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Linh vuc ky thuat duoe dé cap

Sang ché @ cap dén do udng c6 ga va phuong phép san xudt d6 uéng nay. Cu
thé hon, sang ché 1a dé cap dén viéc cai thién cac dic tinh bot ctia ) uéng co ga.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Thong thuong, vi dy, Tai liéu Patent 1 moé ta chét cai thién dic tinh tao bot va
tinh 6n dinh bot, nhu saponin duoc chiét xuét tir thuc vat, dugc st dung dé cai thién

céc dic tinh bot ctia d ubng ¢6 cdn co ga.

Trong khi do, Tai li¢u Patent 2 md ta réng proteaza cd hoat tinh nhét dinh dugc
st dung trong san xudt dd udng c¢6 cdn c6 ga. Tuy nhién, vé van dé nay, thuong thira
nhan ring viéc sir dung proteaza lam giam tinh dn dinh bot ctia d6 udng co cdn cb ga,
nhu duoc md ta trong Tai li¢u Patent 2.

Tai li€u tinh trang k¥ thuét

Tai liéu Patent

Tai liéu Patent 1: WO 2004/000990 A1

Tai liéu Patent 2: JP 2008-109861 A

Ban chit ky thuit cia siang ché

Céc vin dé ma sang ché giai quyét

Theo cong nghé dugc md ta trong Tai liéu Patent 1 néu trén, mic du cic dac
tinh bot cta d6 uéng ¢ ¢bn ¢co ga co thé duoc cai thién, nhung van can thiét sir dung
chét cai thién dic tinh tao bot va tinh 4n dinh bot chuyén dung cho muc dich cai thién

cac dac tinh bot.

Theo cong nghé dugc md ta trong Tai liéu Patent 2 néu trén, c6 mod ta rdng sy
str phan huy protein tao bot do viéc sir dung proteaza dugc ngin chén, nhung khong c6
md ta nao vé viéc cai thién tinh 6n dinh bot.

Sang ché duoc tao ra dé giai quyét van dé nay, va mot muc dich cta sang ché 1a
dé xudt dd ubng c6 ga voi cac dic tinh bot duoc cai thién mot cach hiéu qua va

phuong phap san xudt dd udng nay.
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Phuong phap giai quyét van dé

Theo mdt phuong an cua sang ché dé giai quyét van dé néu trén, d6 ubng co ga
chtra polypeptit ky nude véi luong 1,1g/lit hodc nhiéu hon. Sang ché dé xuét db udng

6 ga co cac dac tinh bot dugce cai thién mot cach hi€u qua.

Hon nita, polypeptit ky nudc nay co thé 6 tdng cac hing sb Rekker dugc bién
dbi 12 10,3 hodc 16n hon. Hon nita, polypeptit ky nude nay co thé ¢6 ham luong prolin

la 13,5% mol hoac 16n hon.

Hon nita, polypeptit ky nudc nay co thé bao gdm polypeptit c6 trong luong
phén tir ndm trong khoang ttr 10 dén 25kDa. Hon nita, polypeptit ky nudc nay c6 thé la
polypeptit thu dugc tir [da mach.

Theo mot phuong 4n cua séngl ché @& giai quyét van dé nay, phuong phap san
xudt d6 udng cé ga str dung nguyén liéu tho chira lia mach. Phuong phap nay bao gdm
viée xur 1y laa mach bang proteaza dé tao ra d6 udng c6 ga c6 ham lugng polypeptit ky
nudc tdng so véi truong hop khong xir ly Ita mach bing proteaza. Sang ché dé Xuét
phuong phép san xuit dd udng co ga c6 cac dic tinh bot duge cai thién mot cach hiéu
qua.

Hon nita, nguyén liéu tho co thé con bao gém thém lua mach nay mam, va viéc
xu ly Ita mach béng proteaza cé thé duoc thuc hién ma khong cé budc tron Ita mach
véi [da mach nay mam. Hon nita, viéc xtr ly lda mach béng proteaza cd thé dugc thuc
hién dé san xuét d6 udng c6 ga c6 ham lugng polypeptit ky nude ting thém 0,05g/1it

hodc nhiéu hon so v6i trudng hop khong xur ly lua mach bang proteaza.

Theo mdt phuong an cua sang ché dé giai quyét van dé nay, phuong phéap san
xuit d6 ubng cé ga str dung nguyén liéu tho chira lua mach va lua mach nay mam,
phuong phap nay bao gdm: bude xir 1y lta mach 1a gift ché pham ltia mach chtra lta
mach va proteaza ¢ nhiét d0 ma proteaza hoat dong trong bé thir nhét; budc xu ly laa
mach nay mam la giit ché phém lta mach nay mam chira lia mach nay mam & nhiét d6
ma enzym co trong lua mach nay mam hoat dong trong bé thir hai, budc niy song song
vGi bude xtr 1y 1ta mach; va bude tron dé tron ché phém lta mach duogc xu ly béng
proteaza trong budc xur ly 1ia mach voi ché phim lta mach nay méam dugce xir 1y bing
enzym trong budc xu ly lta mach nay mam. Sang ché d& xuat phuong phap san Xudt

d6 ubng c6 ga v6i céc ddc tinh bot duoc cai thién mét cach hiéu qua.
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Theo mdt phuong an cua sang ché dé giai quyét van dé niy, tac nhan cai thién
céc dic tinh bot bao gém polypeptit ky nuéc lam thanh phan hoat tinh. Sang ché &
xuit tac nhan cai thién cac dic tinh bot, c6 kha ning cai thién moét cach hiéu qua cac
dic tinh bot ctia do uéng co ga.

Theo mot phuong an cua sang ché dé giai quyét van d& nay, phuong phép san
xuét do uéng c6 ga bao gém viéc str dung tac nhén cai thién cac ddc tinh bot. Sang ché
dé xuét phuong phép san xuét dd uéng c6 ga vai cac ddc tinh bot duge cai thién mot
cach hiéu qua.

Hiéu qua ctia sang ché

Sang ché @& xuat dd uéng c6 ga vGi cac dac tinh bot duoc cai thién mot cach

hiéu qua va phuong phép san xuit dd ubng nay.

Mo ta van tat cac hinh vé

FIG.1 1a hinh v& thé hién biéu dd minh hoa cic budc chinh c6 trong mot vi du

vé phuong phdp san xuét do udng c6 con ¢ ga theo mot phuong én ctia sang che.

FIG.2A 14 hinh vé& thé hién biéu dd minh hoa vi du vé phd séc ky thu duogc bang
cach phan tich d6 ung c6 cdn ¢6 ga duge san xuat béang cach st dung laa mach khong
duoc xir ly bing proteaza bang sic ky pha dao trong mot vi du theo mét phuong an
clia sang ché.

FIG.2B la hinh v& thé hién biéu d6 minh hoa vi du vé phé sic ky thu duoc béng
cach phan tich d6 udng c6 con cé ga duge san xut bing cach str dung ltia mach dugc
xtr ly bing proteaza P1 bang sic ky pha ddo trong mot vi du theo mot phuong 4n cia
sang ché.

FIG.2C 14 hinh v& thé hién biéu d minh hoa vi du vé& phd sic ky thu duoc bang
cach phan tich db ubng c6 cdn ¢c6 ga dugce san xuit bang cach str dung lua mach duoc
xtr ly bing proteaza P5 bang sic ky pha ddo trong mot vi du theo mot phuong én cia
sang ché.

FIG.2D 14 hinh v& thé hién biéu dd minh hoa vi du vé phd sic ky thu duoc bang

céch phan tich do udng c6 con cé ga dugc san xuat bang cach str dung lia mach dugc
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xu ly bing proteaza P7 béang sic ky pha dao trong mot vi du theo mot phuong an clia

sang ché.

FIG.3 1a hinh v& thé hién dd thi minh hoa su twong quan gifta ham lugng
polypeptit ky nudc va gia tri NIBEM, thu dugc trong mét vi du theo mot phuong an
cla sang ché.

FIG.4 13 hinh v& thé hién bang minh hoa mdi lién hé gifta loai proteaza va mdi
ham luong polypeptit ky nudc va gid tri NIBEM, thu duoc trong mét vi du theo mot
phuong 4n cua sang ché.

FIG.5 12 hinh vé& thé hién bang minh hoa két qua phan tich ché phdm axit amin
cua polypeptit ky nudc trong mot vi du theo mot phuong an cia sang ché.

FIG.6A la hinh v& thé hién biéu dd minh hoa vi du vé phé) sdc ky thu duoc bang
sdc ky loc gel trong mot vi du theo mdt phuong an ctia sang ché.

FIG.6B 12 hinh v& thé hién biéu dd phéng to mdt phan minh hoa phd sic ky
duoc minh hoa trén FIG.6A.

FIG.7A 14 hinh vé& thé hién biéu dd minh hoa vi du khac vé phé sic ky thu dugc
bing sic ky loc gel trong mot vi du theo mdt phuong an clia sdng ché.

FIG.7B la hinh v& thé hién biéu db minh hoa vi du khéc nita vé phé sic ky thu
duogc bing sic ky loc gel trong mot vi du theo mdt phuong 4n clia sdng ché.

FIG.8A 14 hinh vé& thé hién biéu d minh hoa vi du vé phé sdc ky thu duge bang
cach phan tich phan doan thu nhét ctia dung dich 1én men so b, dugc san xuét bing
cach st dung lua mach khoéng dugc xir ly bing proteaza, bang sic ky pha dao trong
mot vi du theo mot phuong 4n cua sang ché.

FIG.SB 14 hinh v& thé hién biéu d6 minh hoa vi du vé phé sdc ky thu duge bang
cach phén tich phan doan thir nhét ctia dung dich 1én men so bd, dugc san xuét bing
cach st dung lda mach dugc xtr ly béng proteaza PS5, bing sdc ky pha dao trong mot vi
du theo mgt phuong an cua sang ché.

FIG.9A 1 hinh v& thé hién biéu dd minh hoa vi du vé phé sdc ky thu duoc béng
cach phan tich phan doan thir hai ctia dung dich 1én men so b, duoc san xuit bang
cach st dung lia mach khong duge xur ly bing proteaza, bang sic ky pha ddo trong

mot vi du theo mot phuong 4n cua sang ché.
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FIG.9B 13 hinh vé& thé hién biéu dd minh hoa vi du v& phé sic ky thu duogc bang
cach phan tich phan doan thtr hai ctia dung dich 1én men so bd, dugce san Xuét béng
cach str dung lua mach duge xtr ly bang proteaza PS5, bang sdc ky pha ddo trong mot vi

du theo mot phuong &n cua sang ché.

FIG.10A 13 hinh v& thé hién biéu dd minh hoa vi du vé phé sic ky thu duge
bang cach phan tich két ta cta chiét xut lta mach trong amoni sulfat bdo hoa tir 0%

dén 40% bang sic ky loc gel trong mot vi du theo mdt phuong an ciia sang ché.

FIG.10B 14 hinh v& thé hién biéu do minh hoa vi du vé& phd sic ky thu duge
bing cach phan tich két tua cta phan chiét laa mach trong amoni sulfat bdo hoa tir

40% dén 75% bang séc ky loc gel trong mdt vi du theo mdt phuong 4n clia sang ché.

FIG.11 14 hinh v& thé hién biéu d6 minh hoa vi du vé phé sic ky thu duogc béng

sic ky trao d6i cation trong mot vi du theo mot phuong én ctia séng ché.

FIG.12 14 hinh v& thé hién dd thi minh hoa mdi lién hé gitta lugng proteaza
duoc bd sung va mdi gia tri NIBEM va d6 bam dinh bot, thu dugc trong mét vi du

theo mot phuong an cua sang ché.

FIG.13 14 hinh v& thé hién bang minh hoa mdi lién hé gitta luong proteaza dugc
bd sung va mdi ham lugng polypeptit ky nudce va gid tri NIBEM, thu duge trong mot

vi du theo mdt phuong 4n cua sang ché.

FIG.14 1a hinh v& thé hién dd thi minh hoa mdi lién hé giita lugng proteaza
duoc bd sung va két qua danh gia cam quan, thu dugc trong mot vi du theo mot
phuong 4n cua sang ché.

FIG.15 1a hinh v& thé hién do thi minh hoa mdi lién hé gitta lugng lua mach
duoc sur dung va mdi gia tri NIBEM va d6 bam dinh bot, thu dugc trong mot vi du
theo mot phuong an cua sang ché.

FIG.16 13 hinh v& thé hién bang minh hoa céc hing s6 Rekker dugc bién dbi doi
véi céc axit amin.

FIG.17 13 hinh vé& thé hién bang minh hoa két qua danh gid sy twong quan gifta
tdng cac hing sb Rekker dugc bién d6i va thoi gian luu trong sc ky pha dao déi véi

nhiéu peptit trong mot vi du theo mot phurong én cua sang ché.
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FIG.18 12 hinh v& thé hién dd thi minh hoa méi lién hé tuyén tinh gitta tong cac
hing sé Rekker dugc bién dbi va thoi gian luu trong sic ky long pha déo hiéu ning

cao, thu duoc trong mot vi du theo mot phuong an cua sang ché.

FIG.19A 14 hinh v& thé hién biéu dd minh hoa vi du vé biéu dd xi ly enzym

trong mot vi du theo mot phuong 4n cta sang ché.

FIG.19B 12 hinh vé& thé hién biéu dd minh hoa mot vi du khac vé biéu do xu ly

enzym trong mdt vi du theo mdt phuong én cua sang ché.

FIG.20 13 hinh v& thé hién dd thi minh hoa vi du vé két qua ddnh gia cam quan

trong mot vi du theo mgt phuong an cua sang ché.

FIG.21 14 hinh v& thé hién dd thi minh hoa vi du vé& két qua dénh gia cac gia tri

NIBEM trong mét vi du theo mdt phuong 4n cia sang ché.

FIG.22 14 hinh vé& thé hién dd thi minh hoa mot vi du khac vé két qua dénh gia

cam quan trong mot vi du theo mot phuwong an ctia sing cheé.

MG ta chi tiét sang ché
Dudi day 1a phan md td mt phuong 4n clia sang ché. Nén luu y ring, sang ché

khong chi gi¢i han & phuong 4an nay.

Trudc tién 14 phdn mo ta do ubng c6 ga theo phuong 4n nay (sau déyv dugc goi
1a "dd ubng theo sang ché"). Theo phwong 4n nay, dd ubng co ga l1a d6 ubng chira khi
cacbon dioxit va cé, vi du, dic tinh tao bot nho d6 16p bot dugc tao ra & phén chét long
bén trén khi duoc rét vao binh nhu cbe thay tinh va tinh dn dinh bot nho dé giir duge
bot dugc tao ra trong khoang thoi gian dinh trude hodc 1au hon. Dac biét 1a, d6 udng
c6 ga co gia tri NIBEM la 50 gidy hodc lau hon, dugc xac dinh theo phuong phéap cua
Hiép hdi Bia chau Au (European Brewery Convention - EBC).

Db ubng cb ga cb thé 14, vi du, dd udng c6 con c6 ga. Theo phuong 4n nay, do
ubng c6 con co ga la dd ubng c6 ga véi cac dic tinh bot néu trén va chtra, vi du, etanol
& nong d6 1% theo thé tich hodc nhiéu hon. Cac vi du cu thé vé d6 udng c6 cdn ¢b ga
bao gdm bia, bia c6 ham lugng lia mach ndy mam thip, va d6 udng co cdn co ga thu
duoc bang cach bd sung rugu manh vao bia c6 ham lugng lta mach nay mam thép

(ruou mui dugc dinh nghia trong Luét Thué déi voi dd udng co con & Nhat Ban).
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Hon nita, dd udng cé ga ciing c6 thé 1a, vi duy, d6 uong c6 ga khong c6 con.
Theo phuong 4n nay, do udng c6 ga khong ¢ con la do uong c6 ga véi cac déc tinh
bot nhu dugc md ta néu trén va chira, vi du, etanol & nong do thap hon 1% theo thé

tich.

Nén luu ¥ ring, gid tri NIBEM duoc sir dung lam s6 chi thi vé tinh 6n dinh bot
ctia d0 udng c6 cdn cb ga nhu bia. Gia tri NIBEM duoc danh gia dudi dang thoi gian
(gidy) can dé lam giam do cao cua bot dugc tao ra khi rot dd ubng co ga vao binh dinh
trude, voi luong dinh truge. Do do, khi gid tri NIBEM trd nén cao hon, tinh 6n dinh

bot ctia dd udng c6 ga ciing cao hon (tinh 4n dinh bot tuyét voi).

Phuong 4n nay chi yéu md ta cc vi du vé viée tao do udng theo sang che, 1a do

udng c6 con co ga.

Db udng theo sang ché 1a dd udng co ga c6 cac dic tinh bot dugce cai thién nho
viée lam tang ham lugng polypeptit ky nude. Polypeptit ky nuée la polypeptit cai thién
céc dic tinh bot cta dd ubéng cé ga moi duge phat hién ra, 1a két qua nghién ctru siu

rong cla cac tac gid sang che.

Cu thé, protein Z c6 trong lugng phan tir khoang 40kDa (sau day dugc goi la
"protein 40kDa'") va protein chuyén lipit 1 (lipid transfer protein 1- LTP1) thuong
duoc biét dén 1a cac protein cai thién cac ddc tinh bot ctia bia. Mat khac, cac tac gia
séng ché da thuc hién cac nghién clru sdu rong mot cach doc lap, va két qua la da tim
ra duogc polypeptit ky nude theo sang ché 1a polypeptit m&i, cai thién cac ddc tinh bot,

va khdc vai protein 40kDa va LTP1.

Polypeptit ky nude nay duge thu duoc, vi du, tir lta mach. Cu thé, polypeptit ky
nude ¢o thé 1a polypeptit thu duoc bing cach xir ly laa mach bang proteaza. Cu thé
hon, polypeptit ky nu¢c nay la, vi du, polypeptit ¢6 san lugng tang bang cach xtr ly lua
mach bang proteaza, so v6i truong hop lta mach khong duge xu ly bang proteaza.

Polypeptit ky nuc duge phat hién trong khoang thoi gian luu thé hién tinh ky
nudc c6 tuong tac tuong d6i rong véi pha tinh trong sic ky pha ddo stt dung cdt bao
gbm pha tinh c6 tinh phan cuc thip va pha dong ¢ tinh phén cuc cao.

Tinh ky nuéc cta polypeptit ky nudc cling co thé duoc dic trung boi, vi du,

téng cac hing s6 Rekker duoc bién ddi (Tham khao 1: R. F. Rekker, The Hydrophobic
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Fragmental Constant, Elsevier, Amsterdam, 1977, p. 301, Tai liéu tham khao 2:
Tatsuru Sasagawa et al., Prediction of Peptide Retention Times in Reversed-Phase
High-Performance Liquid Chromatography during Linear Gradient elution, J ournal of
Chromatography 240 (1982), 329-340, Tham khao 3: Toshiaki Isobe, Norio Okuyama,
Biophysical Chemistry Vol. 30, No. 1 (1986)).

Téng cac hing s6 Rekker duoc bién dbi ciia polypeptit ky nude duoc biéu thi
boi "EDin;i". Trong do, "Dj" 1a hing s6 Rekker dugc bién dbi cua timg axit amin dé tao
nén polypeptit ky nudc. Hon nita, "nj" la s6 cha cac gde axit amin dé tao nén
polypeptit ky nudc. Polypeptit ky nudce cling ¢o thé 1a polypeptit 6 téng cac hing so
Rekker duoc bién d6i 1a 10,3 hodc 16n hon. Polypeptit ky nudc cling co thé 1a
polypeptit ¢co téng cac hing s6 Rekker duoc bién ddi 1a 19,7 hodc 16n hon. Gi6i han
trén cla tong cac hing s6 Rekker dugc bién ddi 1a polypeptit ky nudc khong bi gioi
han cu thé, chi cin 1a polypeptit ky nudc nay c6 thé duoc hoa tan trong dd udng theo

sang ché, va c6 thé 1a 400, chéng han.

Polypeptit ky nu('yé ciing ¢6 thé 1a polypeptit c6 ham lugng prolin l1a 13,5% mol
hodc 16n hon. Cu thé, trong trudng hop nay, polypeptit ky nude co thé 1a polypeptit c6
téng cac héng s6 Rekker duoc bién ddi 1a 10,3 hoic 16n hon va c6 ham lugng prolin la
13,5% mol hoac 16n hon. Hon nita, t8t hon 13 ham luong prolin cta polypeptit ky nudc
1a 14.5% mol hodc nhidu hon, t8t hon nita 12 17,0% mol hodc nhiéu hon. Ham luong

prolin ctia polypeptit ky nudc cling co thé 12 40,0% mol hodc nho hon, ching han.

Polypeptit ky nudc co thé bao gém polypeptit c6 trong lugng phan tir nim trong
khoang tir 10 dén 25kDa. Cu thé, trong truong hop nay, dd ubng theo sang ché chira
polypeptit ky nudc ¢ trong lugng phan tu nim trong khoang ttr 10 dén 25kDa.

Trong lugng phan tir ctia polypeptit ky nude duge do, vi du, bang sic ky loc
gel. Cu thé, polypeptit ky nudc cé trong lugng phén tir nam trong khoang tir 10 dén
25kDa 13, vi du, polypeptit dugc phat hién ¢ thoi gian luu twong tmg voi trong lugng
phan tr nam trong khoang tir 10 dén 25kDa trong sic ky loc gel ¢ st dung cdt bao
gdm pha tinh x6p hoat dong nhu ray phan tir.

