mM NaCl va dugc 1én men dén dé pH 4,55.
Khi do pH dat dén 4,55, khudy sita chua ndy va duge chuyén qua bd phén sau xir ly
(PTU), ma dua sita chua dén 4p sudt ngugc trd lai 2 bars & nhiét d6 25°C. San pham cubi

duoc dua dén phan tich ¢ thiét bi do tdc luc vao ngay 5.
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Bang 1

Két qua thir nghiém cia thir nghiém diéu ché quy m6 2 1

cua sira chua c6 ham lugng chét béo ch“lp khi Véng mat va c6 mit PNGaza-F tao ra tai

xuong
Modun phirc |Ung suét trugt | Su tach do co
hop &
(Pa) (300 1/s) (mm)
Advance 2.0 292+0,86 |63,7+0,61 8
Advance 2.0 + PNGaza-F (250 51,0£0,57 |70,7+0,2 4
U/ml milk)

DPéi véi N-glycosidaza m¢t don vi hoat tinh dugc xac dinh 13 luong enzym can thiét
dé loai >95% cacbohydrat tir 10 g RNaza-B di dugc 1am bién tinh trong thoi gian 1
gio

& nhiét 46 37°C trong téng thé tich phan tmg 10 1

S lidu trong Bang 1 cho thy 12 PNGaza-F 1am gia ting d0 ran chéc cua gel cla
stta chua c6 ham luong chat béo thip. Trong cac didu kién ndy véi 75% so véi maiu dbi
chimg. D nhét duge thu nhan khi c6 mat PNGaza-F 14 & muc tuong duong hoic hoi cao
hon méu tham chiéu. Dua vao céc sb liéu khac khong duge thé hién & day céac tac gia
sang ché da nhén thay ring c6 su gia ting v& do rén chic cua gel dép tng lai xr Iy bing
PNGaza-F 14 theo cach thirc phy thudc lidu lugng. Cac téc gia cling danh gi sy tach do
co bang cach sir dung mot phuong phap 1 tir Vi du 3 va di nhan thiy rang su tach do co
dugc giam di dap tmg lai xir Iy bing PNGaza-F.

Két luan:
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Céc két qua trén ddy di ching t6 ring PNGaza-F lam gia ting d9 ran chic cua
gel cua sita chua c6 ham lugng chét béo thip. & trong cac didu kién nay cua thir nghiém

ndy tang 75% (tc 1a 1,75 14n) so v6i mau dbi chibu.

Ngoai ra, d3 nhan thiy ring sy tach do co dugc giam di dép ung lai xir Iy bang
PNGaza-F.

D) nhét duge thu nhén trong sy c6 mat cia PNGaza-F 1a & mac tuong duong

hoc hoi cao hon mau tham chiéu.

Vi du 5: Thir nghiém cac glycosidaza khéc nhau trong stta chua ¢4 ham luong chét béo

thap

Cho truc tiép stta chua vao cdc cia thiét bi do téc luc 20 ml. O day thu nhén sita
chua dugc 1am trong cc. Sita gy (0,1% fat, Arla Express, Slagelse) dugc lam didm dic
thém bing 2% bot sita gdy (SMP) va dugc dua vao ti lanh d& qua dém. Dung dich niy
dugc xtr Iy bang nhiét trong thdi gian 20 phut & nhiét d6 90°C, 1am ngudi xudng nhiét do
43°C, dugc cdy biang 0,02% YoFlex Advance 2.0 va cac deglycosidaza khac nhau va

dugc 1én men (Bang 1)

Sau @6, Cac mau ndy dugc dua vao ti lanh va do do luu bién vao ngay tht 3 theo

vi du 2.
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Bang 2

‘| nay la dugc thu nhén tir New England Biolabs Inc.

Két qua thir nghiém cia thir nghiém diéu ché quy mé phong thi nghiém cho cbc 20 ml
cua stra chua c6 ham luong chat béo thap véi sy ¢ mat va vang mit ciia cac

deglycosidaza dugc thu nhan trén thi truong. Tt ca cc enzym thir nghiém trong bang

Nong d6 (U/ml milk) D6 rin chic cia gel
(Pa)
Advance 2.0 + PNGaza-F |250 608 + 32,5
Advance 2.0 + Endo-H | 250 564 + -
Advance 2.0 + a-N-axetyl- |50 482 + 19,8
galactosaminidaza
Advance 2.0 0 391+7,5

Doi véi cac N-glycosidaza PNGaza-F va Endo-H mot don vi duge x4c dinh nhu 13
trong bang 1. Ddi véi a-N-axetyl-galactosaminidaza, O-glucosidaza, mot don vi duge
x4c dinh 13 lugng enzym can thiét dé phén cét > 95% o-D-N-axetyl-galactosamin dau
cudi tir 1 nmol (GalNAcal -3)(Fuco1-2)Galal-4Glc-7-amino-4-methyl-coumarin
(AMC), trong thoi gian 1 gi¢r & nhiét do 37°C trong tng thé tich phan tmg 13 10 1.