Polypeptit ky nuéc cling co thé bao gbém, vi du, polypeptit c6 trong lugng phan
tir ndm trong khoang tir 10 dén 15kDa. Cu thé hon, polypeptit ky nudc co thé bao
gbm, vi du, polypeptit ¢é trong lwong phan tur bang khoang 10kDa.
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Polypeptit ky nuéc cling co thé bao gdm, vi du, polypeptit co trong lugng phén
tr ndm trong khoang tir 15kDa dén 25kDa. Cu thé hon, polypeptit ky nudc c6 thé bao
gdm, vi du, polypeptit co trong lwong phén tir 1én hon 15kDa va 25kDa hoéc nho hon,
cu thé, polypeptit ¢6 trong luong phan tir khoang 20kDa.

Polypeptit ky nudce cling ¢6 thé bao gdm, vi dy, polypeptit co trong lwong phan
t&r nam trong khoang tir 10kDa dén 15kDa (vi du, khoang 10kDa) va polypeptit co
trong luong phan tr nam trong khoang tr 15kDa dén 25kDa (vi du, khoang 20kDa).

Cu thé, trong céc truong hop do, dd uéng theo sang ché co thé chira mdt hodc
ca hai polypeptit c6 trong Iwong phén tu ndm trong khoang tir 10kDa dén 15kDa (vi
du, khoang 10kDa) va polypeptit c6 trong lugng phén tir nam trong khoang tr 15kDa
dén 25kDa (vi dy, khoang 20kDa). Polypeptit ky nuGc cling co thé bao gbém, vi du,
polypeptit co diém déng dién nam trong khoang tir 4,9 dén 5,4.

Polypeptit ky nudc 1a polypeptit c6 kha nang lam tang gia tri NIBEM cua d6
udng c6 cdn c6 ga. Cu thé, polypeptit ky nudc co thé 1a, vi du, polypeptit lam tang gid
tri NIBEM cua d6 udng c6 cdn ¢o ga thém 10 gidy hodc 1au hon thong qua viéc tang

ham lugng cua no trong d6 ubng co con c6 ga thém 0,05g/1it hodc nhiéu hon.

Khéng cé gidi han cu thé nao ddi véi ham luong polypeptit ky nudc trong do
ubng theo sang ché, chi can 14 cac dic tinh bot mong muén. Cu thé, d6 udng theo sang
ché co thé chua polypeptit ky nude voi luong 1,1g/lit hodc lon hon. Hon nita, ham
luong polypeptit ky nudc co thé 1a 1,2g/lit hodc 16n hon, hodc ciing co thé 1a 1,3g/lit

hodc 16n hon.

Cu thé hon, dd ubng theo sang ché c6 thé 1a, vi du, do ubng c6 ga chua
polypeptit ky nude cé tdng cac hing sé Rekker duoc bién ddi 1a 10,3 hogc 16n hon véi
luong 1,1g/lit hodc 16n hon. P udng theo séng ché cling c6 thé 1, vi du, d6 udng c6
ga chira polypeptit ky nudc ¢6 ham lugng prolin 14 13,5% mol hodc 16n hon véi luong
1,1g/lit hodc 16n hon. D) ubng theo sang ché cling c6 thé 13, vi du, d6 ubng c6 ga chira
polypeptit ky nude cd tdng cac hing s6 Rekker duoc bién d6i 1a 10,3 hodc 16n hon va
¢6 ham luong prolin 1a 13,5% mol hodc lén hon véi luong 1,1g/lit hodc 16n hon.
Trong cic truong hop, ham lugng prolin cua polypeptit ky nudc cd thé t6t hon 1a
14,5% mol hodc nhiéu hon, va tét hon nita 1a 17,0% mol hodc nhiéu hon, nhu dugc md

ta & trén.
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Céc dic tinh bot clua do6 uéng theo sédng ché dugc cai thién nho viéc ting ham
lugng polypeptit ky nudc. Cac vi du vé cac dac tinh bot bao gém dic tinh tao bot, tinh
6n dinh bot, va d6 bam dinh bot. Do d6, vi dy, tinh dn dinh bot cua dd uéng theo séng
ché duoc cai thién do ham luong polypeptit ky nudc ting. Cu thé, trong trudng hop
nay, gia tri NIBEM cua d6 udng theo sang ché tang.

bd uéng theo sang ché co thé 1a, vi du, dd uéng 6 cdn ¢b ga cb gid tri NIBEM
béng hodc cao hon so vai gia tri cho trude. Cu thé, vi du, gia tri NIBEM cua d6 uéng
theo sang ché c6 thé 1a 300 gidy hodc 1au hon, c6 thé 14 320 gidy hodc lau hon, hodc ¢6

thé 1a 350 gidy hoic lau hon.

Tiép theo 1a phin md ta phuong phép theo phuong én nay (sau ddy dugc goi la
"phuong phép theo sang ché"). Phuong phép theo sang ché c6 thé 1a phuong phap sén
xuét d6 udng cé ga. Trong trudng hop nay, t6t hon 1a dd udng theo sang ché co thé
duoc san xuit bang phuong phap theo sang ché. Phuong phap theo sdng ché ciing co

thé 14 phuong phap cai thién cac dic tinh bot clia d6 udng co ga.

Phuong phép theo sang ché c6 thé 14, vi du, phuong phép san xuit d6 ubng c6
ga vGi cac dic tinh bot duoc cdi thién bang cach lam ting ham lugng polypeptit ky
nude. Phuong phap theo sang ché ciing c6 thé 1a, vi du, phuong phap cai thién cac dic

tinh bot ctia d0 udng co6 ga bang cach lam ting ham luong polypeptit ky nudc.

Khoéng c6 giéi han cu thé nao ddi voi phuwong phap lam tang ham luong
polypeptit ky nuée. Vi du, ¢6 thé dung phuong phép xt ly 1ua mach c6 trong nguyén
liéu thd bang proteaza trong qué trinh san xuét d6 udng c6 ga, hoic phuong phéap bd

sung polypeptit ky nude thu dugc tur trude.

Phuong phap theo siang ché co thé 13, vi du, phuong phép san xuit d6 ubng c6
ga st dung nguyén liéu tho chira ltia mach, phuong phdp nay bao gbm viéc xtr ly lua
mach bang proteaza dé san xuét dd udng cé ga c6 ham lugng polypeptit ky nudc tang.
Cu thé, trong truong hop ndy, trong phuong phap theo sang ché, ham lugng polypeptit
ky nudc trong dd udng c6 ga ting, béng cach xir ly lua mach trong nguyén ligu tho véi
proteaza, so v6i truong hop trong d6 laa mach khong duoce xur ly bing proteaza. Nhu
duoc md ta néu trén, khi lta mach duoc sir dung lam nguyén li€u tho, cac dac tinh bot
cua dd uéng c6 ga dugc san xudt c6 thé duoc cai thién mot cach hiéu qua bang cach xir

ly ltia mach bang proteaza trong budc xir Iy nguyén ligu tho.
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Phuong phép theo sang ché ciing c6 thé 13, vi du, phuong phép cai thién cic dic
tinh bot cua dd udng c6 ga ma dugc san xuit bing cach str dung nguyén liéu tho chia
lta mach, phuong phéap nay bao gdm viée xtr ly lta mach bing proteaza dé cai thién

céac dic tinh bot cua do udng co ga.

Cu thé hon, trong phuong phép theo sang ché, vi du, d6 udng co ga chua
polypeptit ky nudc véi lugng 1,1g/lit hodc 16n hon ¢6 thé duogc san xuit bang cach xtr
ly lta mach béng proteaza dé ting ham lugng polypeptit ky nudc. Phuong phap theo
sang ché ciing c6 thé 13, vi du, phuwong phép cai thién céc dac tinh bot cua d6 ubng c6
ga bang cach xt Iy lua mach c6 trong nguyén li¢u thd véi proteaza dé lam ting ham
luong polypeptit ky nudc trong dd ubng c6 ga dén ham luong 1,1g/lit hodc 16n hon.
Hon nita, ham lugng polypeptit ky nudce trong dd ubng co ga cb thé t5t hon 1a 1,2g/lit

hoic 16n hon, tét hon nita 1a 1,3g/lit hodc 16n hon.

Phuong phap theo sang ché ciing ¢6 thé 13, vi du, phuong phap san xudt dd
udng c6 ga s dung nguyén liéu thé chira lia mach va lua mach nay mam, phuong
phap nay bao gbm viée xir ly lua mach béang proteaza khong c6 budc tron lia mach véi

lta mach ndy mam dé san xuét dd ubng c6 ga c6 ham lugng polypeptit ky nudc ting.

Cu thé, trong trudng hop nay, ché pham lua mach chta polypeptit ky nudc
duoc tao ra bing cach xt ly lta mach bang proteaza, va sau do tron ché phim lua
mach vé&i lta mach nay mam. Do d6, c6 thé tranh dugc mot cich hiéu qua anh huong
cua proteaza 1én lta mach nay mam, cling v&i viée tao ra mdt cach hiéu qua polypeptit
ky nudc, bang cach xt 1y c6 chon loc, béng proteaza, chi lia mach trong s6 lua mach

va lta mach ndy mam c6 trong nguyén liéu tho.

Phuong phap theo sang ché ciing c6 thé 13, vi du, phuong phép san xudt dd
ubng c6 ga c6 ham lugng polypeptit ky nudc tang thém 0,05g/1it hodc nhiéu hon bang
cach xtr ly lta mach bing proteaza.

Cu thé, trong trudong hop nay, trong phuong phdp theo sang ché, ham luong
polypeptit ky nudc trong d6 ubng c6 ga ting thém 0,05g/lit hodc nhiéu hon bang céch
xur ly Ita mach c6 trong nguyén li¢u thd béng proteaza, so v4i trudong hop ma lua mach
khong dugc xtr ly bang proteaza.

Viéc xtr Iy 1a mach béng proteaza dugc thuc hién bang cach tron lua mach va

proteaza vOi nudc va gilt hdn hop dugc tao ra ¢ nhiét do ma proteaza phan tmg. Khong
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c6 gioi han cu thé nao ddi voi nhiét do xu ly, chi cin 1a proteaza hoat dong, va c6 thé
14, vi du, nim trong khoang tir 30°C dén 70°C, c6 thé t5t hon 12 nim trong khoang tur
30°C dén 65°C. Khong c6 gii han cu thé nao ddi véi thoi gian gitt hon hop & nhiét do
xtr 1y, chi cin 13 Ita mach duge xur Iy du thoi gian bing proteaza, va c6 thé 13, vi du,

nim trong khoang tir 1 d&n 120 pht.

Khi nguyén liéu thé chita lta mach va lia mach nay mam dugc st dung trong
phuong phép theo sang ché, vi du, viéc xir Iy bang proteaza cé thé duoc thuc hién
bing cach gitt hon hop chira lta mach, lua mach nay mam, proteaza, va nudc & nhiét

d6é ma proteaza phan Ung.

Phuong phép theo sang ché ciing ¢6 thé 14, vi du, phuong phap san xudt do
udng c6 ga sir dung nguyén liéu thd chira lta mach va lta mach nay mam, phuong
phap nay bao gdbm: budc xtt ly lta mach 1a gift ché phim lua mach chira ltia mach va
proteaza & nhiét do ma proteaza hoat dong trong bé thr nhét; budc xtr ly lta mach nay
mam la gitr ché phém lua mach nay mam chira lta mach nay mam & nhiét d6 ma
enzym c6 trong lia mach nay mam hoat dong trong bé thir hai, song song v&i bude xtt
ly lta mach; va budc tron d& tron ché pham xir 1y lta mach bang proteaza trong budc
xu ly lua mach voi ché phdm lia mach nay mam duoc xtr Iy bing enzym trong budc

xU ly lia mach ndy mam.

Trong trudng hop ndy, budce xir ly lta mach va bude xir ly la mach nay mam
duoc tién hanh song song. Cu thé, it nhit mét phan cia bude xtt Iy lua mach nay mam
duoc tién hanh ddng thoi vai viée tién hanh it nhat mot phan ctia bude xir ly lua mach.
Bé thir nhit va bé tht hai 1a khong bi gi6i han cu thé, chi can la viéc xtr ly lta mach
béng proteaza va viéc xur ly lua mach nay mam béng enzym cO thé duoc thuc hién doc
1ap. Vi dy, khi st dung thiét bi san xuét dd udng c6 cdn ¢6 ga nhu bia hodc bia c6 ham
luong lGa mach ndy mam thép, thung kin co thé duoc stir dung lam bé tha nhit va ndi
kin c6 thé dugc sir dung lam bé thir hai.

Lua mach c6 thé duoc xur ly béng proteaza ¢ nhiét do thu nhét, va lta mach nay
mam c6 thé duoc xi ly bing enzym & nhiét do thir hai khac véi nhiét d tht nhét. Cu
thé, vi du, ché phém lta mach dugc gilt trong bé thit nhat & nhiét do thir nhit trong

budc xu ly lia mach, va ché phdm lua mach nay mam duoc gift trong bé thi hai &
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nhiét do th hai, nhiét do nay thép hon so vé&i nhiét do thir nhit, trong bude xt ly lta

mach ndy mam.

Trong truong hop nay, khong c6 gisi han cu thé ddi véi nhiét do gitr ché pham
lua mach, chi can 1a & nhiét d6 d6 proteaza hoat dong, va co thé 13, vi du, ndm trong
khoang tir 60°C dén 70°C, ¢6 thé t6t hon 1a nim trong khoang tir 60°C dén 65°C. Hon
nita, khogng cé gidi han cu thé déi voi nhiét do git ché phém Iia mach nay mam, chi
can 1a & nhiét d6 d6 enzym c6 trong lta mach nay mam hoat dong, va co6 thé 1a, vi du,
45°C hodc cao hon va thép hon 60°C, ¢6 thé t6t hon 1a 45°C hodc cao hon va thép hon
55°C. Nén luu y ring, viéc xir ly lua mach bang proteaza va viéc xt ly lta mach nay

mam véi enzym c¢6 thé duge thuc hién & cuing nhiét do.

Nén luu y rang, trong bude xt ly lta mach, lta mach c6 thé duoc xir ly bang
proteaza ma khong dugc tron vo6i lta mach nay mam, nhung budc nay khong chi gisi
han & d6, va vi du, ché phém lua mach c6 thé chira lta mach nay mam voi lugng nho
hon so véi lugng Ita mach. Tuong tu, trong budc xir Iy lua mach nay mam, lia mach
nay mam c6 thé duge xtt ly bing enzym va khong dugce tron véi lua mach, nhung budce
nay khong chi giéi han & do, va vi du, ché pham lia mach nay mém c6 thé chira lua

mach véi luong nho hon so véi lugng Iia mach nay mam.

O budce tron, ché pham lua mach duge dua vao xir ly bang proteaza dugc tron
v6i ché phdm lua mach ndy mam duoc dua vao xir ly bang enzym c6 trong lta mach
nay mam. Khong c6 giéi han cu thé ndo doi voi phuong phap tron ché pham lda mach

vGi ché pham lta mach ndy mam.

Cu thé, vi du, ché phém laa mach c6 thé dugc tron véi ché phém lta mach nay
mam béng cach chuyén mot trong s6 ché phdm lta mach va ché phdm lua mach nay
mam tir mot trong s6 bé thi nhat va bé tht hai vao bé con lai. Theo cach khac, ché
phim Ita mach c6 thd duogc tron voi ché pham la mach nay mim trong bé thir ba
bang cach chuyén lan luot ché pham lta mach va ché phdm Ita mach nay méam tir bé

thtr nhit va bé thit hai vao bé thtr ba.

Nhu dugc mé ta & trén, khi viéc xt ly Ita mach va viéc xtr ly Ita mach nay
mam dugc tién hanh mot cach doc 1ap lan luot trong bé th(t nhét va bé thu hai, lta

mach duoc xir Iy da bang proteaza dé tao ra polypeptit ky nudc mot cach hiéu qua, va
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Ita mach ndy mam duoc xtt ly mét cach thich hop bang enzym trong khi chic chin

tranh duoc anh hudng cta proteaza doi véi ltia mach nay mam.

Phuong phép theo sang ché cling c6 thé 13, vi du, phuong phép cai thién cac dédc
tinh bot cta do udéng c6 ga ma dugc san xuét bang cach st dung nguyén li¢u thd chira
lua mach, phuong phap nay bao gdm viéc cai thién cac dic tinh bot cia d6 ubng co ga
bing cach xt ly lta mach bing proteaza dé tang ham luong polypeptit ky nudc trong
dd ubng c6 ga thém 0,05g/lit hodc nhiéu hon so véi trudng hop ma lta mach khong

duoc xur 1y bang proteaza.

Trong truong hop nay, trong phuong phap theo sang ché, vi du, ham lugng
polypeptit ky nudge trong d6 ubng co ga co thé tang thém 0,05g/1it hodc nhiéu hon, va
gia tri NIBEM cua d6 udng c6 ga co thé ciing ting thém 10 gidy hodc nhiéu hon.

Hon nita, tot hon 1a ham luong polypeptit ky nude trong d6 udng co ga cb thé
tang thém 0,1g/lit hodc nhidu hon, t6t hon nita 1a ting thém 0,15g/lit hodc nhiéu hon,
va t6t nhit 1a ting thém 0,2g/lit hogc nhiéu hon.

Phuong phap theo sang ché cling c6 thé 1, vi du, phuong phap san xuét do
ubng c6 ga st dung nguyén li¢u thd chira lua mach, phuong phap nay bao gdm viée
lam tang san lugng polypeptit ky nudc trén mdi kg lta mach thém 0,3g hodc nhiéu hon

bang cach xu ly lua mach biang proteaza.

Cu thé, trong truong hop nay, trong phuong phap theo sang ché, san luong
polypeptit ky nudc trén mdi kg lua mach tang thém 0,3g hodc nhiéu hon bang cach xtt
Iy lta mach c6 trong nguyén liéu tho bing proteaza so véi trudng hop ma lia mach

khong duoc xur ly bang proteaza.

Phuong phép theo sang ché ciing c6 thé 13, vi dy, phuong phép cai thién cac dac
tinh bot cua dd uéng c6 ga ma dugc san xuét bang cach st dung nguyén li¢u tho chira
lia mach, phuong phap nay bao gém viéc cai thién cac dac tinh bot cua d6 uéng co ga
bang cach xtt ly lta mach bing proteaza dé 1am tang san luong polypeptit ky nudc trén

mdi kg Iia mach thém 0,3g hodc nhiéu hon.

Hon nita, t6i hon 13 san lugng polypeptit ky nudc trén moi kg lta mach ¢ thé
tang thém 0,6g/lit hodc 16n hon, tot hon nita 1a ting thém 0,9g/1it hodc nhiéu hon, va

t5t nhat 1a ting thém 1,2¢g/lit hodc nhiéu hon.
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Phuong phap theo sang ché ciing c6 thé 13, vi du, phuong phép san xuét do
ubng c6 ga s dung nguyén li€u thd chia lua mach, phuong phép nay bao gdm viéc
tao ra polypeptit ky nudc véi luong 6,6g hodc nhiéu hon trén mdi kg lua mach bang

cach xur ly ltia mach bang proteaza.

Khi phuong phéap theo sang ché 12 phuong phéap san xut dd udng c6 cdn cb ga,
thi dung dich 1én men so b chira polypeptit Ky, nuée thu duoc véi lugng 6,6g hodc
nhiéu hon trén mdi kg lta mach duoc didu ché, va tién hanh lén men ruou bang cach

b6 sung men vao dung dich 1én men so bo.

Phuong phép theo sang ché co thé 13, vi du, phuong phép cai thién cdc dic tinh
bot cua dd ubng co ga ma dugc san xuét bang cach st dung nguyén liu thd chura lua
mach, phuong phap nay bao gém viéc cai thién cac déc tinh bot cua dd ubng c6 ga
bang cach lam ting san lugng polypeptit ky nude trén mdi kg lta mach dén 6,6g hodc

16n hon bing cach xtr ly lta mach bang proteaza.

Hon nita, tt hon 14 san lugng polypeptit ky nude trén mdi kg lta mach 1a 7,0g

hoac nhiéu hon, t&t hon nita 1a 7,1g hodc nhiéu hon, t6t nhét 1a 7,2g hoac nhiéu hon.

FIG.1 1a biéu dd tién trinh minh hoa cac budc chinh co trong mot vi du vé
phuong phap san xuét dd ubng c6 cdn ¢6 ga theo sang ché. Nhu dugc minh hoa trén
FIG.1, phuong phép theo sang ché trong vi du nay bao gdm budc 1én men so b 10 1a
bude didu ché dung dich 1én men so bd su dung nguyén liéu thd chia lta mach, bude
1én men 20 1a budc tién hanh 1én men rugu bang cach bd sung men vao dung dich lén

men so bd, va budc sau 1én men 30 1a bude thu nhan cudi cung do6 udng cé con co ga.

Trong budc 1én men so bd 10, dau tién, nguyén liéu tho dé tao dung dich 1én
men so bd duoc diéu ché. Nguyén liéu thd dé tao dung dich 1én men so bd chira
nguyén liéu thd lua mach. Nguyén liéu thd lua mach chia it nhit 14 laa mach (lua
mach khong nay mam). Khong c6 gioi han cu thé nao ddi voi céac loai lua mach va mot
hoac nhiéu loai lta mach bat ky ¢ thé duoc st dung. Lua mach khong cd vo ciing co
thé duoc str dung.

Nguyén liéu thd dé tao dung dich 1én men so by cling co thé chua thém lta
mach nay mam. Cu thé, trong truong hop nay, nguyén liéu tho dé tao dung dich lén
men so bd chta nguyén liéu thé lia mach chtra lta mach va lta mach nay mam.

Khong c6 gidi han cu thé nao d6i v6i cac loai ltia mach ndy mam va mot hodc nhiéu
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loai bat ky c6 thé dugc st dung. Cu the, lta mach ndy mam thudng duoc st dung
trong san xuat do udng cd con c6 ga nhu bia c¢6 thé duoc st dung lam lua mach nay
mam. Lia mach nay mam c6 thé dugc san xudt cho lia mach ngadm nudc véi luong

thich hop dé 1am nay mam lia mach & nhiét d thich hop khi c6 mit oxy.

Vi du, nguyén li¢u thé Ida mach cé thé chira lta mach véi luong 1% trong
lugng hodc nhiéu hon va 100% trong luong hodc it hon va lia mach nay mam véi
luong 0% trong luong hodc nhiéu hon va 99% trong luong hodc it hon, cé thé chua lua
mach véi luong 32% trong lugng hodc nhiéu hon va 100% trong luong hodc it hon va
lta mach nay mam vé6i luong 0% trong luong hoic nhiéu hon va 68% trong lugng
hodc it hon, c6 thé chira lta mach véi lwong 51% trong lugng hoic nhiéu hon va 100%
trong luong hodc it hon va lua mach nay mam véi lugng 0% trong luong hodc nhiéu
hon va 49% trong luong hodc it hon, hodc ¢o6 thé chtra lta mach véi luong 76% trong
luong hodc nhiéu hon va 100% trong lwong hodc it hon va la mach nay mam véi

luong 0% trong lugng hodc nhiéu hon va 24% trong luong hodc it hon.

Ty 1é phéan trim ctia nguyén liéu tho lta mach trong nguyén liéu tho dé tao dung
dich 1én men so bo co thé 14, vi du, 1% trong lwong hoic nhiéu hon va 100% trong
luong hodc it hon, 20% trong lugng hodc nhiéu hon va 100% trong luong hodc it hon,

hoac 25% trong lugng hodc nhiéu hon va 95% trong luong hodc it hon.

Nguyén li€u thod dé tao dung dich lén men so bo cling ¢ thé chira thém hoa
hublong. Khong ¢6 gidi han cu thé nao dbi véi cac loai hoa hublong va cé thé sir dung
mdt hodc nhidu loai bit ky ctia n6. Ngoai nguyén lidu tho Ita mach néu trén, nguyén
liéu tho dé tao dung dich Ién men so b cling c6 thé chtra gao, lua mach khong vo, lua
my, va lia my ndy mam.

Nguyén liéu thd dé tao dung dich 1én men so b cling c6 thé chtra ngudn nito va
ngudn cacbon c6 kha nang dugc ddng héa boi nim men. Vi du, cac protein thoai bién
va peptit dugc tao ra tir ngli cbe, tinh bot thoai bién duoc tao ra tir ngli cde, va cao nAm
men c¢6 thé dugc st dung lam nguén nito va nguén cacbon. Dac biét 1a, vi du, cac
protein thoai bién va peptit ¢6 ngudn gdc tir dau Ha Lan, dau twong, hoic ngd, sacarit
1ong (duogc goi 1a duong 16ng) duoc sdn xut bing cach phan hay va tinh ché tinh bot
c6 ngudn gde tir ngii cde nhu ngd, va cac protein, peptit, va cac axit amin dugc chiét

xuat tr nam men c6 theé duoc sir dung.
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Ngoai ra, trong phwong phap theo sang ché, lia mach c6 trong nguyén liéu thd
dé tao dung dich 1én men so bo duge xit Iy béng proteaza. Cu thé, vi du, xtr ly lda
mach bing proteaza sao cho ham luong polypeptit ky nudc trong dd ung c¢é cdn c6 ga
ma duoc san xudt bang phuong phap theo sdng ché bing 1,1g/lit hodc 16n hon. Trong
truong hop nay, lta mach ciing c6 thé duoce xir Iy bang proteaza sao cho ham lugng

polypeptit ky nudc bang 1,2g/lit hogc 1én hon, hodc 1,3g/lit hodc 1én hon.

Lua mach con duge xir Iy bing proteaza sao cho ham lugng polypeptit ky nudc
trong dd udng c6 ¢on ¢ ga dwoc san xudt bang phuong phap theo sang ché ting thém
0,05g/1it hodc nhidu hon. Trong trudng hop niy, lia mach cling c6 thé duoc xr 1y bang
proteaza sao cho ham lugng polypeptit ky nudc tang thém 0,1g/lit hodc nhiéu hon,

0,15g/lit hodc nhiéu hon, hodc 0,2g/lit hodc nhiéu hon.

Lua mach con dugc xir Iy bing proteaza sao cho san lwong polypeptit ky nudc
trén mdi kg lta mach tiang thém 0,3g hodc nhidu hon. Trong trudng hop nay, ia mach
cling c6 thé dugc xir Iy bang proteaza sao cho san lugng polypeptit ky nudc trén mdi
kg lta mach tang thém 0,6g/lit hodc 16n hon, 0,9g/1it hodc 16n hon, hodc 1,2g/lit hodc

16n hon.

Lua mach con dugc xir Iy bing proteaza sao cho san lwong polypeptit ky nudc
trén mdi kg lua mach ting dén 6,6g hodc 16n hon. Trong trudng hop nay, lua mach
cling c6 thé duoc xir Iy bang proteaza sao cho san lugng polypeptit ky nudc trén mdi
kg lta mach ting dén 7,0g hodc 16n hon, dén 7,1g hodc 16n hon, hodc dén 7,2g hoic

16n hon.

Viéc xur ly lua mach béng proteaza nay co thé duoc thuc hién béng cach chon
mot céch thich hop loai proteaza, va didu kién cho phan ung enzym bang proteaza (vi
du, ndng d6 proteaza, nhiét do phan tng, thoi gian phan tmg, hodc do pH clia dung

dich phan tmg).

Khéng ¢6 gioi han cu thé nao dbi véi proteaza, chi can 14 proteaza hoat dong
trén laa mach, va co thé st dung mot hosic nhiéu loai proteaza bét ky. Cu thé, biét réng
proteaza con co mit trong lia mach nidy mam, nhung trong phwong phép theo sang
ché, co thé bd sung proteaza (proteaza ngoai sinh), khac véi proteaza trong ltia mach
nay mam (proteaza ndi sinh). Cu thé, proteaza dé hoat dong trén lia mach dugc bd

sung theo cach ngoai sinh. Péc biét 1a, vi dy, proteaza duoc san xudt bang cach su
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dung vi sinh vat cé thé duge st dung. Cac vi du vé vi sinh vat dé sir dung trong san

Xuat proteaza bao gdm Aspergillus oryzae va Streptomyces sp.

Pbi v6i proteaza, t6t hon 14 str dung proteaza lam ting mot cach hiéu qua ham
luong polypeptit ky nude trong dd udng c6 con c6 ga duoc san xuét bang phuong phap
theo sang ché. Cu thé, vi du, c6 thé sir dung proteaza lam ting ham lugng polypeptit
ky nudc trong d6 ubng cé cdn ¢6 ga dén 1,1g/lit hodc 1én hon. Trong trudong hop nay,
proteaza lam tang ham lugng polypeptit ky nudc dén 1,2g/lit hodc 1én hon hodc

1,3¢/lit hodc 16n hon cling cé thé duoc str dung.

Hon nita, vi du, proteaza lam tang ham luong polypeptit ky nudc trong d6 udng
¢ ¢con ¢co ga thém 0,05g/1it hodc nhiéu hon ¢6 thé duoc st dung. Trong truong hop
ndy, proteaza lam ting ham luong polypeptit ky nude thém 0,1g/lit hodc nhiéu hon,

0,15g/1it hodc nhiéu hon, hodc 0,2g/1it hozc nhiéu hon ciing ¢6 thé duoc st dung.

Hon nfta, vi du, proteaza lam ting san lugng polypeptit ky nuéc trén mdi kg lta
mach thém 0,3g hodc nhidu hon c6 thé duge st dung. Trong trudng hop nay, proteaza
lam ting san lugng polypeptit ky nudc trén mdi kg lia mach thém 0,6g/lit hodc 16n

hon, 0,9g/1it hodc 16n hon, hodc 1,2g/1it hodc 16n hon cling co6 thé duoc st dung.

Hon nfta, vi du, proteaza lam tang san luong polypeptit ky nudce trén moi kg lta
mach dén 6,6g hodc 16n hon ¢6 thé dugc st dung. Trong trudng hop ndy, proteaza lam
tang san lugng polypeptit ky nudc trén mdi kg lia mach dén 7,0g hodc 1én hon, dén

7,1g hodc 16n hon, hodc dén 7,2g hodc 16n hon cling ¢o6 thé duoc st dung.

Vi du, proteaza nay co thé dugc chon 1a loai proteaza cé thé dat dugc ham
luong va/hodc san luong polypeptit ky nudc néu trén tur nhiéu loai proteaza. Cu thé, vi
du, proteaza dugc uu tién néu trén co6 thé duge chon béng cach xtr ly lia mach c¢6 trong
nguyén liéu th bang proteaza twong g dé san xuit dung dich 1én men so bd va/hodc
dd udng co con cb ga, va so sdnh cac san lugng cla polypeptit ky nude tir lta mach

va/hodc cac ham lugng polypeptit ky nudc trong d6 udng c6 cdn cb ga.

Khéng ¢6 gidi han cu thé nao d6i voi luong proteaza can sir dung khong bi gisi
han cu thé, chi can 1a proteaza hoat dong mot cach hi¢u qua trén lta mach, va vi du,
lugng nay co thé 1a 0,0025% trong luong hodc nhiéu hon va 0,5% trong lugng hodc it
hon tinh theo nguyén liéu thé lta mach. Trong truong hop nay, vi dy, ti 1€ khéi luong

cua proteaza tinh theo nguyén liéu tho lia mach c6 thé 1a 0,0025% trong lugng hodc
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nhiéu hon va nho hon 0,5% trong luong, ¢6 thé 13 0,01% trong luong hodc nhiéu hon
va nho hon 0,5% trong lugng, co thé 14 0,01% trong lugng hodc nhiéu hon va 0,4%
trong lugng hodc it hon, cé thé 1a 0,025% trong lugng hoic nhiéu hon va 0,4% trong
luong hodc it hon, hodc ¢o6 thé 1a 0,05% trong luong hoic nhiéu hon va 0,4% trong

lugng hodc it hon.

Viée xir Iy ltia mach bing proteaza c6 thé duoc tién hanh bang cach tron lta
mach va proteaza v&i nudce va gitt hdn hop thu duoc 6 nhiét do phi hop cho viée xtr Iy
enzym bang proteaza (vi du, nim trong khoang tr 30°C dén 70°C, c6 thé tot hon la
nim trong khoang tr 30°C dén 65°C) trong khoang thoi gian dinh trudce (vi du, tir 1

dén 120 phut), nhu duge mo ta & trén.

Cu thé, khi lta mach va lia mach ndy mam dugc st dung lam nguyén li€u tho
laa mach, vi du, viéc xt Iy bing proteaza c6 thé dugc tién hanh bang cach tron lua
mach, lda mach ndy mam, proteaza, va nudc va gitt hdn hop duoc tao ra ¢ nhiét do

dinh trude trong khoang thoi gian dinh trude.

Hon nfta, khi lta mach va lia mach nay mam duogc sir dung lam nguyén liéu tho
lta mach, vi duy, Iia mach cling co thé duoc xtr 1y béng proteaza me‘l,,khéng can duogc
tron voi laa mach nay mam. Cu thé, trong trudong hop nay, viée xu ly bing proteaza
duoc tién hanh bang cach diéu ché dung dich duoc tron chtra lta mach va proteaza va
khong chtra lta mach nay mam va gitt dung dich duoc tron & nhiét do dinh trude trong
khoang thoi gian dinh trude. Trong truong hop khac, vi du, ddu tién, lta mach,
proteaza, va nudc ¢ thé duoc nap vao thung kin dé tién hanh xtr ly bang proteaza, va

sau d6 lua mach nay mam c6 thé dugc nap vao thung kin.

Hon nfta, vi du, trong khi lia mach ndy mam va nudc duoc nap vao thung kin
dé tién hanh dam hoa va duong hoa, lta mach, proteaza, va nudc duge tron de thue
hién viéc xur ly bang proteaza dé tao ra ché pham lta mach trong binh khac véi thing

kin, va ché phdm lia mach cfing c6 thé dugc nap vao thung kin.

Trong trudng hop ndy, thoi diém bd sung ché phdm lta mach vao la mach nay
mam co thé 1a thoi diém bAt ky trudce khi bit diu qua trinh 1én men, s& duoc mo ta sau.
Cu thé, vi du, ché phém laa mach c6 thé duoc tron véi lta mach nay mam ¢ thoi gian
sau khi dam héa ltia mach nay mam va trudc khi duong hoa, & thoi diém bét ky trong

qué trinh dudng héa, & thoi gian sau khi duong héa va trude khi loc, ¢ thoi gian sau
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khi loc va trude khi dun sbi, hodc & thoi gian sau khi dun sbi va trude khi bat dau 1én
men. Hon nita, trong bét ky trudng hop nao, proteaza co thé duoc bét hoat & thoi diém
bat ky. Cu thé, vi du, proteaza trong ché phdm lua mach ¢6 thé duoc bat hoat trudce
bang cach gia nhiét ché pham Iia mach truéc khi b6 sung ché phim nay vao lua mach
nay mAm. Hon nita, khi gia nhiét cho ché phérn lua mach dugc bd sung vao lua mach
nay mam dén nhiét d6 ma proteaza dugc bét hoat, trong budc dudong hoa hodc tuong
tu, ché phdm lia mach chtra proteaza ma khong dugc bét hoat ciing ¢6 thé duge bd

sung.

Khi xtr ly Ida mach béng proteaza ma khong dugc tron vé6i lia mach nay mam,
c6 thé xu ly mot cach chon loc lia mach béng proteaza dé tao ra mot cach hiéu qua
polypeptit ky nudc, va tranh dugc mot cach higu qua anh huong cta proteaza déi voi
lta mach ndy mam. Hon nita, trong trudong hop nay, hiéu qua loc cua dung dich

nguyén li¢u thd cling co thé duoc cai thién.

Hon nita, buéc 1n men so b 10 ¢6 thé bao gdm budce xu ly Ita mach, bude xi
ly lta mach nay mam, va budc tron néu trén. Trong trudng hop nay, trong budc 1én
men so bd 10, budce xr ly ta mach st dung bé thur nhat va budce xir ly lua mach nay
mam st dung bé th hai duoc tién hanh song song, va ché phim ltia mach duge xtr ly
trong budc xu ly Ita mach va ché phim ltia mach nay mam duoc xir Iy trong bude xir

ly lta mach nay mam duoc tron dé tao ra dung dich 1én men so bd trong bude tron.

Hon nita, nhu duge mod ta ¢ trén, viéc xr ly lua mach béng proteaza co thé duogc
tién hanh & nhiét do tha nhét , va viéc xtr ly laa mach nay mam véi enzym co thé duoc
tién hanh & nhiét do thi hai 1a khac v6i nhiét d6 thir nhat . Cu thé, vi du, khi nhiét do
thir hai thip hon so v6i nhiét do thir nhét, ché phim lua mach dugc git ¢ nhiét do thu
nhét trong bude xtr ly lta mach, ché phém lta mach nay mam duoc gitt & nhiét do thi
hai trong budc xur ly lta mach nay mam, va tron ché phim lia mach voi ché pham lua
mach nay mam, va hdn hop duge tao ra duoc gitt thém & nhiét do bang hoidc cao hon
s0 voi nhiét do tht nhét .

Nhu duge md ta & trén, nho thuc hién mot cach doc 1ap viée xur ly la mach va
viéc xir ly lia mach nay mam lan luot trong bé thir nhit va bé thi hai, c6 thé xtr Iy mot

cach day dua lua mach bing proteaza ngoai sinh dé tao ra mot cach hiéu qua polypeptit
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ky nudc, va xtr ly mot cach thich hop lta mach nay mam bang enzym ndi sinh trong

khi chiic chin tranh duoc anh hudng ctia proteaza ngoai sinh 1én lia mach nay mam.

Cu thé, vi dy, viéc xit ly lua mach nay mam béng enzym trong bé thir hai duoc
thuc hién mot cach chéc chén trong khoang nhiét do tuong d61 hep (vi du, 45°C hodc
cao hon va thip hon 60°C) phu hop cho qué trinh dam hoa, trong khi viéc xu ly lua
mach béng proteaza trong bé thir nhit c6 thé duoc thuc hién trong khoang nhiét do
rong (vi du, ndm trong khoang tir 30°C dén 70°C) tuy thudc vao cac dac tinh mong
muén can dem lai cho db uéng c6 cdn cé ga cn duoc san xuat cudi cing. Chat lugng
va luong thanh phan (vi dy, hop chit chira nito nhu axit amin va peptit) dugc chiét
xuét tir laa mach c6 thé duoc kiém soat tily thudc vao nhiét dd ma lia mach dugce xur
ly. Cu thé, trong khoang nhiét d¢ tir 30°C dén 70°C, polypeptit ky nudc cd thé dugc
tao ra mdt cach hiéu qua tir lua mach, va viéc chiét thanh phﬁn tao mui tr lia mach cé

thé duoc kiém soat trong khoang nhiét do uu tién.

Dac biét la, vi du, dd uéng ¢ ¢on ¢6 ga c¢6 huong vi ddm da cé thé duoc san
xuét bang cach xt ly lta mach bang proteaza & nhiét do twong dbi thap (vi du, khoang
50°C). Hon nita, vi du, dd ubng c¢6 con co ga ma d2 udng va c6 mui dé chiu co thé
duoc san xuit bang cach xur ly lta mach bang proteaza & nhiét do tuong dbi cao (vi du,

khoang 65°C).

Do do, d6 ubng cé con ¢ ga cb ca dac tinh bot va déc tinh mui mong mudn
tuyét voi c6 thé duoc san xuat mot cach chac chin va cé hiéu qua bang cach tién hanh
viéc xtr Iy lta mach va viéc xir ly lda mach ndy mam lan luot trong bé thir nhat va bé

thtr hai mot cach doc lap.

Hon nita, dung dich 1én men so bd ¢6 thé duoc diéu ché mot cach hiéu qua, ma
khong gdy ra, vi du, vAn d& bét ky trong ché phdm lta mach sau khi xir ly va ché phdm
lia mach nay mam sau khi xu 1y, bang cach tién hanh budc xir ly lta mach va budc xit
ly lta mach nay mAm song song, va tién hanh budc tron 1a bude lién tuc sau cac budc
nay.

Cu thé, néu ché phém lta mach sau khi xu ly lia mach béng proteaza tam thoi
duoc bao quan ¢ nhiét do thép, thi vAn d& nhu nhiém ban c6 thé xuét hién trong ché
phém lua mach. Néu ché phém lia mach duogc lam ddc d8 tranh duoc vAn dé nhiém

ban, vi du, thanh phﬁn dé cai thién cac dic tinh bot trong ché phém lia mach c6 thé két
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tiia nho lam dic. Dé lam mat mot cach dﬁy da ché phém laa mach, can c6 thiét bi va
thoi gian dé lam mat, din dén van dé vé gia thanh va tinh hiéu qua. Néu ché pham lua
mach dugc dun soi, thanh phﬁn dé cai thién cac dic tinh bot trong ché phém lta mach

¢6 thé két tua.

Nguoc lai, 6 thé chac chan tranh dugc van dé néu trén biang cach thuc hién
viéc tron ché pham Ita mach véi ché pham lta mach nay mam la thao téc lién tuc tiép

sau viéc xu ly lia mach bang proteaza va viéc xir 1y lia mach nay mam véi enzym.

Hon nita, nhu dugc md ta & trén, nho viéc tron ché phém lta mach voéi ché
phim ltia mach nay mam béing cach chuyén mét trong s6 ché pham lta mach va ché
phérn lia mach nay mam tir mdt trong 36 bé thir nhat va bé thit hai vao bé con lai, ¢6
thé thuc hién thao tac tron mot cach don gian va hiéu qua béng cach str dung thiét bi

dé san xuat d6 udng c6 con cd ga nhu bia.

Neén luu ¥ rang, viée xu ly bang enzym (vi du, Xt Iy bang proteaza, dam hoa,
hodc duong hoa) trong bude 1én men so bo 10 co thé duoc thuc hién ma khong can
dun s6i dung dich chita nguyén liéu th6 (con duogc goi la phuong phép pha loang),
hodc cling co thé duoc thuc hién bang cach dun s6i mot phan dung dich chtra nguyén

lidu thd (duoc goi la phuong phép sic).

Nhu duogc md ta & trén, dung dich 1én men so bd chira polypeptit ky nudce thu
duoc tir laa mach duogc diéu ché trong budc 1én men so bd 10. Cu thé, dung dich Ién
men so bd chira, vi du, polypeptit ky nudc voi lugng 1,1g/lit hodc 1on hon. Trong
trudng hop ndy, dung dich 1én men so bd cling co thé chtra polypeptit ky nudc voi

lugng 1,2g/1it hodc 16n hon hodc 1,3 g/lit hodc 16n hon.

Hon nita, dung dich 1én men so bd chira, vi du, polypeptit ky nudc c6 ham
lugng ting thém 0,05g/lit hodc nhiéu hon bang cach xt ly lia mach bang proteaza.
Trong trudng hop nay, dung dich 1én men so bd cling o thé chira polypeptit ky nudc
c6 ham luong tang thém 0,1g/lit hodc nhiéu hon, 0,15g/lit hoac nhiéu hon, hoic
0,2¢g/lit hodc nhiéu hon.

Hon nita, dung dich 1én men so bd chira, vi du, polypeptit ky nudc ma san
lugng nod trén mdi kg lua mach tang thém 0,3g hodc nhiéu hon bang cach xu ly lua

mach bing proteaza. Trong trudng hop nay, dung dich l1én men so bo cfing c6 thé chira
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polypeptit ky nudc ma san luong ctia n6 trén mdi kg lta mach téng thém 0,6g/1it hodc

16n hon, 0,9g/lit hodc 16n hon, hodc 1,2¢g/lit hoac 16n hon.