Déi voi tit ca cac glycosidaza duogc thir nghiém, N-glucosidaza cling nhu O-

glucosidaza GaINAC, dd rin chic cia gel dugc nhan théy 1a dugc cai thién mot cach 1o

rét. O céc néng do thtr nghiém nhén théy la PNGaza-F dugc thu nhin thuong mai cé

cong hi€u tiém nang nhat dén do ran chac cua gel cua sita chua c¢6 ham luong chat béo

thap.

Keét luan:
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Céac két qua néu trén da chiing t6 rang dbi véi thc ca cac glycosidaza thir nghiém,
N-glucosidaza cling nhu O-glucosidaza GaINAC, db rin chic cua gel dugc nhan thiy 1a

duogc cai thién mot cach rd rét.

Vi du 6: Thir nghiém tach do co bang cach sir dung glycosidaza tac dong dén sy glycosyl

ho4 lién két véi O.

Patent M¥ s6 7,560,127 d3 cho thy 13 a-glucosidazé GaINAC c6 thé din dn su
tao slta dong pho mat/sy déng cuc. Cac tac gia ¢ diy phén tich xem tic dong nao
GalNAC c6 & sita chua c6 ham lugng chét béo thip. Thir nghiém nay dugc thyc hién nhu
duge mo ta trong vi du 3 phuong phép 2. Stra chua dugce tao ra truc tiép trong cdc cua
thiét bj do toc luc dung tich 100 ml. O déy thu nhén dugc sita chua dong lai. Sira gdy
(0,1% fat, Arla Express, Slagelse) duoc lam d4m dic thém br:ing 2% bot sira géy (SMP,
Arla Express, Slagelse) va dugc dua vao ti lanh dé qua dém. Dung dich nay duge xir ly
bing nhiét trong thdi gian 20 phat & nhiét d6 90°C, 1am ngudi xubng nhiét do 43°C, duoc
cdy bang 0,02% YoFlex Advance 2.0 va GaINAC & ndng dd of 100 U/ml sita. Péi véi
mAiu tham chiéu khong c6 enzym gia tri % nudc sita whey sau 21 ngay 1a 0,3 £0,04%
trong khi phan nude sita whey d6i véi mau duge xir Iy bing enzym nay 13 0,2 + 0,08%.
Bét ngd, do d6 da nhan thiy ring viéc xt Iy bing GaINAC khéng lam gia tang su tach do
co khi so v6i mau tham chiéu duoc 1én men ang clng gidng nudi cdy. Két qua nay 13 bét
ngd vi US 7,560,127 ¢6 chi ra ring glycan lién két véi O din dén tao thanh cuc sita dong

va do d6 tach nudc sita whey ra.
Keét luan:

Céc két qua néu trén di ching to ring glycosidaza lién két véi O dugc thor

nghiém khong lam gia ting sy tach do co trong qua trinh san xuét sita chua.

Vi du 7: LAB va sita dugc axit héa bang phuong phép héa hoc
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Trong vi du nay cac tic gia sing ché mudn danh hia xem liéu hiéu ng cua
PNGaza-F phy thudc vao co ché axit hod. Diéu ndy dugc danh gia bang thir nghiém bing
céach so sanh tac dong cia PNGaza-F dén sita chua dugc 1én men va sita chua dugc axit

héa bing phuong phap hoa hoc bing Glucono--lacton (GDL).

Sita bao gém 9,5% chét kho, dugc céy béng YoFlexAdvance 2.0 hoic Glucono--
lacton (GDL) va PNGaza-F nhu dugc thé hién trong bang 3, duoc gia nhiét dén nhiét do
43°C va dugc 1én men dén d6 pH 4,55. Sau khi cac mAu da dugc bdo quan trong thoi gian
3 ngdy ¢ nhiét d6 5°C, c4c mau ndy duge khudy bing méy khudy va duoc rét vao ce cua

thiét bi do téc Iuc va do tinh luu bién theo vi du 2 va 3.