Hon nita, dung dich 1én men so b chira, vi du, polypeptit ky nuée thu dugc voi
luong 6,6g hoac nhidu hon trén mdi kg lua mach bang cach xir ly lia mach bang
proteaza. Trong truong hop nay, dung dich [én men so bd cling co thé chtra polypeptit
ky nude thu duoge vl lugng 7,0g hodc nhiéu hon, 7,1g hodc nhiéu hon, ho#c 7,2g hodc

nhiéu hon trén mdi kg laa mach.

Trong budc 1én men 20, tién hanh 1én men rugu bang cach bd sung men vao
dung dich 1én men so b duoc diéu ché trong bude 1€n men so b6 10. Cu thé, viée 1€n
men so bo va 1én men thu cap (duge goi 1a U rugu) duge thue hién trong budc 1én men

20.

Cu thé 13, dAu tién, dung dich 1én men duoc didu ché bang cach bd sung men
vao dung dich 1én men so bd da duoc khir tring ¢6 nhiét do duge didu chinh trudc dén
khoang gia tri dinh trude (vi du, gia tri nam trong khoang tir 0°C dén 20°C). Khong co
gi61 han cu thé nao ddi voi nAm men khong bi gidi han cu thé, chi can la ndm men nay
c6 thé tién hanh viéc 1én men rugu, va dang bét ky cta no co thé duoc chon mdt cach
thich hop va duoc sir dung. Cu thé, vi du, 6t hon 1a c6 thé st dung men bia nhu men
1én men ddy hodc men lén men dinh. Mat do nam men trong dung dich 1én men ¢ thoi
didm bit dAu 1én men c6 thé duge diéu chinh mot cach thich hop dén, vi dy, gia tri

nim trong khoang tir 1x10° té bao/mL dén 3x107 t& bao/mL.

Sau do, dung dich 1én men duoc gilt & nhiét d6 dinh trudc trong khoang thoti
gian dinh trudc dé tién hanh viéc 1én men so bd. Nhi¢t do 1én men so bd cb thé duoc
didu chinh mét cach thich hop dén, vi du, gid tri ndm trong khoang tir 6°C dén 25°C.
Trong qué trinh 1én men so bo, n4Am men tién hanh hoat tinh chuyén héa nhu 1én men
ruou trong khi tiéu thu ngudn nito va ngudn cacbon cé trong dung dich 1én men so b,
va ngudn dinh dudng nhu céc vitamin va khoang chét duoc bd sung, néu can. Két qua
13, trong dung dich 1&én men, etanol, khi cacbon dioxit, va cac thanh phﬁn tao mui (nhu

cac este) duoc tao ra nho ndm men.

Tién hanh 1 ruou bing cach gitt thém dung dich sau 1én men khi 1én men so bd
& nhiét do dinh trudc trong khoang thoi gian dinh trude. Nhiét do U ruou co thé dugc
diéu chinh thich hop dén, vi dy, nhiét do nam trong khoang tir -3°C dén 25°C. Qua
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trinh G ruou ¢6 thé 1am két tha thanh phan khong hoa tan trong dung dich 1én men dé
loai do duc, va c6 thé cai thién huong vi nhd qua trinh chin rugu. Hon nfita, trong qua

trinh U ruou, c6 thé hoa tan thém khi cacbon dioxit trong dung dich 1én men.

Do do, trong bude 1én men 20, co thé thu duoc dung dich sau 1én men chtra
etanol va cac thanh phén tao huong vi dugc tao ra nho ndm men. Néng do etanol ¢cé
trong dung dich sau 1én men c6 thé 1a, vi du, ndm trong khoang tir 1% dén 20% thé

tich, tot hon 1a nim trong khoang tir 1% dén 10% thé tich.

Trong budc sau 1én men 30, cudi cung thu dugc d6 uong cd con cd ga bang
cach dua dung dich sau 1én men duoc tao ra nhu dugc md ta & trén vao quy trinh xtr ly
dinh trude. Mot cach xi Iy cua budce sau 1én men 30 1a, vi dy, nam men cé trong dung

dich sau 1én men c¢6 thé duoc loai béng cach loc dung dich sau 1én men.

Trong khi do, trong budc sau [én men 30, dung dich sau 1én men dugc dua vao
khtr trung ¢ nhiét do thép bang cach gitt dung dich sau 1én men & nhiét d6 60°C hodc
cao hon trong thoi gian 1 phut hodc 1au hon, hodc khtr tring & nhiét do cao béng cach
gitt dung dich sau 1én men & nhiét d6 cao hon trong khoang thot gian ngin hon. Hon

nita, khi cacbon dioxit c6 thé dugc bom vao dung dich sau 1én men.

Hon nita, trong budc sau 1én men 30, ruou manh c6 thé duge bd sung vao dung
dich sau 1én men. Cu thé, trong truong hop nay, thu duoc dd udng cé con c6 ga bang
cach tron rugu manh véi dung dich sau 1én men. Dbi v&i rugu manh, tot hon 1a ¢6 thé
st dung céc loai rugu dugc san xuét c6 st dung nguyén liu thd 1 ngii cde. Cu thé, vi
du, c6 thé st dung ruou manh duge chung cit dugc san xudt nho str dung, vi du, lta
mach, lia my, gao, kiéu mach, khoai tay, khoai lang, ngo, hodc mia lam nguyén liéu
tho, va t6t hon 1a vu tién st dung ruou manh duge chung cit duoc san xuét nho st
dung ltia mach hogc lta my 1am nguyén liéu thé. Nong do con c6 trong rugu manh c6

thé 1a, vi du, ndm trong khoang tir 20% dén 90% thé tich.

Theo phuong phép ciia séng ché, san xuét duoc d6 udng cé con cé ga cb cic
ddc tinh bot dugc cai thién mot cach hiéu qua. Hon nita, trong phuong phap theo sdng
ché, c6 thé ddy manh viéc 1én men béng cach xur ly 1da mach béng proteaza. Cu thé, vi
du, c6 thé ting luong chét chiét c6 trong dung dich [én men so bd (dich nha). Cu thé,
tbc do thu nhan chét chiét co thé duoc cai thién. S6 ngay can thiét cho viéc 1én men

cling c¢6 thé duoc giam. Sy sinh trudng clia ndm men ciing cé thé dugc ddy manh. Hon
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nita, trong phuong phap theo sang che, thong qua viéc xur Iy laa mach bang proteaza,
mui chua chin caa d6 udng cé con c6 ga duoc san Xuat cé thé duogc lam giam mot cach
hiéu qua, va cdc ham luong etyl axetat va isoamy] axetat, la cac thanh phan tao huong

vi duoc uu tién (lugng duge tao ra nho ndm men), c6 thé taing mot cach hi¢u qua.

Nén luu y ridng, phuong phép theo sang ché khong chi gioi han & phuong phap
bao gdm bude tién hanh 1én men rugu. Cu thé, vi du, néu phuong phép theo sing ché
1a phuong phap san xuét dd udng co6 ga khong co cdn, thi dd udng c6 ga khong co con
¢6 thé duoc san xuat bang cach xu ly lta mach béng proteaza dé tao ra ché phdm lda
mach va tron ché pham lta mach véi cac thanh phan khéc. Hon nita, trong truong hop
ndy, céc thanh phan khac nhu ché pham lia mach nay mam dugc tao ra bing cach xur
ly lta mach nay mam bang enzym va/hodc c6 thé con bd sung thém cao hoa hublong
vao. Hon nita, ¢6 thé st dung ché phim duoc didu ché bang cach xu ly hdn hop cua
lta mach va laa mach nay mam béng proteaza va enzym bat ky khac. Trong phuong
phép theo sang ché, nong do con trong do ubng c6 ga cling co thé duogc kiém soat tuy

thudc vao diéu kién dé 1én men va xu ly sau khi 1én men.

Tiép theo, tac nhén cai thién cac déc tinh bot theo phuong an nay (sau day duoc
goi la "tac nhén cai thién theo sang ché") duge md ta. Tac nhan cdi thién theo sang ché
14 thc nhan cai thién cac dic tinh bot chira polypeptit ky nudc lam thanh phan hoat
tinh. Cu thé, theo két qua cua cac nghién ctru sdu rong doc lap, céac tac gia sang ché
mai phét hién ra rang polypeptit ky nudc néu trén co thé duoc str dung lam thanh phan

hoat tinh dé cai thién cac dac tinh bot cua d6 uéng co ga.

Khong c6 gioi han cu thé nao d6i v6i ham luong polypeptit ky nudc trong tac
nhan cai thién theo sang ché khong bi gidi han cu thé, chi can la thu dugc tac dung cai

thién cac dac tinh bot.

Polypeptit ky nudc ¢o thé thu duoc, vi du, tir lia mach nhu duge m6 ta ¢ trén.
Cu thé, trong trudng hop nay, tdc nhin cai thién theo sang ché chua polypeptit ky
nudc, thu duge bing cach xt ly lia mach bang proteaza, lam thanh phan hoat tinh.

Tac nhan cai thién theo sang ché c6 thé con chira polypeptit ky nudc duge phén
doan trong sic ky nhu dugc mo ta ¢ trén lam thanh phan hoat tinh. Cu thé, trong
truong hop nay, polypeptit ky nude co thé 14 polypeptit thu duoc bang cach phan doan

phan & thoi gian luu tuong Ung voi polypeptit ky nudce trong sac ky cta ché pham lta
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mach thu duogc bing cach xt ly 1ta mach bang proteaza. Tac nhén cai thién theo sang
ché c6 thé duge san xudt, vi du, bing cach xtt ly lta mach béang proteaza nhu dugc md
ta & trén.

Téc nhan cai thién theo sang ché c6 thé chua chét didu chinh do pH, chét chéng
oxy hda, tdc nhan tao mau, chit tao mui thom, va cac chit tuong tu, chi cin 1a cac chit
nay khong anh hudng dén tac dung cai thién cac dac tinh bot. Hon nita, tac nhan cai
thién theo sang ché co thé duoc tao ra thanh san phém voi cac dang khac nhau tuy
thudc vao muc dich. Cu thé, tac nhan cai thién theo sang ché ¢6 thé duoc tao thanh, vi

du, dang lidu & dang dung dich, b6t nho, dang bot, vién nén, hoac vién nang. -

Dac biét 1a, néu tac nhan cai thién theo sang ché duogc san Xuét béng cach gilt
dung dich chira lta mach va proteaza ¢ nhiét dd dinh trude trong khoang thoi gian
dinh trudc, thi téc nhan cai thién c6 thé 1a ché pham lba mach, 1a dung dich sau khi xtr
ly bang proteaza, hodc ¢ thé 1a ché pham dugc didu ché bing cach pha lodng hodc
lam dic dung dich. T4c nhén cai thién theo sang ché ciing c6 thé 1a ché phim rén thu

duoc bang cach lam kho ché phim long nay.

Ngoai ra, phuong phap theo sang ché c6 thé 13, vi dy, phuong phéap san xuét do
ubng c6 ga st dung tdc nhan cai thién theo sang ché nhu duoc mo ta & trén. Trong
trudng hop nay, trong phuong phap theo sang ché, tac nhan cai thién theo sang ché
duoc bd sung trong qué trinh san xuét d6 ubng c6 ga. Cu thé, phuong phap theo sang
ché ¢6 thé 13, vi du, phuong phép san xuét d6 udng c6 ga véi cac dac tinh bot duoc cai
thién bang cach bd sung tac nhan cai thién theo sang ché dudi dang mot phan nguyén
liéu tho.

Khong c6 gio1 han cu thé nao ddi véi thoi diém bd sung tac nhan cai thién theo
sang ché. Cu thé, néu phuong phap theo sang ché 1a phuong phap san xut do udng co
cdn 6 ga nhu duge md ta & trén, thoi diém bd sung c6 thé 1a thoi diém bat ky trude
khi bt dau 1én men. Pic biét 13, tac nhén cai thién theo sang ché c6 thé duoc bd sung
& thoi gian sau khi dam hoa Ita mach nay mam va trude khi duong hoa, thoi diém bat
ky trong qué trinh dudng hoa, thoi gian sau khi duong héa va trudce khi loc, thoi gian
sau khi loc va trudc khi dun s6i, hodc thoi gian sau khi dun soi va trude khi bat dau 1én

men.
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Theo phuong phép theo sang ché, san xuat duogc dd udng co ga vai cac dac tinh
bot duge cai thién mot cach hi¢u qua. Cu thé, trong phuong phap theo sang ché, ham
luong polypeptit ky nudc trong d0 ubng co ga ting va cac déc tinh bot cua d6 udng c6
ga duoc cai thién mot cach hi€u qua bang cach bd sung tac nhén cai thién theo sang
ché. Nén luu y rang, vi du, ngay cé khi dd udng co ga khong ¢ cdn duoc san xuit ma
khong thuc hién viéc 1én men, cac dic tinh bot (ddc tinh tao bot, tinh dn dinh bot, bam
dinh bot, va tuong tu) dugc cai thign mot cach hiéu qua bang cach bd sung tac nhan
cai thién theo sang ché dudi dang mot phan nguyén liéu thé va dé a6 ubng co ga

khong c6 con chira khi cacbon dioxit.

Vi du thye hién sang ché
Vi du 1: San xuat d6 udng c6 con co ga

Db udng co6 cdn c6 ga duge san xuét bang phuong phap pha loang, st dung
nguyén liéu tho chira nguyén liéu thd lta mach bao gém lta mach va lta mach nay

mam, hoa hublong, va proteaza.

Loai bat ky trong s6 7 loai proteaza sau (sau day duoc goi 1a "proteaza tu Pl
dén P7") dugc st dung lam proteaza. Cu thé, st dung proteaza P1 (Orientase 10NL
duoc san xuat boi HBI Enzyms Inc.), proteaza P2 (Protin SD-PC10F duoc sén Xuét
boi Amano Enzym Inc.), proteaza P3 (Umamizymeg duogc san xuat boi Amano Enzym
Inc.), proteaza P4 (Trypsin 4.0T dugc san xuat boi HIGUCHI Inc.), proteaza P5
(Sumizyme LP50D duoc san xuAt b&i Shin Nihon Chemical Co., Ltd.), proteaza P6
(Sumizyme SP dugc san xuét bdi Shin Nihon Chemical Co., Ltd.), hodc proteaza P7

(Sumizyme ACP-G dugc san xuét bai Shin Nihon Chemical Co., Ltd.).

Nén luu y rang, 7 loai proteaza dugc chon dudi dang proteaza dugc uu tién,
mbi loai ¢6 kha nang gop phén vao viée cai thién cac dac tinh bot cua dd ubng c6 cdn
c6 ga trong thir nghiém so bd st dung 16 loai proteaza.

Cu thé, 9 loai sau: Orientase 22BF (duogc san xuat béi HBI Enzyms Inc.),
Orientase 10NL (duoc san xuét boi HBI Enzyms Inc.), Sumizyme Shochu (dugc san
xuit boi Shin Nihon Chemical Co., Ltd.), Sumizyme P (duoc san xuét boi Shin Nihon
Chemical Co., Ltd.), Sumizyme RPII (dugc san xuat boi Shin Nihon Chemical Co.,
Ltd.), Bioprase OP (dugc san xuét boi Nagase ChemteX Corporation), Aroase XA-10
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(dugc san <uét boi Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd.), Pantidase P (duoc san
xuAt boi Yakult Pharmaceutical Industry Co., Ltd.), va Neutrase 0,8L (duogc san Xuat
bdi Novozymes) trong s6 16 loai proteaza khong duoc dung do két qua sang loc trong
thir nghiém so b boi vi chiing khong gop phan vao viéc cai thién tinh 4n dinh bot ctia

do ubng co6 con co ga.

DAu tién, nguyén lidu thd ngoai trir hoa hublong, chtra 830g lta mach (77%
trong lugng nguyén liéu thé lta mach), 250g ltia mach nay mam (23% trong luong
nguyén liéu tho lta mach), va 1,08¢g proteaza (0,1% trong luong tinh theo nguyén liéu
tho lta mach), duge cho vao nudc néng & nhiét o 50°C dé tao ra dung dich nguyén
liéu tho. Sau do, xu ly lua mach béng proteaza va thuc hién viéc dam hoa bang cach

gifr dung dich nguyén liéu tho ¢ nhiét do 50°C trong thoi gian 30 phut.

Tiép theo, thuc hién qua trinh duong hoa bang cach gift dung dich nguyén li€u
tho & nhiét d6 65°C trong thoi gian 60 phut. Sau d6, dung dich nguyén liéu thé dugc
gitt & 75°C trong thoi gian 3 phut, rdi loc dé thu duge dung dich 1én men so bo. Hon
nita, gia nhiét dung dich 1én men so bd dén nhiét do 100°C, bd sung 7g hoa hubléng
vao, va dun s6i hdn hop. Loc dung dich 1én men so bd sau khi dun s6i va sau do lam

mat.

B6 sung ndm men lén men ddy vao dung dich 1én men so bo dugc lam mat dé
tao ra dung dich lén men. Tién hanh 1&n men so bd bang cach giit dung dich 1én men ¢
nhiét d6 nam trong khoang tir 10°C dén 13°C trong khoéang thoi gian dinh trude. Hon
nita, tién hanh viéc 0 rugu bang cach gilt dung dich sau 1én men khi 1én men so bo &
nhiét d6 thdp hon trong khoang thoi gian dinh trude. Loc dung dich sau 1én men khi

ruou dé thu duge do uong co6 con co ga.

Hon nita, tao ra dd udng c6 con c6 ga lam doi chimg so sanh theo cach tuong tu
nhu cach néu trén, ngoai trir 1a khong st dung proteaza. Do do, san xuat duoc 8 loai do

uong c6 con co ga.

DPanh gia gia tri NIBEM

Tién hanh do gia tri NIBEM cua 8 loai d6 udng ¢6 cdn co ga duge san xuat nhu
duoc md ta & trén. Cu the, dau tién, rot mai loai dd udng c6 con ¢ ga & nhiét do 20°C
vao coc tidu chuin tir may rot st dung khi cacbon dioxit. Sau do, do dd cao cua bot

duoc tao ra béng céach sir dung thiét bi do dinh trude (thiét bi NIBEM-TPH dugc san
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xuét boi Haffmans), va thoi gian can thiét dé 1am giam do cao cua bot di 30mm dugc
danh gia 1a gia tri NIBEM (giay).

Sic ky pha dao

Phan tich d6 udng c6 con c6 ga, duge san xuat bang cach su dung proteaza P1,
PS5, hodc P7 trong sb 8 loai d6 udng c6 con c¢6 ga va do uong c6 con c6 ga duoc san
xuAt ma khong st dung proteaza, bang sac ky long pha dao hi€u nang cao (reverse

phase high performance liquid chromatography - RP-HPLC).

Cu thé, déu tién, loc d6 uéng c6 cdn ¢ ga, dugc pha lodng 2 lan bing nudc,
qua thiét bi loc béng xylanh (0,45um xenluloza axetat). Pua 400uL dich loc vao loc ly
tam & 9.660G trong thoi gian 1 gio sit dung thiét bi loc ly tAm (Microcon-3 dugc san
xuat boi Millipore), loai dich loc thu duoc, bd sung 350uL nudc vao dung cu chira
mau, va dua hon hop vao loc ly tm theo cach tuong tu 1An nita dé loai cac chat phan
tr nhd ¢c6 trong luong phan tir br?lng 3.000 hodc nho hon. Pao nguoc dung cu chira mau
va ly thm & 9.660G trong thoi gian 5 phut dé gom dung dich dugc lam dac. B6 sung
nude vao dung dich duge lam dac dé tao ra 100pL dung dich, ma dugc str dung lam

mau dé dua vao phéan tich.

Sau d6, phan tich 25uL mau st dung cot (mRP-C18, 4,6x50 mm, Agilent
Technologies) chira silic dioxit ¢& hat Sum siéu tinh khiét lién két C18 lam chat don

coOt loc.

Cai dat toc do dong chay dén 0,75mL/phut, va cai dat nhiét do dén 80°C. Su
dung axit trifloroaxetic 0,1% (TFA)/nudc lam dung dich dém A, va 0,08%
TEA/axetonitril dugc str dung lam dung dich dém B. Ty 1€ ctia dung dich dém B duoc
thay dbi tir 3% (0 dén 5 phut), dén tir 3% dén 30% (5 dén 32 phut), va tir 30% dén
95% (tir 32 dén 40 phut) theo thoi gian. Do d6 hap thu & bude séng 220nm sur dung

budc song tham khao 1a 360nm.

M3i hinh v& trong sb cac hinh vé tir FIG.2A dén FIG.2D minh hoa vi du vé cac
phé sic ky thu duoc. FIG.2A minh hoa phd sic ky thu dugce bing cach phan tich do
ubng c6 cdn b ga duge san xuét bang cach st dung lua mach khong duge xu ly bing
proteaza. Mdi hinh v& trong s cac hinh vé& tir FIG.2B dén FIG.2D minh hoa pho séc
ky thu dugc bing cach phén tich dd udng co6 con co ga duogc san xuét bang cach st

dung lta mach dugc xtr ly bang proteaza P1, P35, hodc P7.
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Nhu duoc minh hoa trén cac hinh vé& tir FIG.2A dén 2D, do cao cac dinh cua
polypeptit ky nudc (cac dinh duge ndi bang dudng nét roi trén cac hinh v&) duoc phat
hién & thoi gian luu nim trong khoang tir 20 phut dén 38 phut ting 1én khi sir dung lta
mach duoc xir ly bing proteaza (cac hinh v& tir FIG.2B dén FIG.2D) so v6i truomg hop
str dung Iua mach khong duogc xu ly bang proteaza (FIG.2A). Cu thé, khi proteaza PS5
duoc st dung (FIG.2C) va khi proteaza P7 dugc su dung (FIG.2D), dd cao cac dinh

cua polypeptit ky nuéc ting rd rét.

Pinh luong polypeptit

Phan doan tuong tang véi thoi gian luu ndm trong khoang tir 20 phut dén 38
phit trong sic ky 16ng pha dao hiéu nang cao néu trén, va dinh luong polypeptit ky
nude ¢6 trong phan doan nay. Pinh luong polypeptit bang phuong phap Lowry st
dung kit c6 ban trén thi truong (kit thir nghiém DC protein duoc san xuét bai Bio-Rad

Laboratories).

Cu thé, dAu tién, pha lodng mau dugc siéu loc nhu dugc mo ta ¢ trén 2 l4n bang
nude, va phan doan 100pL mau pha lodng béng sic ky long pha ddo hiéu nang cao.
Dit phan dugc phan doan néu trén trong binh thot cb day tron dung tich 50mL va lam
kho va rdi hoa rén bing thit bi lam bay hoi (40°C, 20x10° N/m?). Sau d6, bo sung
500uL dung dich chita NaOH 0,1M va SDS 0,1% vao san phém duoc héa ran, sau d6
hoa tan bang cach siéu &m trong 30 phut va nhé giot bing pipet. Pha lodng thém dung
dich bang dung dich chita NaOH 0,IM va SDS 0,1% sao cho luong polypeptit 1a
1,48mg/mL hodc nhé hon, va lam kho 50pl. dung dich dugc pha loang va roi hoa ran
bang thiét bi lam bay hoi c6 ly tim (40°C, 1,5 gi®). B6 sung 10uL nude siéu tinh khiét

vao san pham dugc hoa ran, sau d6 san pham nay dugc hoa tan trong do.

B6 sung 50uL chét phan tmg A' (duoc diéu ché bang cach bd sung 20pL chat
phan ung S vao 1mL chét phan tng A) vao dung dich thu duge, va hoa tan bang cach
tron xody va siéu 4m trong thoi gian 10 phat. Hon nita, bd sung 400uL chit phan tng
B vao dung dich thu duoc va tron toan bd bing cach lic xody. Sau d6, thuc hién phan

ng sinh mau & nhiét do trong phong trong thoi gian 15 phut.

Chuyén 200puL miu sau phan tng vao dia c6 18, va do do hép thu & budc song
750nm st dung méy doc dia. Ham luong polypeptit ky nudc trong dd ubng c6 codn co

ga dugc tinh dua trén do hép thu do dugc va dudng cong chuén dugc tao tir trudc.
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Nén luu ¥ ring, dudong cong chudn duge tao nhd sir dung albumin huyét thanh
bo (bovine serum albumin - BSA). Cu thé, ddu tién, pha lodng dung dich chira
1,48mg/mL BSA 0,2-, 0,4-, 0,6-, va 0,8 lan. Dinh lugng protein (BSA) trong hdn hop,
thu duogc bang cach tron 10pL mdi dung dich BSA dugc pha lodng v6i 50uL dung
dich chira NaOH 0,1M va SDS 0,1%, theo cach giéng nhu trong trudng hop néu trén.

Hon nita, dinh lugng protein 40kDa bang phuong phap mién dich dién di nhanh
theo tai liéu da biét (T. Kaneko et al; Breeding science, 49(2), pp69-74 1999 and J.
Hejgaard et al; J. Inst. Brew. 83, 94-96 1977).

FIG.3 minh hoa sy twong quan gilta ham lugng (g/L) cua polypeptit ky nudc
trong d6 ubng co6 cdn co ga duoc do nhur dwoc mo ta & trén va gia tri NIBEM (gidy) &

do uong cé con co ga.

Nhu dugc minh hoa trén FIG.3, ham lugng polypeptit ky nudc va gid tri
NIBEM thé hién méi lién hé tuyén tinh théa dang (hé sb tuong quan R=0,94). Cu thé,
vi dy, theo phuong trinh gﬁn nhu tuyén tinh, dat dugc su tuwong quan la gia tri NIBEM
tang thém khoang 20 gidy bang cach lam ting ham lugng polypeptit ky nudc trong a6

ubng c6 cdn co ga thém 0,05g/lit.

Do do, c6 thé hiéu dugc 1a viéc ting ham luong (ndng do) cia polypeptit ky
nude trong d6 udng c6 cdn c6 ga gdp phan vao viée cai thién tinh 6n dinh bot (ting gid

tri NIBEM) qua viéc xir Iy lia mach bang proteaza.

Trén FIG.4, loai proteaza (tur P1 dén P7) duoc str dung dé xir ly lua mach, ham
luong polypeptit ky nuéde (g/L), san lugng polypeptit ky nuéc trén mdi kg lta mach
(g/kg lua mach), su ting ham luong polypeptit ky nuéce bing cach sir dung proteaza
(g/L), su tang san luong polypeptit ky nuéc bang cach str dung proteaza (g/kg lua
mach), ham lugng protein 40kDa, va gia tri NIBEM (gidy) duoc minh hoa c6 lién quan
v6i nhau dbi véi mdi loai trong 8 loai d6 udng c6 con c6 ga. Nén luu y rang, san luong
polypeptit ky nudc trén mdi kg lia mach dugce tinh dua trén ham lugng polypeptit ky
nudc trong dé udng c¢6 ¢dn c6 ga (g/L), khdi lugng laa mach duge st dung dé san xudt

do udng ¢6 cdn cb ga (g), va the tich ctia d6 uong c6 con cd ga duge san xuat (lit).

Hiéu riang hiém co6 su khac biét bat ky nao ¢ cac ham lugng polypeptit ky nude
va protein gitta dung dich 1én men so bg va d6 udng cé con c¢6 ga dugc san xudt bang

cach st dung dung dich Ién men so bo.
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Nhu dugc minh hoa trén FIG.4, ham lugng polypeptit ky nudc (g/L) tang thém
0,1g/1it hodc nhiéu hon so véi ham lugng (1,04 g/L) khi lha mach khong duoc xu ly
bang proteaza va ting dén 1,1g/lit hogc 16n hon (tir 1,15 dén 1,48 g/L) bang cach xur ly
ltia mach bang proteaza bt ky trong sé céc proteaza tir P3 dén P7. Trong khi do, khi

xtr 1y lua mach bang proteaza P1 hodc P2, ham luong polypeptit ky nudc giam.

Hon nita, gia tri NIBEM (gidy) tang thém 30 gidy hodc lau hon so voi gid tri
NIBEM (262 giady) khi lta mach khong dugc xur 1y bing proteaza, va ting dén 300
gidy hodc 1au hon (tir 301 gidy dén 468 gidy) bang cach xir ly lua mach bang proteaza

bat ky trong s6 cac proteaza tir P3 dén P7.

Cu thé, khi proteaza bit ky trong sé cic proteaza tir P5 dén P7 dugc st dung,
ham luong polypeptit ky nudc ting thém 0,2g/lit hodc nhidu hon, va gia tri NIBEM
cling tang thém 100 gidy hodc 1au hon va tang dén 350 gidy hodc 1au hon (tir 354 gidy
dén 468 giay).

Hon nita, san lugng polypeptit ky nudc trén mdi kg Ita mach (g/kg lia mach)
tang thém 0,6 (g/kg laa mach) hodc nhiéu hon so véi san luong (6,27 (g/kg lia mach))
khi lua mach khong duoc xir ly bang proteaza, va ting dén 6,9 (g/kg ltia mach) hodc
nhiéu hon (6,93 dén 8,92 (g/kg ltia mach)) bang cach xtr Iy lta mach bang proteaza bét

ky trong s cac proteaza tir P3 dén P7.

Cu thé, khi proteaza bét ky trong sb cac proteaza tir PS dén P7 dugc sur dung,
san luong polypeptit ky nudc ting thém 1,0 (g/kg lia mach) hodc nhiéu hon va ting
dén 7.4 (g/kg lua mach) hodc nhidu hon (tir 7,47 dén 8,92 (g/kg ltia mach)).

Trong khi d6, ham luong protein 40kDa trong d6 udng c6 con c6 ga (mg/L) 14,
vi dy, 259mg/L trong truong hop bt ky trong sé cic trudng hop trong do gid tri
NIBEM la 252 gidy (proteaza P2 dugc st dung), trong do gia tri NIBEM la 354 gidy
(pfoteaza P6 duoc st dung), va trong d6 gia tri NIBEM la 468 gidy (proteaza P7 duogc
str dung). Cu thé, khong quan sat thdy su twong quan rd rét nhu trong trudng hop ctia
polypeptit ky nudc dugc mo td ¢ trén gilta ham luong protein 40kDa va gia tri

NIBEM.

Hon nita, cac danh gid cdm quan ddi véi mdi loai trong s6 8 loai d6 uong c6 con
¢ ga dugc tién hanh boi cac chuyén gia trong nhom tham gia. Két qua 1a, thu duoc

danh gia toan dién la mui va vi 1a tuyét voi, dac biét 1a doi voi do udng c6 con co ga
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duoc san xuét bing cach xur 1y lta mach bang proteaza bat ky trong s6 cac proteaza tir

P5 dén P7.

Phan tich ché pham axit amin

Phén tich 6 loai, tic la, d6 uong céd cdn ¢ ga dugc san xuat bang cach st dung
proteaza P1, P4, P5, P6 hodc P7 va d6 uong cé con cé ga duoc san xuat ma khong su
dung proteaza, trong sd 8 loai d6 uong c6 con cd ga bang sac ky léng pha dao hi€u

nang cao theo cach tuong tu nhu trong phuong phap "Sic ky pha ddo" néu trén.

Ngoai ra, cac phan doan tuong Umg véi thoi gian luu nam trong khoang tir 20
phtt dén 38 phut trong sic ky 16ng pha dao hiéu ning cao duoc phan doan theo cach
twong tw nhur cach mé ta trong phan "Dinh lugng polypeptit" néu trén. Sau d6, lam kho
va hoa rén phan dugc phan doan bang thiét bi lam bay hoi. Hoa tan san phdm hoa ran
trong ImL dung dich etanol 20%, va st dung tur 40uL dén 200pL dung dich lam méu

dé phén tich ché pham axit amin.

Mau duoc dat trong éng nghiém va lam kho va réi hoa ran trong diéu kién ap
sudt giam. B sung 200ulL axit clohydric & ndng d6 6mol/L vao san pham dugc hoa
rén. Thay pha khi trong 6ng nghiém bang nito, va dng nghiém duoc bit kin & diéu kién
ap suat giam. Tién hanh thiy phin bing cach gia nhiét 6ng nghiém & 110°C trong thoi
gian 22 gio. Tiép theo, lam kho dung dich trong dng nghiém va rdi hoa ran ¢ diéu kién
ap sudt giam. B6 sung 200uL axit clohydric & ndng d6 0,02mol/L vao san pham dugc
héa rén, sau d6 hoa tan. Loc dung dich thu duoc qua thiét bi loc ly tam c& 0,22pm dé

thu duoc dung dich mau.

Phan tich 25uL dung dich mAu bing cach str dung thiét bi phan tich axit amin
(Model L-8800 A duoc san xuét bai Hitachi, Ltd.). Pidu kién phan tich chét luu sinh
hoc/phuong phép ninhydrin dugc dung lam diéu kién do. Cai dat budc séng do déi voi
prolin dén 440nm, va cai dat bude song do déi voi cac axit amin khac véi prolin dén

570nm.

FIG.5 minh hoa két qua phén tich ché phdm axit amin déi véi mdi loai trong 6
loai do uéng c¢6 con c6 ga. Cu thé, FIG.5 minh hoa loai proteaza dugc st dung dé san
xuét timg dd ubng c6 cdn co ga va ty 1¢ ham luong (% mol) clia mdi axit amin. Ham
luong polypeptit ky nudce (g/L) va gia tri NIBEM (gidy) dugc minh hoa trén FIG.4 nhu

duoc mo ta ¢ trén cling dugc minh hoa lan nita d¢ tham khdo.
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Nhu dugc minh hoa trén FIG.5, ham luong prolin (nim trong khoang tur
14,60% dén 23,04% mol) dic biét cao 13 rét trong polypeptit ky nude dugc phan doan
tir 5 loai dd udng ¢6 con c6 ga san xudt dugc bang cach sir dung proteaza so voi ham
luong (10,02 % mol) trong d6 udng ¢ con c6 ga duge san xuit ma khong sir dung
proteaza. Tuy nhién, vé& vén dé nay, trong d6 udng c6 cdn c6 ga st dung proteaza P2,
nhu dugc minh hoa trén FIG.4, ham luong polypeptit ky nudc thdp dén mirc 0,91g/L,
va gia tri NIBEM la nho ¢ murc 252 gidy.

Do d6, 4 loai d6 ubng c6 con c6 ga san xuit duoc bang cach str dung proteaza
bat ky trong s6 cac proteaza tir P4 dén P7 va c6 cac gid tri NIBEM cao trong s6 6 loai
dugc minh hoa trén FIG.5, dat dugc tinh dn dinh bot rat tuyét voi c6 1€ la vi ham luong
polypeptit ky nudc 1a 1,1g/lit hodc 1én hon va ham lugng prolin cta polypeptit ky
nuéde 1a 13,5% mol hodc 16n hon (ndi cach khac, nhd chira polypeptit ky nudc véi

luong 1,1g/lit hodc 16n hon ¢6 ham lugng prolin 13 13,5% mol hodc 16n hon).

Sac ky loc gel
Phan tich d6 udng cé con cé ga, duge san xuat bang cach str dung proteaza P1,
P5, hodc P7 va dd uong co6 con c6 ga duge san xuat ma khong sir dung proteaza, trong

s 8 loai do udng c6 con cb ga, bang sac ky loc gel.

Cu thé, 100puL mdi loai dd ubng co con c6 ga dugce phan tich st dung cot loc
gel (Superdex 75 10/300GL, dugc san xudt boi GE Healthcare Japan). Cai dit toc do
dong chay dén 0,5mL/phut. Dung dich dém phosphat SOmM (pH 7,0, dung dich NaCl
150mM) duoc str dung lam dung dich phat trién. Ngoai ra, do do hép thu & budc song
215nm.

M&i hinh v& FIG.6A va FIG.6B minh hoa vi du vé cac phd séc ky thu dugc. Phd
sic ky dugc minh hoa trén FIG.6A duoc phong dai mot phén trén FIG.6B. Trén cac
hinh v& FIG.6A va FIG.6B, két qua phan tich d6 ubng c6 cdn c6 ga duogc san Xudt
bang cach sir dung lta mach khong duogc xir 1y bang proteaza duoc thé hién boi dudng
nét lién (“khong c6 proteaza" trén hinh v§), két qua phan tich dd ubng c6 con co ga
duoc san xuat bang cach str dung lta mach duoc xir ly béng proteaza P1 duoc thé hién
boi duong nét dut hai chdm ("P1" trén hinh v&), két qua phan tich d6 ubng c6 codn co
ga dugc san xuét bang cach stir dung lua mach dugc xtr ly béng proteaza P5 duoc thé

hién boi duong nét dut dai ("PS" trén hinh v€), va két qua phén tich d6 ubng c6 con co
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ga dugc san Xuét béng cach st dung ltia mach duge xur ly béng proteaza P7 duoc thé
hién boi duong nét dat ("P7" trén hinh ve).

Nhu duge minh hoa trén cac hinh v& FIG.6A va FIG.6B, d0 cao cic dinh phat
hién dugc trong thoi gian luu ndm trong khodng tir 26 phut dén 30 phut twong (mg voi
trong luong phan tir nim trong khoang tir 10kDa dén 25kDa ting 1én nho viéc st dung
lta mach dugc xu ly bing proteaza ("P1," "PS5," va "P7" trén cic hinh v€&) so véi
truong hop st dung lua mach khong duogc xur ly bang proteaza (“khong c6 proteaza"
trén cac hinh v&). Cu thé, d6 cao cic dinh cua cac polypeptit ¢6 trong lugng phéan tir
nim trong khoang tir 10kDa dén 25kDa 1a ting rd rét khi proteaza P5 hodc P7 duogc st
dung.

Hon nita, dinh cta polypeptit cé trong lugng phan tir nim trong khoang tir
10kDa dén 15kDa va dinh cua polypeptit ¢6 trong lugng phéan tir nim trong khoang tir
15kDa dén 25kDa phat hién dugc trong thoi gian luu nim trong khoang tir 26 phut dén
30 phut. D cao cta 2 dinh nay ting rd rét khi st dung lta mach duge xu ly béng
proteaza, va dac biét 1a khi stir dung lda mach dugc xtr ly lta mach béng proteaza PS5

hodc P7.

Hon nita, dinh ctia protein 40kDa dugc phat hién quanh thoi gian Iuu 1a khoang
24 phit. Do cao dinh cta protein 40kDa ciing tang khi stt dung lta mach duge xu ly
bing proteaza. Tuy nhién, khong quan sat dugc su twong quan 1 rét, nhu véi truong

hop gié tri dinh lugng ctia protein 40kDa nhu duoc md ta & trén.

Nén luu y ring, trong lwong phan tt duge wde tinh bang cach st dung kit dinh
cd loc gel LMW (déi v6i phan tr khéi luong thép, duoc san xuit boi GE Healthcare
Ltd.) thong qua viéc so sanh v&i thoi gian luu cta aprotinin (MW 6.500), ribonucleaza
A (MW 13.700), cacbonic anhydraza (MW 29.000), ovalbumin (MW 43.000), va
conalbumin (MW 75.000).

Vi du 2: San xuét dung dich 1&én men so b

Dung dich 1én men so bd duoc diéu ché bing phuong phap ngam chiét, sir dung
nguyén liéu thd chira nguyén liéu thd lta mach bao gém lia mach va lta mach nay
mam, hoa hublong, va proteaza. Proteaza P5 dugc st dung trong Vi du 1 néu trén dugc

st dung lam proteaza.
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Hai dang dung dich 1€n men so bg, tuc la, dung dich lén men so b chtra
proteaza (0,1% trong lugng tinh theo nguyén liéu thé lua mach) va dung dich 1én men
so bo khong sir dung proteaza lam ddi chimg so sanh, duoc san xuit theo cach twong

tu nhu cach néu trong Vidu 1.

Sic ky loc gel

Phén tich hai loai dung dich 1én men so bd dugc san xudt nhu duoc mé ta & trén
bang sic ky loc gel theo cach tuong tu nhu cach néu trong Vi du 1 néu trén. Cu thé,
100pL mdi dung dich trong s6 cac dung dich 1én men so bo duoc phan tich st dung
cdt loc gel (Superdex 75 10/300GL, dugc san xuét bdi GE Healthcare J apan). Cai dat
téc do dong chay dén 0,5mL/phut. St dung dung dich dém phosphat 50mM (pH 7,0,
NaCl 0,150mM) lam dung dich phat trién. Ngoai ra, do d6 hip thu & budc séng
215nm.

M&i hinh vé& trong s cac hinh v& FIG.7A va FIG.7B minh hoa vi du vé cac phd
séc kj? thu duoc. FIG.7A minh hoa két qua phéan tich dung dich Ién men so b dugc
san xuét bang cich st dung lta mach khong duoc xir Iy bing proteaza, va FIG.7B
minh hoa két qua phan tich dung dich 1én men so bo duoc san xuét béng cach st dung

lta mach duoc xir Iy bang proteaza P5.

Nhu duoc minh hoa trén cac hinh vé FIG.7A va FIG.7B, d¢ cao dinh phat hién
dugc trong thoi gian lIuu ndm trong khoang tir 26 phit dén 30 phut, twong tng véi
trong lugng phan tu nam trong khoang tur 10 dén 25kDa, la tang rd rét nho su dung lua
mach duogc xtr ly bang proteaza PS5 (FIG.7B) so véi trudong hop st dung lta mach
khong duogc xir Iy bing proteaza (FIG.7A).

Hon nita, dinh ctia polypeptit c6 trong lugng phan tir nim trong khoang tir
10kDa dén 15kDa va dinh phd séc ky cta polypeptit c6 trong lwong phén tir nim trong
khoang tir 15kDa dén 25kDa phét hién dugc trong thoi gian luu ndm trong khoang tir
26 phut dén 30 phut. D6 cao cua 2 dinh nay tang rd rét khi st dung lta mach duoc xu
ly bing proteaza PS5.

Hon nfta, dinh cua protein 40kDa phat hién dugc voi thoi gian luu 1a khoang 24
phut. D§ cao dinh cua protein 40kDa cling tang khi proteaza PS duoc st dung.

Sic kv pha dao
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M3i phan doan tuong tng v6i thoi gian luu ndm trong khoang tir 26 phut dén
28 phut (sau day duoc goi 1a "phan doan thu nhit") va phan tuong Gmg véi thoi gian
lwu nim trong khoang tir 28 phtt dén 30 phut (sau day duge goi 1a "phén doan thir
hai") duoc phan doan trong sic ky loc gel néu trén. Cu thé, phan doan tht nhét trong
nim trong khoang “B2" va phan doan tht hai trong nam trong khoang “B3" duoc
minh hoa trén FIG.7A duogc phan doan tir dung dich 1én men so b dugc san xuét bang
cach str dung lta mach khong duge xtr ly béng proteaza. Hon nira, phan doan thir nhét
trong nam trong khoang “E2" va phan doan tht hai trong nim trong khoang “E3" duoc
minh hoa trén FIG.7B dugc phan doan tir dung dich 1én men so b duge san Xuét béng

céch st dung ltia mach duge xtr 1y bang proteaza P5.