Céc két qua duoc thé hién trong bang 3 jhing dinh ring tac dong ctia PNGaza-F
c6 thé 12 duogc mé ta nhu 13 hién tuong vat ly. Sita chua dugc axit héa bing phuong phap
hda hoc tao ra gel cting hon nhidu nudi cdy Advance 2.0. Tuy nhién, d6i véi ca hai

phuong phép axit hod rd rang 13 viéc bd sung PNGaza-F cai thién do rén chic cua gel.

Béng 3

Két qua thir nghiém ctia thir nghiém diéu ché quy mo0 phong thi nghiém 200 ml sira
chua c6 ham lugng chit béo thip trong su c6 mit cia PNGaza-F bang cach sir dung
Advance 2.0 hoiic GDL dé axit hoé

Nong do (stra d6 ran chic cua gel (Pa)

U/ml)
Advance 2.0 + 250 353+7.8
PNGaza-F
Advance 2.0 0 24,7+ 0,9
GDL + PNGaza-F 250 148,0+ 7,0
GDL 0 121,5+ 6,4

Két luan:
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Cac két qua néu trén di cho thiy ca hai phuong phép axit ho4 r5 rang 13 viéc bd

sung PNGaza-F cai thién d6 rén chéc cua gel.

Phuong 4n dugc uu tién clia sing ché duge mé ta néu trong ban mo ta nay, bao
gdm cdc phuong 4n tét nhat dugc biét dén dbi véi céc tic gia sang ché dé thuc hién sang
ché. Cac bién dbi khac nhau cua céc phuong 4n duge uu tién nay c6 thé try nén rd rang
ddi v6i ngudi c6 hidu biét trung binh c6 trinh d6 trung binh trong linh vyc k§ thust nay
khi tham khdo phin mb ta néu trén. Céc tic gia sang ché cho ring ngudi c6 hidu bibt
trung binh ¢6 trinh d¢ trung binh st dung céc bién dbi nhu vay khi thich hop, va céc tac
gid sang ché du dinh 13 sang ché dugc thue hién theo cach khac véi cach duge mé ta néu
trong ban mo ta nay. Do d96, sang ché bao gdm tit ca c4c thay ddi va bién dbi tuong
duong néu trong yéu cau hd duoc kém theo diy nhu 12 luat sang ché quy dinh. Hon nita,
két hop bat ky cia cac yéu t§ duge moé ta trén day trong tit ca cac thay dbi bién ddi cua
né dugce bao ham trong sang ché trir khi duoc quy dinh khac di néu trong ban mo ta nay

hodc theo ndi dung dugc chi ra rd rang 1a nguoc lai.
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-52-



24622

YEU CAU BAO HO
1. Phuong phap san xuat san phdm sita chua bao gbm cac budc:
(a) cung cép co chét sira;
(b) x1r 1y co chét sita ndy bang enzym c6 hoat tinh glycosidaza lién két v4i N; va

(c) 1én men co chat sita ndy bang vi sinh vat 1én men dé€ tao ra san pham sita

chua.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 bude (b) duge thue hién trude khi hodc trong qua

trinh thuc hién budc (c).

3. Phuong phéap theo diém 1, trong do vi sinh vat nay thudc loai dugc chon tir nhém bao
gdm: Streptococcus thermophilus, Lactobacillus ~delbrueckii subsp. Bulgaricus,
Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides
subsp. cremoris, Pseudoleuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Pediococcus
pentosaceus, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, Lactobacillus cazai
subsp. Cazai, Lactobacillus paracazai subsp. Paracazai, Bifidobacterium bifidum, va

Bifidobacterium longum.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 glycosidaza lién két véi N 13 it nhét mot
glycosidaza dugc chon tr nhém bao gdm: Peptit-N(4)-(N-axetyl-beta-
glucosaminyl)asparagin amidaza (s6 EC: 3.5.1.52) va Endo-B-N-axetylglucosaminidaza
H (s6 EC: 3.2.1.96).

5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 co chét sita nay duge chon tir nhém bao gbm sira

tr dong vat va sira c6 ngudn goc thyuc vat.

6. Phuong phép theo diém 5, trong d6 sira tir dong vat 13 stra thu tir bo, ciry, dong vat cai,

dg, trau hoac lac da.
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7. Phuong phap theo diém 3, trong do sira co nguén géc thuc vt 13 sira du nanh, sira sdi,

sita gao hodc sita hanh nhéan.
8. Séan phim sita chua thu dugc bang phuong phép theo diém 1.

9. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi sinh vat 1én men 13 vi khuén axit lactic.
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