Ngoai ra, 500uL mdi phan doan dugc dua vao cd bing ly tAm dén thé tich
100pL hodc nho hon bing cach sir dung thiét bi ly tam siéu loc & 9.660 G. Diéu chinh
phan thu duge dén thé tich 100pL bang dung dich dém phosphat 50mM (pH 7,0, NaCl
150mM), va phan tich bang séic ky long pha do hiéu ning cao theo cach tuong tu nhu
cach néu trong Vi du 1 néu trén. Cu thé, S0uL mdi mau duoc phan tich st dung cot
(mRP-C18, 4,6x50 mm, Agilent Technologies) chira silic dioxit ¢& hat Sum si€u tinh
khiét lién két C18 lam chat don cot loc.

Cai dit tdc do dong chay dén 0,75mL/phit, va cai dit nhiét do dén 80°C. St
dung axit trifloroaxetic 0,1% (TFA)/nuéc lam dung dich dém A, va 0,08%
TFA/axetonitril dugc st dung lam dung dich dém B. Ty 1€ ctia dung dich dém B dugc
thay ddi tir 3% (0 dén 5 phit), dén tir 3 dén 30% (5 dén 32 phit), va tir 30 dén 95% (tur
32 dén 40 phut) theo thdi gian. Do d§ hép thy & bude séng 220nm st dung budc song
tham khéo la 360nm.

M&i hinh v& trong s6 cac hinh v& FIG.8A va FIG.8B minh hoa vi du vé cac phd
sic ky thu duoc bang cach phan tich phan doan thtr nhét. FIG.8A minh hoa phé sic ky
thu duoc tir phén tich phan doan thr nhét ctia dung dich 1én men so bd duoc san Xuét
bang cach str dung lua mach khong duoc xu ly bang proteaza ("B2" trén FIG.7A).
FIG.8B minh hoa phd séc ky thu dugc tir phan tich phan doan tht nhat cta dung dich
lén r_hen so bd dugce san xuit bang cach sir dung ltia mach duge xir ly bang proteaza P5

("E2" trén FIG.7B).
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Nhu duge minh hoa trén cc hinh v& FIG.8A va FIG.8B, hau hét cac dinh cia
cac polypeptit co trong phan doan thir nhat phat hién dugc trong thoi gian luu nam
trong khoang tir 20 phut dén 38 phiit, nhu véi trudng hop cua polypeptit ky nudc phat
hién duoc trong Vi du 1 néu trén (xem cdc hinh vé& tir FIG.2A dén FIG.2D).

Ngoai ra, do cao cac dinh cua polypeptit ky nudce cé trong phén doan thu nhit
tang rd rét nho su dung lta mach dugc xur ly bang proteaza P5 (FIG.8B) so véi trudng

hop st dung lia mach khong duoc xu ly béng proteaza (FIG.8A).

Tir cac két qua nay, c6 thé hiéu dugc 1a polypeptit ky nude duoge cho 1a dong
g6p vao viéce lam tang gid tri NIBEM trong Vi du 1 n€u trén bao gdm céc polypeptit co
trong phan doan thtr nhat. Nén luu y ring, nhu duoc minh hoa trén FIG.8B, protein
40kDa dugc tron trong phan doan thir nhét ("protein 40kDa" trén hinh v&), nhung hau
hét cac polypeptit ky nudc ting nhd vao viée xu ly lta mach bang proteaza P5 14 cac

polypeptit khong phai la protein 40kDa.

MBOi hinh v& trong s6 cac hinh v& FIG.9A va FIG.9B minh hoa vi du vé& céc phd
sic ky thu duoc bang cach phan tich phan doan thtt hai. FIG.9A minh hoa pho sic ky
thu duoc tir viéc phan tich phan doan tht hai cua dung dich 1én men so bd dugc san
xuit bing cach sir dung lua mach khong dugc xu ly béang proteaza ("B3" trén FIG.7A).
FIG.9B minh hoa phd sic ky thu duoc tir viéc phan tich phan doan tht hai cta dung
dich 1én men so bd dugc san Xuét béng cach s dung lta mach dugc xtr ly béng

proteaza P5 ("E3" trén FIG.7B).

Nhu duge minh hoa trén cac hinh v€ FIG.9A va FIG.9B, hau hét cac dinh cua
cac polypeptit c6 trong phan doan thtr hai dugc phat hién trong thoi gian luu nim
trong khoang tir 20 phut dén 38 phut nhu ddi véi trudong hop cua polypeptit ky nuéc
dugc do trong Vidu 1 néu trén (xem cac hinh vé t FIG.2A dén FIG.2D).

Ngoai ra, dd cao cac dinh cta polypeptit ky nudc c6 trong phan doan thir hai
tang rd rét nho viée st dung lta mach duge xur ly bang proteaza PS5 (FIG.9B) so véi
truong hop st dung Iua mach khong duge xir ly bang proteaza (FIG.9A).

Tur cac két qua, c6 thé hidu dugc 1a polypeptit ky nuéc duoc cho 1a gop phan
vao viéc lam tang giad tri NIBEM trong Vi du 1 néu trén bao gdm polypeptit c6 trong

phan doan thtr hai. Do do, cé thé hiéu duoc 1a polypeptit ky nudc, san luong clia nd
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tang do lta mach dugc xir ly bing proteaza, bao gdm polypeptit c6 trong lwong phan

t ndm trong khoang tir 10kDa dén 25kDa dugc do bang sic ky loc gel.
Vi du 3: X Iy phan chiét lta mach bang proteaza

Chiét lta mach bang nudc néng bang cach bd sung 1 lit nuéc néng & nhiét do
55°C vao 200g ltia mach va gitt hdn hop & nhiét do 55°C trong thoi gian 2 gio. Tiép
theo, loc hdn hop bang gidy loc s6 2, bd sung 1 lit nuéc néng & nhiét do 55°C vao

phén con lai, va loc tiép hdn hop dé gom 1,2 lit dich loc chira phﬁn chiét lua mach.

Ngoai ra, phan chiét lta mach duoc xir Iy bang proteaza PS5 bing cach bd sung
25mg proteaza P5 duoc str dung trong Vi du 1 néu trén vao mot phﬁn (0,6 lit) dich loc
va gitt hén hop & nhiét do 55°C trong thoi gian 1 gio. Tiép theo, bat hoat proteaza PS5
bang cach giit dung dich & nhiét do 105°C trong thoi gian 1 gio. Sau do, ly tim dung
dich & 12.000g trong thoi gian 20 phut, va gom dich ndi. Hon nita, dich néi duogc cho
két tua bang amoni sulfat dé thu duoc két ta amoni sulfat bdo hoa tir 0% dén 40% va

két tia amoni sulfat bio hoa tir 40% dén 75%.

Hon nfta, dé lam d6i chung so sanh, mot phﬁn khac (0,6 lit) dich loc dugc néu
néu trén duoc gitt & 105°C trong thoi gian 1 gio khong cé tién hanh xir 1y bing
proteaza. Sau dd, ly tdm dung dich ¢ 12.000g trong 20 phut, va gom dich no6i. Ngoai
ra, dich ndi duogc cho két tia béng amoni sulfat d thu duoc két tia amoni sulfat bio

hoa tir 0% dén 40% va két tiia amoni sulfat bdo hoa tir 40% dén 75%.

Sic ky loc gel

Phan tich bdn loai két tia amoni sulfat thu duoc nhu duge mo ta & trén bang sdc
ky loc gel theo cach tuong tu nhu cach néu trong Vi du 1 né€u trén. Cu thé, 100pL moi
loai két tiia amoni sulfat duoc phan tich bang cach sir dung cdt loc gel (Superdex 75
10/300GL, duoc san xut bdi GE Healthcare Japan). Cai dit téc do dong chay dén
0,5mL/phut. St dung dung dich dém phosphat 50mM (pH 7,0, NaCl 150mM) lam
dung dich phat trién. Ngoai ra, do do hép thu & budc song 215nm.

M3i hinh v& FIG.10A va FIG.10B minh hoa vi du vé cac phd sic ky thu duge.
FIG.10A minh hoa két qua phan tich két tha amoni sulfat bdo hoa tir 0% dén 40%, va

FIG.10B minh hoa két qua phan tich két tia amoni sulfat bdo hoa tir 40% dén 75%.
Trén céc hinh v& FIG.10A va FIG.10B, két qua phén tich két tia amoni sulfat chia
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phan chiét laa mach khong duge xu ly béng proteaza (“khong c6 proteaza" trén hinh
v&) dugc thé hién boi dudong nét lién va két qua phan tich ctia két tia amoni sulfat chira
phﬁn chiét lta mach duoc xtr ly béng proteaza P5 ("P5" trén hinh v&) duoc thé hién boi
duong nét dut.

Nhu duoc minh hoa trén FIG.10A, d0 cao cac dinh phat hién dugc trong
khoang thoi gian luu ndm trong khoang tir 26 phut dén 30 phut twong tmg v6i trong
luong phéan tir nim trong khoang tir 10kDa dén 25kDa tang r3 rét nho viée xtr ly phan
chiét lua mach bang proteaza ("P5" trén hinh v&) so v6i trudng hop ma phan chiét laa
mach khong duoc xir Iy bing proteaza (“khong c6 proteaza" trén hinh v&) trong két tha

amoni sulfat bio hoa tir 0% dén 40%.

Hon nfta, dinh cta protein 40kDa phat hién dugc quanh thoi gian luu 24 phut,
va do cao dinh cta protein 40kDa ciing tang nh¢ viée xtr ly phan chiét lia mach bang

proteaza P5.

Trong khi d6, nhu dugc minh hoa trén FIG.10B, d6 cao cic dinh phat hién duoc
trong thoi gian lwu nim trong khoang tir 26 phut dén 30 phut twong tmg voi trong
lwong phén tir nim trong khoang tir 10kDa dén 25kDa ciing ting rd rét nhd viee xu ly
phan chiét lta mach bang proteaza ("P5" trén hinh v&) so véi truong hop ma phan
chiét lta mach khong duoc xur 1y bang proteaza (“khong c6 proteaza" trén hinh v&)
trong két tiia amoni sulfat bdo hoa tr 40% dén 75%. Tuy nhién, vé van d& nay, d6 cao
céc dinh ctia cac polypeptit ¢6 trong lugng phan tir nim trong khoang tir 10kDa dén
25kDa giam 10 rét so vdi dd cao cac dinh cua két ta amoni sulfat bdo hoa tir 0% dén

40% duogc minh hoa trén FIG.10A.

Hon nfta, dinh cta protein 40kDa duoc phat hién quanh thoi gian luu 24 phit,
va d0 cao dinh cta protein 40kDa ciling tang nho viée xur ly phan chiét lta mach bang
proteaza P5. Ngoai ra, d§ cao dinh cta protein 40kDa cling gidm so v6i d§ cao cua két
tiia amoni sulfat bdo hoa tir 0% dén 40% dugc minh hoa trén FIG.10A, nhung muc do
giam 12 nho hon so vdi muc d§ gidm & cac polypeptit c6 trong luong phén tu nam

trong khoang tir 10kDa dén 25kDa néu trén.

Nén luu y réng, biét réng LTP1, dugc biét dén 14 protein ma cai thién cac dic
tinh bot cta bia, nhu véi protein 40kDa, khong c6 trong két tha amoni sulfat bdo hoa

fir 0% dén 40% nhung c6 trong két tiia amoni sulfat bdo hoa tir 40% dén 75% dua trén
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nguyén ly két tia ctia amoni sulfat (vi du, tai li¢u da biét: Kresten Lindorff-Larsen et
al., The Journal of Biological Chemistry, 276, 33547-33553 (2001), tai liéu da biét:
Stanislava Gorjanovic et al., J. Inst. Brew. 111(2), 99-104, 2005).

Danh gia gid tri NIBEM

Danh gia anh huong cua 4 loai két tha amoni sulfat néu trén 1én gid tri NIBEM
cta bia. Cu thé, bd sung 30mL két tia bit ky trong sb cac két tia amoni sulfat vao
633mL bia cé gia tri NIBEM bang 274 gidy. Ngoai ra, gia tri NIBEM cta bia sau khi

bd sung duge do theo cach twong tu nhur cach néu trong Vi du 1 néu trén.

Két qué 13, gia tri NIBEM ctia bia ting thém 19,7 gidy nho viéc bd sung két tia
amoni sulfat bio hoa tir 0% dén 40% chitra phan chiét laa mach duge xur 1y béng
proteaza P5 ("P5" dugc minh hoa trén FIG. 10A) vao bia. Trong khi d6, gia tri NIBEM
cua bia giam di 16,8 gidy do viéc bd sung két tiia amoni sulfat bdo hoa tir 0% dén 40%
chira phin chiét Ita mach khong duoc xir Iy bang proteaza (“khong c6 proteaza" dugc

minh hoa trén FIG.10A) vao bia.

Hon nita, gia tri NIBEM cua bia lan luot giam di 11,3 gidy va 18,8 gidy khi bd
sung két tia amoni sulfat bdo hoa tir 40% dén 75% chira phéan chiét lta mach dugc xir
Iy bang proteaza P5 ("P5" dugc minh hoa trén FIG.10B) vao bia va khi b sung két tia
amoni sulfat bdo hoa tir 40% dén 75% chira phan chiét lta mach khong duoc xir ly

bing proteaza (“khong c6 proteaza" dugc minh hoa trén FIG. 10B) vao bia.

Cu thé, chi két tha amoni sulfat bdo hoa tir 0% dén 40% chua phén chiét lta
mach duogc xt ly béng proteaza P5 ("P5" dugc minh hoa trén FIG.10A) cai thién mot
céch 16 rét tinh 6n dinh bot ciia bia. Nhu dugc md ta & trén, LTP1 khong c6 trong két
ta amoni sulfat bdo hoa tir 0% dén 40%, va ham lugng protein 40kDa trong két tia
amoni sulfat bdo hoa tir 40% dén 75% khéng khac nhiéu so v6i ham lugng ctia nd
trong két tia amoni sulfat bdo hoa tir 0% dén 40%. Do do, c6 thé hidu duge 1a
polypeptit cé trong luong phén tir nam trong khoang tir 10kDa dén 25kDa, ham lugng
cta nd ting rd rét nho viée xu ly bing proteaza PS5, gop phan vio tac dung cai thién
tinh &n dinh bot dic biét 1a déi v6i két tia amoni sulfat bdo hoa tir 0% dén 40% chira

phén chiét Ita mach duoc xir Iy béng proteaza P5.

Vi du 4: San xuit dung dich 1én men so bd
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Dung dich 1én men so bd duoc diéu ché bang phuong phép ngam chiét, sir dung
nguyén li¢u thé chira nguyén li¢u tho lta mach bao gbém lua mach va lia mach nay
mam, hoa hubléng, va proteaza. Proteaza P5 duoc st dung trong Vi du 1 néu trén duoc

su dung lam proteaza.

Hai loai dung dich 1én men so bo, tic 14, dung dich 1én men so bd chua
proteaza (0,01% trong lugng tinh theo nguyén li¢u tho lua mach) va dung dich 1én men
so bo khong st dung proteaza lam dbi chimg so sanh, dwoc san xut theo cich twong
tu nhu cach néu trong Vi du 1. Ngoai ra, mdi dung dich 1én men so bo duoc cho két

ta bang amoni sulfat dé thu dugc két tia amoni sulfat bdo hoa tir 25% dén 40%.

S#c ky trao ddi cation

Phan tich két tiia amoni sulfat thu dugc nhu duoc mé ta & trén bang sic ky trao
dbi cation. Cu thé, SmL két tia amoni sulfat duoc phan tich st dung cdt trao dbi cation
(HiTrap SP SmL HP, dugc san xuit béi GE Healthcare Japan). Cai dit téc do dong
chay dén 2mL/phut, sit dung dung dich dém xitrat S0mM (pH 4,2) l[am dung dich dém
A, va dung dich dém xitrat SOmM (pH 6,2) lam dung dich dm B. Ngoai ra, do do hép

thu & mdi budce séng 215nm va 280nm.

FIG.11 minh hoa vi du v& phd sic ky thu dugc. Trén FIG.11, polypeptit phét
hién duge ¢ bude song 215nm duogc thé hién boi duong nét lién ("215nm" trén hinh
v&), polypeptit phat hién dugce & budc song 280nm duge thé hién béi dudng nét durt dai
("280nm" trén hinh v&), va su thay doi ctia do pH dugc thé hién boi duong nét dut
("pH" trén hinh v€).

Nhu dugc minh hoa trén FIG.11, phan doan khong dugc hép thu (dinh cua n6
duoc phat hién trong khoang gia tri “khdéng hip thu (C7)" trén hinh v&) va phan doan
duoc hip thu (dinh ctia né duge phét hién trong khoang gia tri “hap thu (D4 dén E2)"
trén hinh v&) ¢6 trong cac polypeptit ¢ trong két tiia amoni sulfat thu dugc tir dung
dich 1én men so bd. Diém ding dién (pI) cua polypeptit c6 trong phan doan duge hip
thu duong nhu 12 ndm trong khoang tir 4,9 dén 5,4. Nén luu y ring, diém dang dién
cta LTP1 duoc biét 1a 1én hon 9 (tai liéu da biét: Stanislava Gorjanovic et al., J. Inst.
Brew. 111 (2), 99-104, 2005). Cu thé, polypeptit c6 diém ding dién nim trong khoang
tr 4,9 dén 5.4, it nhat 1a khac v6i LTPL, ¢6 trong két tia amoni sulfat.

Danh gia gia tri NIBEM
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Polypeptit c6 trong phan doan khong dugc hdp thu va polypeptit cé trong phan
doan dugc hip thu néu trén duogc danh gia vé anh hudng cta chung dén gia tri NIBEM
ctia bia. Cu thé, diu tién, phan doan khong dugc hép thu va phan doan dugc hép thu
duge phan doan timg phén trong sic ky trao ddi cation duoc mé ta néu trén. Ngoai ra,
35mL bét ky trong s6 cac phan duoc bd sung vao 633mL bia cé gia tri NIBEM bing
267 giay. Ngoai ra, gia tri NIBEM cua bia sau khi bd sung duoc do theo cach twong tu

nhu cach néu trong Vi du 1 néu trén.

Két qua 1, gia tri NIBEM ciia bia nay 1a ting thém 17 gidy bang cach bd sung
phan doan duoc hip thu (“hip thu (D4 dén E2)" dugc minh hoa trén FIG.11) vao bia.
Trong khi d6, gia tri NIBEM cua bia 14 ting thém 10 gidy bang cach bd sung phan
doan khong duoc hép thu (“khong hép thu (C7)" dugc minh hoa trén FIG.11) vao bia.

Do do, c6 thé hiéu dugc 14 polypeptit c6 trong phan doan duoc hip thu va c¢6
diém dang dién nim trong khoang tir 4,9 dén 5.4 déng gop vao viée cai thién 1o rét
tinh 6n dinh bot cua bia nher viée bd sung phan doan duoc hép thu. Trong khi do, cling
c6 thé hiéu 1a polypeptit c6 trong phan doan khong dugc hip thu phan nao gop phan

vao viéc cai thién tinh 6n dinh bot cua bia.
Vidu 5: San xuat d6 uéng c6 con co ga

Db ubng c6 cdn cd ga duoc san xudt bing phuong phap ngam chiét, sit dung
nguyén li€u thé chira nguyén li€u thé lta mach bao gém lta mach va lua mach nay
mam, hoa hubléng, va proteaza theo cach twong tu nhu cich néu trong Vi du 1 néu
trén. Proteaza PS5 (c6 chuin d6 1a 50.000 U/g) duoc st dung trong Vi du 1 néu trén

dugc sir dung lam proteaza.

Luong proteaza dugc bd sung tinh theo nguyén liéu tho lta mach duoc 4n dinh
dén 0,0025% trong lugng (0,0033% trong lugng lua mach), 0,005% trong luong
(0,0066% trong luong lta mach), 0,01% trong lugng (0,013% trong lugng lta mach),
0,025% trong luong (0,033% trong luong lua mach), 0,05% trong lugng (0,066%
trong luong lda mach), 0,1% trong luong (0,13% trong lugng lta mach), 0,25% trong
luong (0-33% trong luong lua mach), hodc 0,5% trong lugng (0,66% trong luong lua

mach).

Pau tién, dung dich nguyén liéu thd dugc diéu ché bang cach bd sung nguyén

liéu thd ngoai trir hoa hublong, chira 830g lta mach (77% trong luong nguyén liéu tho
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lta mach), 250g lta mach nay mam (23% trong lugng nguyén lidu thd Ita mach), va
proteaza véi lugng 1a luong bat ky trong sd cac luong cua 8 loai proteaza theo % trong
luong so voi nguyén li€u thd lta mach, vao nude nong & nhiét do 50°C.

Ngoai ra, san xuit dugc 8 loai d udng cé cdn ¢6 ga theo cach tuong tu nhu
céch néu trong Vi du 1 néu trén. Hon nita, d6 udng co cdn c6 ga lam d6i chimg so sanh
duoc san xudt theo cach tuong ty nhu cach néu trén, ngoai trir viéc khong st dung

proteaza. Do d9, san xuat dugc 9 loai d6 uoéng c6 con c6 ga.

Pénh gid gid tri NIBEM va d6 bam dinh bot

Gié tri NIBEM cua mdi loai trong sb 9 loai dd udng c6 ¢dn ¢ ga san xuat dugce
nhu dugc md ta néu trén dugc do theo cach twong tu nhu cach néu trong Vi du 1 néu
trén. Hon nita, d6 bam dinh bot 1a mét trong s6 cac dic tinh bot cia mdi loai trong $6 9
loai d6 udng c6 con ¢ ga duoc danh gia bang cach sir dung thiét bi do c6 ban trén thi
truong (Nibem Cling Meter duoc san xuat boi Haffmans). Cu thé, do udng c6 con co
ga dugc rot vao trong cbe, va sau khoang thoi gian dinh trude troi qua dé pha v& bot,
quét quang hoc bé mit cbc ma bot bam dinh vao. Dénh gid ty 1€ ving cua phan duoc
phu bot tinh theo téng dién tich dugc quét lam d§ bam dinh bot (%). Khi do bam dinh
bot (%) cao hon, kha ning bam dinh bot cia d udng c6 con cé ga la tét hon.

FIG.12 minh hoa két qua danh gia gia tri NIBEM (gidy) va d6 bam dinh bot
(%) d6i v6i mdi loai trong sb 9 loai dd udng ¢ con cb ga véi cac lugng proteaza duge
bd sung khac nhau (% trong lugng).

Nhu duoc minh hoa trén FIG.12, gia tri NIBEM cé khuynh hudng tang do
luong proteaza duoc bd sung ting. Tuy nhién, vé vin d& nay, khi luong proteaza dugc
b6 sung 1a 0,5% trong luong, gia tri NIBEM la thap hon so véi gia tri NIBEM khi
proteaza khong duoc bd sung (“khong bb sung” trén hinh v&).

Trong khi d6, dd bam dinh bot cé khuynh huéng hoi gidm khi lugng proteaza
duogc bé sung la nho, nhung d6 bam dinh bot cd khuynh huéng tang khi luong

proteaza dugc bd sung la tang thém 0,05% trong luong hodc nhiéu hon.

Pinh luong polypeptit

Phan tich d6 uong cé c¢on ¢ ga dugc san xuat bang cach sir dung proteaza P5

véi luong 0,05% trong lugng hodc 0,25% trong luong, va dd uéng ¢6 ¢dn ¢b ga dugc

-45-



25182

san xudt khong str dung proteaza, trong s6 9 loai dd udng c6 con cb ga, bang sac ky
long pha dao hiéu nang cao theo cach tuong tu nhur cach néu trong Vi du 1 néu trén.
Ngoai ra, phan doan tuong timg véi thoi gian Iuu nim trong khoang tir 20 phat dén 38
phut chtra polypeptit ky nudc, va dinh luong polypeptit c6 trong phan d6 theo céch

tuong tu nhu cach néu trong Vi du 1 néu trén.

Trén FIG.13, lugng proteaza PS5 dugc bd sung (% trong luong) duge st dung dé
xtr Iy Ita mach, ham luong polypeptit ky nudce (g/L), va gid tri NIBEM (gidy) trong d6
ubng ¢ ¢dn c6 ga ddi véi mdi loai trong s6 3 loai db udng co6 con c6 ga dugc minh
hoa ¢6 lién quan voi nhau. Nhu duge minh hoa trén FIG.13, cac ham Iugng polypeptit
ky nudc va gia tri NIBEM trong dd ubng c6 cdn co6 ga ting rd rét nho viée ting luong

proteaza dugc bd sung.

Panh gid cam quan

Panh gid cam quan ddi v6i mbi loai trong s6 9 loai dd ubng co6 con co ga dugce
tién hanh boi 8 chuyén gia. Cu thé, nhiéu thong sd vé& mui, vi, va céc thong s6 khéac ctia
dd uéng c6 ¢on ¢6 ga duoc danh gia mot cach toan dién va dugc cic chuyén gia cho
diém.

FIG.14 minh hoa két qua danh gia cdm quan. Trén FIG.14, truc thang dimg la
diém sb dua trén danh gia thu duoc trong danh gia cam quan. Diém s6 cao hon c6
nghia la dat dugc sy danh gia t6t hon. Panh gia cam quan cua d6 ubng c6 con co ga
duogc cai thién béng cach xt ly lda mach béng proteaza nhu dugc minh hoa trén
FIG.14. Tuy nhién, vé vAn dé nay, khi luong proteaza dugc bd sung 1a 0,5% trong
luong, két qua danh gid 1a thdp hon so véi két qua dénh gia khi proteaza khong dugc
b6 sung (“khong bd sung” trén hinh vé).

Nén luu ¥ ring, ngoai két qua dugc néu néu trén, khing dinh rang dat dugc higu
qua dudi day nho viée st dung proteaza. Cu thé, vi du, luong phén chiét c6 trong dung
dich 1én men so bd (dich nha) tang khi lugng proteaza duoc bd sung tang. Cu thé, ti 16
dat duoc phan chiét dugc cai thién bang cach xtr Iy lia mach bang proteaza.

Hon nita, s6 ngay 1én men (s6 ngay tir khi bét dau 1én men c6 sy bd sung ndm
men cho dén khi ndng d6 phan chiét trong dung dich 1én men giam dén mirc nhé hon
hodc bang gia tri dinh trude) 12 6 ngay néu khong bd sung proteaza va néu luong

proteaza dugc bd sung 1a 0,0025% trong lugng, trong khi con s6 nay c6 thé duogc rat
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ngin hon tir 1 ngay dén 5 ngay néu luong proteaza dugc b6 sung 1a 0,005% trong
luvong hodc nhiéu hon. Hon nita, su sinh truéng ctia nAm men con duge thic diy bang
cach bd sung proteaza. Nhu duge md ta & trén, tac dung thic day qud trinh 1én men dat
duoc béng cach bd sung proteaza. Nén luu y réng, luong bot khi xut hién trén mit
nuéc cua dung dich 1én men khi 1én men cling ¢ thé duoc giam bang cach b6 sung

proteaza.

Hon nita, mui chua ngu trong d6 ubng ¢6 con co ga dugce san xuit duge giam
mot cach hidu qua bang cach bb sung proteaza. Cu thé, mui chua ngdu trong do uéng
6 ¢on c6 ga giam 1 rét, va cic ham lugng etyl axetat va isoamyl axetat, 1a cac thanh
phan tao huong vi thom, ting nhd viéc bd sung proteaza voi lugng 0,01% trong lugng
hodc nhidu hon. Hon nita, tinh én dinh d6 duc cta bia con dugc cai thién nho viée bo

sung proteaza.

Hon nfta, ham lugng protein 40kDa trong dd udng c6 con co ga ting mot cach
déu déu, khac vai trudng hop cua polypeptit ky nudc duoc md ta & trén do lugng
proteaza dugc b sung ting, va dat t61 da khi lugng proteaza dugc bd sung 1a 0,5%

trong lugng.
Vi du 6: San xuat d0 uong c6 cdn ¢6 ga

Db ubng c6 con cb ga duge san xuét bang phuong phdp ngdm chiét, st dung
nguyén liéu thd chira nguyén liéu tho lta mach bao gém lta mach va/hodc Iua mach
nay mam, hoa hubléng, va proteaza theo cich twong tw nhu cdch néu trong Vidu I néu

trén. Proteaza P5 duoc st dung trong Vi du 1 néu trén duge st dung lam proteaza.

Ty 1€ gifra lta mach va lda mach nay mam trong nguyén liéu thd lta mach la
nhu sau: 100% trong lugng lua mach ( 0% trong luong lua mach nay mam); 77% trong
luong lta mach va 23% trong luong lta mach nay mam; 52% trong lugng lua mach
va 48% trong luong lua mach nay mam; 32% trong luong lta mach va 68% trong
lugng 1ta mach nay mam; hoic 100% trong luong lua mach nay mam (0% trong
lugng lua mach).

Dau tién, dung dich nguyén liéu thd dugc diéu ché bing cach bd sung nguyén
liéu thd ngoai trir hoa hublong, chita 1.080g nguyén li¢u tho lua mach va 1,08g
proteaza (0,1% trong luong tinh theo nguyén li¢u thd Ia mach), vao nudc nong o

nhi¢t do 50°C.
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Ngoai ra, 5 loai d6 udng c6 con c6 ga duoc san xuat theo cach tuong tu nhu
cach néu trong Vi du 1 néu trén. Hon nita, 5 loai do udng c6 con ¢6 ga lam doi chimg
so sanh dugc san xuat theo céch tuong tu nhu cdch néu trén ngoai trir viéc khong su

dung proteaza. Do d6, san xuat dugc 10 loai d6 uong c6 con c6 ga.

Panh gi4 gia tri NIBEM va d6 bam dinh bot

Gia tri NIBEM va do bam dinh bot cta mdi loai trong s6 10 loai dd ubng co con
c6 ga dugc san xuét nhu dugc mo ta & trén duge danh gia theo cach tuong tu nhu cach

néu trong Vi du 5 néu trén.

FIG.15 minh hoa két qua danh gia gia tri NIBEM (giéy) va do bam dinh bot
(%) ddi véi mdi loai trong s6 10 loai dd udng co6 con cb ga, mdi loai c6 cac ty 1¢ khac

nhau gitta lta mach va lua mach nady mém trong nguyén liéu tho lua mach.

Nhu duge minh hoa trén FIG.15, gid tri NIBEM, khi nguyén liéu tho lia mach
chtra lia mach duoc str dung tidng nho viée xtt ly laa mach béng proteaza. Hon nita,
téc do tang ctia gia tri NIBEM, nho viée str dung proteaza, c6 khuynh hudng tang do
ty 1 cua lua mach (tic la, luong lua mach duoc sit dung) trong nguyén li€u tho lua

mach tang.

Nguoc lai, khi khong c6 lua mach trong nguyén liéu thd lua mach (“0% lua
mach" trén hinh v&), tirc 1a, chi c6 lta mach nay mam duoc st dung, gia tri NIBEM

giam do viéc st dung proteaza (“0% lta mach+Proteaza" trén hinh vé).

Do dé, c6 thé hiéu duoc 1a viéc tang gia tri NIBEM nho vige su dung proteaza
la dua trén hoat dong cua proteaza trén lua mach, va tic dung cta proteaza c6 khuynh
hudng duge cai thién khi luong lba mach dugc sir dung 1 ting. Trong khi do, do bam
dinh bot duoc cai thién nho viéc st dung proteaza khong quan trong lugng lia mach

duoc st dung, ngay céa khi khong str dung lta mach.
Vi du 7: San xuét d6 udng c6 con cb ga

Do ubng ¢ con ¢ ga dugc san xuat bang phuong phéap ngam chiét, st dung
nguyén liéu thd chira nguyén licu tho lua mach bao gom lia mach va lua mach nay
mam, hoa hubléng, va proteaza. Ti 1é giita la mach va lia mach ndy mam trong

nguyén liéu tho Iia mach 1a 52% trong luong Ita mach va 48% trong luong lta mach
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nay mam. Proteaza P5 dugc st dung trong Vi du 1 néu trén duge sur dung v6i luong

0,1% trong luong tinh theo nguyén ligu tho lta mach lam proteaza.

Dau tién, lta mach duge xt ly béng proteaza ma khong dugc tron voi lua mach
nay mam. Cu thé, nguyén liéu thd ngoai trir hoa hubléng va lta mach nay mam, cu thé,
37,3kg lua mach va 37,3g proteaza dugc tron v6i nude néng & nhiét dd 50°C. Sau do,
lia mach dugc xir 1y bang proteaza bang cach giit dung dich duoc tron chua lta mach
va proteaza & nhiét do 50°C trong thoi gian 30 phut. Tiép theo, proteaza hau nhu duge
bét hoat bang cach gitt dung dich dugc tron & nhiét dd 70°C trong thoi gian 15 phut.

Sau d9, giit dung dich duoc tron chira lua mach va proteaza & nhiét d6 65°C, va
bd sung 34,5kg lta mach nay mam vao d6. Ngoai ra, qua trinh duong hoa duoc tién
hanh bang cach gift dung dich duoc tron thu duoc & nhiét do 65°C trong thoi gian 60
phut. Loc dung dich nguyén li€u tho sau khi duong hoa dé thu dugc dung dich 1én men
so bd. Hon nita, gia nhiét dung dich 1én men so bo dén nhiét do 100°C, bd sung 420g

hoa hubléng, va dun s6i toan bd. Lam mét dung dich 1én men so b sau khi dun soi.

B6 sung ndm men lén men ddy vao dung dich 1én men so bd dugc lam mat dé
tao ra dung dich 1én men. Qud trinh 1én men so bd duoc tién hanh béng cach gitt dung
dich Ién men ¢ nhiét d nam trong khoang tir 10°C dén 12°C trong khoang thoi gian
dinh truéc. Hon nita, qua trinh G rugu dugce tién hanh bang cach gilt dung dich sau lén
men khi 1én men so by & nhiét do thép hon trong khoang thoi gian dinh trude. Loc

dung dich 1én men sau qua trinh 1 rugu d€ thu duoc d6 udng co con co ga.

‘Hon nita, dd udng c6 cdn c6 ga lam d6i chiig so sanh duoc san xuat theo cach
twong ty nhu cach néu trén, ngoai trir 1a khong st dung proteaza. Do do, 2 loai d6
ubng c6 cdn c6 ga duge san xuét. Ngoai ra, danh gia gia tri NIBEM cua modi loai trong
s6 2 loai dd ubng c¢6 cdn c6 ga dugc san xuit theo cach tuong tu nhu cach néu trong Vi

du 1 néu trén.

Két qua 1a, gia tri NIBEM cua d6 ubng co con ¢6 ga duge san xuét bing cach
xu ly lta mach béng proteaza P5 1a 276 gidy trong khi gia tri NIBEM ctia dd udng c6
cdn c6 ga duge san xuit ma khong xr ly lua mach bang proteaza la 261 gidy. Cu thé,
gia tri NIBEM cua d6 ubng co6 cdn ¢6 ga ting nho viée xur 1y lta mach bang proteaza
ma khong dugc tron voi lia mach nay mAm, so voi trudong hop laa mach khdng dugc

xtr 1y bang proteaza.
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Hon nita, FT-3 duoc thuc hién 1am chi s6 vé tinh 6n dinh d6 mo. Cu thé, mbi
loai dd udng c¢6 con c6 ga dugc san xuét bang cach st dung lua mach duge xu ly bang
proteaza (san pham thir nghiém) va dd udng c6 con cb ga dugce san xuit bang cach su
dung lia mach khong duge xtr ly bing proteaza (san phim déi ching) dugc nhing
trong trong bé nudc & nhiét do 60°C trong thoi gian 3 ngay va sau do6 duoc gilt & nhiét
do 0°C trong thoi gian 1 ngay. Tiép theo, do do duc béng cach st dung médy do do duc
(dugc san xuat bai Haffmans, do 4nh sang tan xa géc 90°). Két qua la, d§ duc cta san
phim thir nghiém la 1,54° EBC trong khi d6 duc cta san pham d6i chimg 1a 4,36°
EBC. Do do, tinh én dinh do md cta san phém thir nghiém dugc khéng dinh la duoc

cai thién nho viéc xtr ly laa mach béng proteaza.
Vi du 8: Danh gia tinh ky nudce

Panh gia dinh lugng tinh ky nudc ctia polypeptit ky nude. Cu thé, mirc do ky
nuée duge danh gid bang téng cac hing s6 Rekker duoc bién ddi. (Tham khao 1: R.F.
Rekker, The Hydrophobic Fragmental Constant, Elsevier, Amsterdam, 1977, p.301,
Tai liéu tham khéo 2 Tatsuru Sasagawa et al., Prediction of Peptide Retention Times in
Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography during Linear Gradient
elution, Journal of Chromatography 240 (1982), 329-340, Tai liéu tham khao 3:
Toshiaki Isobe, Norio Okuyama, Biophysical Chemistry Vol.30, No.1 (1986)).

Téng cac hing sé Rekker dugc bién dbi thé hién sy twong quan theo s6 mil voi
thoi gian luu trong séc ky 1éng pha dao hiéu ning cao va cd thé dugc hdi quy dén
phuong trinh (I) sau nhu dugc mo ta trong Tai liéu tham khao 2. Nén luu y rang, do
tinh ky nudc ctia polypeptit hodc protein cao hon, tdng cac hing s& Rekker dugc bién
dbi clia no tror nén 1on hon.

Phuong trinh todn hoc 1

RT=Aln(1+BEZDjnij)+C (I)

Trong phuong trinh (), "RT" la thoi gian luu, "Y¥Djn;" la téng cac hang 56
Rekker duoc bién dbi, va "A", "B", va "C" l1a cac héng sb. "Di" la héng s6 Rekker duoc
bién dbi cua ting axit amin, va "ny" 1a sb luong cac gbc clia timg axit amin.

FIG.16 minh hoa hing s6 Rekker dugc bién dbi cua ting axit amin (Dj) (Tai

liéu tham khao 2: Tatsuru Sasagawa et al., Prediction of Peptide Retention Times in
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Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography during Linear Gradient
elution, Journal of Chromatography 240 (1982), 329-340). Nén luu y rang, do tinh ky

nudc cua axit amin cao hon, hang s6 Rekker ctia n6 dugc bién doi tré nén 16n hon.

Do d6, dau tién, sy tuong quan gitta tong cac hing sé Rekker duoc bién dbi va
thoi gian luu trong sic ky 1ong pha ddo hiéu niang cao duoc tinh str dung nhiéu peptit

c6 trinh tu axit amin d3 biét 1a khac nhau.

Peptit thu dugc bang cach phan huy albumin huyét thanh bo (bovine serum
albumin - BSA) bang trypsin va hdn hop peptit ¢ ban trén thi truong (MassPREP
Peptit Mixture dugc san xudt boi Nihon Waters K.K.) duoc str dung lam peptit. Trinh
tu axit amin ctia BSA bi phan hily bang trypsin duoc xac dinh bang cach tién hanh do
MS/MS st dung thiét bi LC/MS/MS (ABI 3200 Qtrap duoc san xudt bai Applied
Biosystems) va phan tich két qua do sir dung phan mém c6 ban trén thi truong (Protein
Pilot, duoc san xuit boi Applied Biosystems). Phan tich cac peptit nay bing sic ky
1éng pha d4o hiéu nang cao dugc thuc hién theo cach twong tu nhu céch néu trong

"Sic ky pha dao" dugc mo ta & trén.

FIG.17 minh hoa trinh ti axit amin, thoi gian luu (phut) trong sic ky long pha
dao hiéu nang cao, mot phan cia s6 hang dau tién & phia bén tay phai (In(1+XDjn;j) cua
phuong trinh (I), tong cic hing s6 Rekker dugc bién dbi (EDjnjj), va gbe cla axit amin
(BSA bi phan hiiy bang trypsin hoic MassPREP Peptit Mixture) di v6i mdi peptit

trong sb nhiéu peptit dugce dua vao phan tich.

FIG.18 minh hoa sy twong quan tuyén tinh gitta mot phin ctia s6 hang dau tién
& phia bén tay phai (In(1+XDjn;)) ctia phuong trinh (I) va thoi gian luu trong sic ky
léng pha ddo hi€u ndng cao thu dugc dya trén két qua dugc minh hoa trén FIG.17. Cu
thé, su twong quan cao nhu dugc minh hoa trén FIG.18 (R=0,95) thu duoc béng
phuong phép hinh vuéng tdi thiéu dua trén két qua dugc minh hoa trén FIG.17 khi
hing s6 B 1a “1" trong phuong trinh (I), va c4c hing s6 A va C trong phuong trinh (I)
xac dinh duoc lan luot 13 "16,60" va "-20,31".

Ngoai ra, tong cac hing s6 Rekker dugc bién dbi cua polypeptit ky nudc duge
rira giai ¢ thoi gian luu 1a 20 phit dugce tinh 1a "10,3" dua trén phuong trinh quan hé
tuyén tinh dugc minh hoa trén FIG.18. Cu thé, polypeptit ky nudc dugc rira giai ¢ thoi

gian luu 1a 20 phut hoac nhiéu hon va viéc cai thién cac dic tinh bot duoc xac dinh khi
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polypeptit c6 tdng cac hing sb Rekker duoc bién doi 1a "10,3" hodc nhiéu hon. Hon
nita, tong cic hing s6 Rekker dugc bién doi 1a polypeptit ky nudc duge rira giai & thoi
gian luu 14 30 phut duoc tinh 1a "19,7" dua trén phuong trinh quan hé tuyén tinh dugc
mo ta ¢ trén.

Vidu9

P ubng ¢ con c¢é ga dugc san xudt bang phuong phap ngdm chiét, s dung
nguyén li€u thoé chira nguyén li¢u tho 1ta mach bao gém lta mach va lta mach nay
mam, hoa hublong, va proteaza. Proteaza PS5 dugc sir dung trong Vi du 1 néu trén duoc

su dung lam proteaza.
Vidu 9-1

Trong vi du 9-1, viéc xt ly lua mach béng proteaza trong bé thir nhat va viéc xir
Iy lta mach nay mam bang enzym trong bé thir hai duoc thuc hién song song theo biéu
dd duge minh hoa trén FIG.19A dé tao ra dung dich lén men so bd. Nén luu y réng,

thung kin dugc st dung lam bé thir nhat, va bé kin duoc st dung lam bé thr hai.

Pau tién, bd sung 440kg lua mach (52% trong luong nguyén li€u tho lua mach)
va 440g proteaza (0,1% trong lugng Ita mach) vao nudc nong & nhiét do 65°C trong
bé thir nhat dé tao ra ché phém Iia mach. Sau d6, nhu dugc minh hoa trén FIG.19A,
xtr ly laa mach bang proteaza bang cach gitt ché phim lta mach & nhiét 6 65°C trong

thoi gian 30 phut ("Lta mach" duge minh hoa trén FIG.19A).

Trong khi d6, bd sung 405kg ltia mach ndy mam (48% trong luong nguyén liu
tho ia mach) vao nudc noéng & nhiét do 50°C trong bé thtr hai dé tao ra ché phém lua
mach nay mam. Sau dé, nhu duge minh hoa trén FIG.19A, tién hanh qué trinh dam
hoéa, trong d6 lia mach ndy mam duge xir ly bing enzym cé trong lua mach nay mam,
biang cach gitt ché pham lia mach nidy mam & nhiét d6 50°C trong thoi gian 30 phut
("Lua mach nay mam" dugc minh hoa trén FIG.19A).

Sau do, ché phdm Ita mach nidy mim dwoc chuyén tir bé thir hai sang bé thir
nhat trong khi gia nhiét ché phdm Iua mach nay mam dé ting nhiét d6 ctia né dén nhiét
d6 65°C. Cu thé, ché phim lia mach va ché phim lta mach nay mam dugc tron trong

bé thir nhat.
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Ngoai ra, tién hanh duong hoa béng cach gitt hon hop dugc tao ra ¢ nhiét do
65°C trong bé thtr nhit. Sau do, gia nhiét hon hop va gilt & nhiét do 76°C trong thot
gian 1 phut, roi loc. Gia nhiét thém cho hdn hop dén nhiét do 100°C, bd sung 4kg hoa
hublong, va dun soi hdn hop. Loc hdn hop sau khi dun s6i va lam mat dé thu duoc
dung dich 1én men so bd. Tiép theo, tién hanh 1én men rugu dé thu duoc dd uéng co

cdn c6 ga theo cach tuong tu nhu cach néu trong Vidu 1 néu trén.
Vi du 9-2

Trong Vi du 9-2, viéc xtr ly lua mach va lua mach nay mam béng proteaza va
enzym co trong lua mach nay mam duoc thuc hién trong thung kin theo biéu dd duogc
minh hoa trén FIG.19B dé tao ra dung dich 1én men so bo. Cu thé, dau tién, bd sung
nguyén liéu thd ngoai trir hoa hublong, chira 440kg lia mach (52% trong luong
nguyén liéu thd lua mach), 405kg Ita mach nay mam (48% trong luong nguyén li¢u
tho lua mach), va 440g proteaza (0,1% trong lwong lua mach), vao nudc nong 6 nhiét
do6 50°C dé tao ra hdn hop. Sau do, nhu dugc minh hoa trén FIG.19B, xtr ly lua mach
bang proteaza va tién hanh qu4 trinh dam hoa bang cach gitt hdn hop & nhigt do 50°C
trong thoi gian 30 phut.

Tiép theo, thuc hién qua trinh dudng hoa bang cach gia nhiét hdn hop va gitt
hdn hop nay ¢ nhiét d6 65°C trong thoi gian 20 phut. Sau do, gitt hdn hop & nhiét do
76°C trong thoi gian 1 phut, 1oi loc. Hon nita, gia nhiét hdn hop dén nhiét do 100°C,
b6 sung 4kg hoa hublong, va dun sdi hdn hop. Loc hdn hop sau khi dun s6i va lam mat
dé thu duoc dung dich 1én men so bo. Tiép theo, tién hanh 1én men ruou dé thu dugc

d6 udng c6 con co ga theo cach tuong tu nhu cach néu trong Vi du 1 néu trén.

Déanh gia gié tri NIBEM

Do gia tri NIBEM cua mdi loai trong sb 2 loai dd udng ¢é con ¢6 ga thu dugce
nhu duoc mo ta & trén theo cach tuong tu nhu cach néu trong vi du 1 néu trén. Két qua
la, gia tri NIBEM cua d ubng c6 con co ga duge san xuét trong vi du 9-1 cao hon 21

gifly so v&i gia tri NIBEM ctia do udng co cdn ¢6 ga duge san xuat trong vi du 9-2.

Panh gid cam quan

Hon nita, danh gia cam quan d6i voi moi loai trong so 2 loai dd udng co6 con co

ga dugc tién hanh nho 6 chuyén gia. Cu thé, nhiéu thong s6 vé mui, vi, va cac thong so
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tuong tu cua do uéng ¢6 cdn c6 ga duge danh gid mot cach toan dién va duogc cac
chuyén gia cho diém (viéc danh gia duoc thuc hién & ba cép do, tic 13, A, B, va C, va
do d6 sau day duoc goi 1a “danh gia ABC"). Hon nita, tinh d& uéng cta d6 ubng co6
cdn c6 ga cling duge danh gia va cho diém. O day, d6 ubng c6 con b ga, ma sau khi
ubng cde thi nhét lai mu6n udng cbe khac, dugce xac dinh la d6 udng co cdn c6 ga dé
ubng. Ngoai ra, diém s cao dugc cho dbi voi dd udng c6 cdn ¢6 ga co tinh d& ubng

cao.

FIG.20 minh hoa két qua danh gia cam quan. Trén FIG.20, truc nim ngang bicu
thi cho loai do ubng c6 cdn c6 ga (46 ubng c6 con c6 ga duoc san xudt trong vi du 9-1
duoc biéu thi bai "9-1," va dd uéng c6 con ¢ ga duge san xuét trong vi du 9-2 dugc
bidu thi bdi "9-2"), va truc thing dimg la diém sd thu duoc tir mdi dénh gid ABC va
danh gi4 tinh d& ubng. Hon nita, két qua danh gia ABC dugc biéu thi boi cot to dam,

va két qua danh gi tinh d& ubng duge biéu thi bai cot rong.

Nhu duoc minh hoa trén FIG.20, dat duoc diém sb cao trong danh gid ABC va
déanh gia tinh dé udng & ca hai dd udng c6 cdn c6 ga. Hon nita, diém sb ctia d6 udng co
cdn c6 ga duoc san xuét trong vi du 9-1 13 cao hon rAt nhiéu so vé6i diém sb cia )
ubng co con ¢6 ga duge san xut trong vi du 9-2 trong ca ddnh gia ABC va danh gia

tinh d& udng.

Hon nita, ham lugng cac thanh phan huong vi trong mdi dd udng co con cb ga
duoc do. Két qua 13, ham luong rugu isoamylic trong dd ubng co cdn ¢ ga duoc san
xuAt trong vi du 9-2 1a cao hon so v6i ham luong rugu isoamylic trong dd udng c6 con
¢6 ga duoc san xuét trong vi du 9-1. Ruou isoamylic 1a thanh phan gy ra anh hudng
khong co lgi dbi v6i huong vi cta d6 udng cb cdn ¢c6 ga khi ham luong cliia n6 qua
cao. Do d6, c6 thé hiéu dugc 1a, mot trong cac 1y do dé c6 danh gia cao trong danh gia
cam quan 1a ngan chan dugc mot cach hiéu qua viéc tang ham lugng ruou isoamylic
trong d6 ubng cé cdn ¢6 ga trong vi du 9-1.

Nhu duoc mo ta & trén, dd ubng ¢6 cdn c6 ga ¢6 ca cac dac tinh bot tuyét voiva
c4c ddc tinh huwong vi tuyét voi ¢ muc dac biét cao co thé dugc san xuét bing cach xur
ly ltia mach bing proteaza trong bé tht nhat va xtr Iy laa mach ndy mam bing enzym

trong bé thi hai.

Vidu 10
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Db udng co6 con ¢ ga duge san xuét bang phwong phap ngdm chiét, str dung
nguyén liéu thd chta nguyén li€u thd lua mach bao gém lta mach va Iua mach nay
mam, hoa hublong, va proteaza. Proteaza P5 dugc st dung trong vi du 1 néu trén dugc

sir dung lam proteaza.
Vidu 10-1 (65)

Trong vi du 10-1 (65), dd udng c¢6 con c6 ga dugc san xuét theo cach tuong tu
nhu céch néu trong vi du 9-1 néu trén, ngoai trir 1a ti 1¢ gitta lua mach va lua mach nay

mam trong nguyén liéu tho lia mach la khac.

Cu thé hon, dau tién, bd sung 830g lua mach (77% trong luong nguyén liéu tho
lta mach) va 1,08g proteaza (0,13% trong luong laa mach) vao nugc noéng ¢ nhiét do
65°C trong bé thir nhit dé tao ra ché phém lta mach. Sau d6, nhu duoc minh hoa trén
FIG.19A, xtr ly lta mach béng proteaza bang cach gift ché phém lta mach nay & nhiét

dd 65°C trong thoi gian 45 phut.

Trong khi do, bd sung 250g lta mach nay mam (23% trong luong nguyén ligu
tho lta mach) vao nudc noéng ¢ nhiét do 50°C trong bé thit hai dé tao ra ché pham lua
mach nay mam. Sau d6, nhu dugc minh hoa trén FIG.19A, tién hanh qua trinh dam
hoa trong d6 lia mach nay mam duge xi Iy bing enzym c6 trong lia mach nay mam
bang cach gitt ché pham lta mach nay mam & nhiét dd 50°C trong thoi gian 30 phut.

Tiép theo, tién hanh budc tron ché pham lta mach va ché phdm lia mach nay
mam, budc dudng héa hdn hop thu dugc bing cach gia nhiét, budc b6 sung hoa
hubléng vao hdn hop, va dun so6i theo cach tuong tu nhu cach néu trong Vi du 9-1 néu
trén dé tao ra dung dich 1én men so bd. Sau do, thuc hién qua trinh lén men rugu dé

thu duge dd ubng c6 con co ga.
Vidu 10-1 (50)

Trong vi du 10-1 (50), dd ubng c6 cdn c6 ga duoc san xuét theo cach tuong tu
nhu cach néu trong vi du 10-1 (65) néu trén, ngoai trix 1a nhiét do cho viéc xur ly lua

mach béng proteaza dugc thay ddi thanh 50°C.

Vi du 10-2 (50)
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Trong vi du 10-2 (50), d6 ubng c6 cdn ¢ ga dugc san xudt theo cach tuong tu
nhu cach néu trong vi du 9-2 néu trén, ngoai trir 1a cic ti 1¢ clia lta mach va lta mach

nay mam la khac nhau trong nguyén liéu thd lta mach.

Cu thé hon, dau tién, cho nguyén liéu thd ngoai trir hoa hubléng, chira 830g lua
mach (77% trong luong nguyén liéu thd lta mach), 250kg lta mach nay mam (23%
trong luong nguyén liéu thd lua mach), va 1,08g proteaza (0,13% trong luong lua
mach), vao nudc nong 6 nhiét do 50°C dé tao ra hdn hop. Sau do, xu Iy 1ta mach béng
proteaza, va tién hanh qua trinh dam hoa bing cach gitt hon hop & nhiét do 50°C trong
thoi gian 30 phut, nhu dugc minh hoa trén FIG.19B.

Tiép theo, tién hanh qué trinh dudng hoa hdn hop thu dugc bang cach gia nhiét,
bd sung hoa hublong vao hdn hop, va dun sdi theo cach twong tu nhu cach néu trong vi
du 9-2 néu trén dé tao ra dung dich 1én men so bg. Sau do, thuc hién qua trinh 1én men

rugu dé thu duge dd udng c6 con cé ga.
Vi du 10-2 (65)

Trong vi du 10-2 (65), d6 ubng co con c6 ga duge san xuét theo cach twong tu
nhu cach néu trong vi du 10-2 (50) néu trén, ngoai trir la lua mach va lua mach nay
mam 1an luot duoc xir Iy bing proteaza va enzym c6 trong ltia mach nay mam, & nhiét

do 65°C.

Vi du so sanh

Hon nita, dd udng c6 cdn c6 ga lam d6i chimg so sanh duge san xuét theo cach
tuong tu nhu cach néu trong vi du 10-2 (50) néu trén, ngoai trir la khong st dung
proteaza.

Dbanh gia gia tri NIBEM

Dénh gia céac gia tri NIBEM cua 5 loai d6 udng co cobn cb ga, duge san xudt
theo cach do, theo cach twong tw nhu cach néu trong vi du 1 néu trén. FIG.21 minh hoa
két qua do cac gia tri NIBEM. Truc nim ngang biéu thi cho loai dd ubng c6 cdn ¢ ga
(dd ubng co6 con ¢ ga duoc san xuét trong vi du so sanh duoc biéu thi boi "C"), va

truc thing dimg 1a gia tri NIBEM (gidy) trén FIG.21.

Nhu dugc minh hoa trén FIG.21, céac gia tri NIBEM cua tAt ca db udng co cdn

¢6 ga duoc san xuat bang cach str dung lua mach dugc xir ly bang proteaza 16n hon rd
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rét so véi gia tri NIBEM cuia d6 udéng cé con c6 ga dugce san xuat bang cach s dung

lta mach khéng duoc xir 1y bing proteaza trong vi du so sanh.

Hon nita, gia tri NIBEM ctia d6 udng c6 cdn c6 ga duge san xut trong vi du
10-2 (50) giam so v6i gia tri NIBEM cua d6 udng c6 cdn co ga dugc san xuét trong vi
du 10-2 (65). Mt khac, gi4 tri NIBEM ctia d6 ubng c6 cdn co ga dugce san Xuét trong
vi du 10-1 (50) 1a twong duong véi hodc cao hon so véi gid tri NIBEM cua d6 udng c6
cdn ¢6 ga duoc san xuét trong vi du 10-1 (65).

Cu thé hon, thu dugc cac gia tri NIBEM cao 1 rét, bat ké nhiét do cho viéc xir
ly bang proteaza trong vi du 10-1 (50) va vi du 10-1 (65), trong mdi vi du ndy, viéc xtr
ly Iba mach béng proteaza va viéc xtr ly Iua mach nay mam béng enzym duoc thuc

hién trong cac b& khac nhau.

Panh gid cam quan

Panh gia cam quan (danh gia ABC va danh gi4 tinh d& ubng) déi voi 5 loai do
ubng c6 cdn c6 ga duoc thuce hién boi 6 chuyén gia theo cach twong tu nhu cach néu

trong vi du 9 néu trén.

FIG.22 minh hoa két qua d4nh gia cam quan. Truc nim ngang biéu thi cho loai
d6 ubng c6 con cb ga va truc thing ding la diém s6 thu dugc trong mdi dénh gia trong
sé céc danh gid ABC va danh gi4 tinh d& udng trén FIG.22. Két qua dénh gia ABC
duoc biéu thi béi cot t6 den, va két qua danh gia tinh dé uéng duoc biéu thi bai cot

rong.

Nhu duge minh hoa trén FIG.22, thu dugce diém sb cao rd rét trong tat ca cac dd
ubng c6 cbn co6 ga duogc san xuit bing cach st dung lia mach dugc xtr ly bang
proteaza so voi diém s6 ctia dd udng c6 cdn c6 ga duge san xuat bang cach sir dung lta
mach khong dugc xir Iy bing proteaza trong vi du so sanh, trong ca danh gia ABC va
démh; gia tinh d& uéng.

Hon nita, diém sb ctia d6 uéng c6 cdn cb ga dugc san XUAt trong vi du 10-2 (65)
14 thap hon so véi diém s6 cua dd udng c6 con c6 ga duge san xudt trong vi du 10-2
(50). Mat khéac, diém sd ctia dd udng ¢6 con c6 ga duge san xuit trong vi du 10-1 (65)
la trong duong vai diém sé ctia d6 udng co cdn ¢ ga duoc san xuat trong vi du 10-1

(50).
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Cu thé hon, thu duoc diém s cao ro rét bat ké nhiét do cho viée xir ly béng
proteaza trong vi du 10-1 (50) va vi du 10-1 (65), trong tung trudng hop, viéc xu ly lta
mach béng proteaza va viéc xu ly lta mach nay mam vGi enzym dugc thuc hién trong
céc bé khac nhau.

Nhu duge md ta néu trén, do uéng c¢6 cdn ¢co ga, co cac ddc tinh bot tuyét voi va
cac dac tinh huong vi tuyét voi & mirc do cao, co thé dugc san xudt mot cach chic
chin, bét ké nhiét d6 cho viéc xur ly bing proteaza, bang cach tién hanh xir Iy laa mach

bang proteaza va viéc xtr ly Iia mach ndy mam bang enzym trong cac bé khac nhau.
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YEU CAUBAO HQ
1. Db ubng c6 ga chira polypeptit ky nudc voi lugng 1,1g/lit hodc nhiéu hon,
trong d6 polypeptit ky nuéc nay thu duoc biang cach xir Iy lta mach biang proteaza,

trong d6 polypeptit ky nuéc bao gdm polypeptit ¢é trong lugng phan tir nim trong
khoang tir 10kDa dén 25kDa, va

trong do polypeptit ky nudc c6 ham lugng prolin 1a 13,5% mol hodc 16n hon.

2. D6 udng c6 ga theo diém 1, trong d6 polypeptit ky nude c6 tdng cac hing sé Rekker

duoc bién d6i 1a 10,3 hodc 16n hon.

3. D6 udng c6 ga theo diém 1 hodc 2, trong d6 polypeptit ky nudc bao gdm polypeptit

c6 diém déng dién nim trong khoang tir 4,9 dén 5,4.

4. D6 udng c6 ga theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 polypeptit ky
nude chira polypeptit duge bao gdm trong chit ling amoni sulfat bdo hoa tir 0 dén

40%.

5. D6 ubng c6 ga theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 tri sb

NIBEM ctia d6 udng c6 ga la 300 gidy hodc 16n hon.
6. Phuong phép san xuit d6 udng ¢ ga bao gdbm cac budc:

str dung chat cai thién dic tinh bot chira polypeptit ky nuée lam thanh phan hoat
tinh dé tao ra d6 udng c6 ga chira polypeptit ky nudc voi luong 1,1 g/lit hodc nhiéu

hon,
trong d6 polypeptit ky nudc nay thu duge bang cach xtr Iy lia mach bang proteaza,

trong d6 polypeptit ky nudc bao gdm polypeptit c6 trong luong phén tir ndm trong
khoang tir 10kDa dén 25kDa, va

trong d6 polypeptit ky nuéc ¢6 ham lugng prolin 1 13,5% mol hodc 16n hon.
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FIG.8A
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FIG.9A
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AXIT AMIN D;
Tryptophan 2,31
Phenylalanin 2,24
Isoleuxin 1,99
Leuxin 1,99
Tyrosin 1,70
Methionin 1,08
Prolin 1,01
Valin 1,46
Threonin 0,10
Histidin -0,10
Alanin 0,53
Glutamin 0,20
Axit glutamic 0,20
Glyxin 0,10
Serin 0,1'0
Arginin -0,10
Axit aspartic 0,10
Asparagin 0,10
Lysin -0,10
Carboxymetylxystein 0,10
Homoserin 0,10
Aminoetylxystein -0,10
Trimetylysin -0,10
Axetyl- 0,00
Amit- 0,00
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FIG.198B

DANH GIA ABC
DANH GIA TINH UONG pUQC

15

30 45 60 75
THOI GIAN U RUQU (PHUT)

FIG.20

90 105 120

B DANH GIA ABC
7 PANH GIA TINH
UONG PUGC

-77-




DANH GIA ABC
DANH GIA TINH UONG BUOC

25182

FIG.21

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

NIBEM (giay)

0 e
C 10-1 10-1 10-2 10-2
(50) (65) (50) (65)
3 B DANH GIA ABC
DANH GIA TINH
U yonG puce
C 10-1 10-1 10-2 10-2
(50) (65) (50) (65)

-78-



<110>
<120>
<130>
<160>
<170>
<210>
2D
21
<213>

<220>
<223>

<400>

25182

DANH MUC TRINH TU
SAPPORO BREWERIES LIMITED
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PatentIn version 3.1

:
8
PRT
Nhén tao
BSA dugc phan cit
1

Ala Glu Phe Val Glu Val Thr Lys

1

<210>
<211
212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

2
12
PRT

Nhan tao

BSA dugc phan cit
2

Thr Val Met Glu Asn Phe Val Ala Phe Val Asp Lys

1

<210>
211>
<212
<213>

<220>
<223>

5 10

3

10

PRT

Nhén tao

BSA dugc phan cét

-79-



25182

<400> 3

Leu Val Asn Glu Leu Thr Glu Phe Ala Lys
1 5 10

210> 4

211> 10

<212> PRT

<213> Nhén tao

<220> )
<223> BSA duoc phéan cat

<400> 4

Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu His Phe Lys
1 5 10

10> 5

211> 13

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220 )
223> BSA duogc phan cat

<400> 5

Asp Ala Phe Leu Gly Ser Phe Leu Tyr Glu Tyr Ser Arg
1 5 10

<210> 6
211> 13
<212> PRT

<213> Nhaén tao

<220> ,
<223> BSA dugc phan cat

<400> 6

Leu Gly Glu Tyr Gly Phe GIn Asn Ala Leu Ile Val Arg
1 5 10
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210> 7
211> M
<212> PRT

<213> Nhén tao

<2205 )
223> BSA dugc phan cat

<400> 7

His Leu Val Asp Glu Pro GIn Asn Leu Ile Lys
1 5 10
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<A1 7
<212> PRT

<213> Nhén tao

<2205
223> C6 ban trén thj truong

<400> 8

Asp Arg Val Tyr lle His Pro
1 5

<210> 9
21> 9
<212> PRT

<213> NhAn tao

<220>
223> Co6 ban trén thi truong

<400> 9
Arg Pro Pro Gly Phe Ser Pro Phe Arg
1 5

210> 10

Q1> 8

212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
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<223> C6 ban trén thi trudng
<400> 10

Asp Arg Val Tyr lle His Pro Phe
1 5

<2100 N
211> 10
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
223> C¢ bén trén thi trudong

<400> 11

Asp Arg Val Tyr lle His Pro Phe His Leu
1 5 10

<210> 12
<211 14
<212> PRT

<213> Nhén tao

<220>
<223> Co6 ban trén thi trudng

<400> 12

Asp Arg Val Tyr lle His Pro Phe His Leu Leu Val Tyr Ser
1 5 10

210> 13

211> 16

<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
223> C6 ban trén thi trudng

<400> 13

Trp Leu Thr Gly Pro GIn Leu Ala Asp Leu Tyr His Ser Leu Met Lys
1 5 10 15
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<210> 14
211> 23
<212> PRT

<213> Nhan tao

<220>
<223> C6 ban trén thj trudng

<400> 14
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