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(57) Séang ché dé cap dén phuong phap san xuét chit tao vi kokumi ti nhién, cu thé 1a
phuong phap san xuét chat tao vi kokumi ty nhién bang cach sir dung dich 1én men inozin-
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Linh vic ky thuit dwoc dé cip

Sang ché dé cap dén phuong phép san xuét chit tao vi kokumi ty nhién, cu thé hon 1a
d& cap dén phuong phéap san xuét chét tao vi kokumi ty nhién bang cach sir dung dich 1én
men inozin-5’-monophosphat (IMP) hodc dich 1én men axit glutamic dugc tao thanh bgi
quy trinh 1én men hai budc bao gdm bué6c thir nhit 16n men nhd ndm va buée thi hai 1én
men nhd vi khudn, chit tao vi kokumi t nhién dugc san xuét boi phuong phap trén va thuc

pham c6 chira chét tao vi kokumi tw nhién.
Tinh trang ki thuit ciia sing ché

Axit amin v peptit dwgc sir dung 1am thanh phan chét tao vi. Trong nhitng nim gan
day, chét tao vi tu nhién chira axit amin va peptit dwoc chiét xuét bang céch 1én men nguﬁ“)n
protein thuc vat nhu du trong, lia mi hay ngd boi vi sinh vt nhu nim, vi khudn Bacillus,
vi khuén lactic hodc nidm men va thily phén san phém 1én men dugc thuc hién theo nhiéu

cach khac nhau.

Thong thudng, cong nghé dugc phat trién dé cai thién thanh phin chét tao vi dugc
chiét xuit (axit amin va peptit) bing cich ting do thuy phan ngudn protein thuc vat hoic
tang néng lyc canh tranh vé gi4 bang cach ting ning suit v& khéi lvong. Tuy nhién, khi chi
ngudn protein thuc vat dugc sir dung thi nhuge diém 13 chét tao vi dugce tao ra khong cé
thanh phan axit nuléic, do d6 chét tao vi c6 vi umami kém. Ngoai ra, chét tao vi can chira
axit glutamic cung véi axit nucleic nhu inosin monophosphat (IMP) hodc guanosin

monophosphat (GMP) dé 1am ting gi trj thuong phim ctia ching.

Trong nhitng nim gin day, dé khic phuc han ché néi trén cua san phdm thiy phan
protein thuc vat, cac nguyén liéu chira axit nucleic tw nhién nhu cao nim men thuong duogc
st dung. Tuy nhién, cao nim men c6 thé anh huéng xdu dén huong vi vén c6 cta thuc
phdm dugc ché bién do mui vi la bt ngudn tir mdi 1én men dic trung cua chung va ham
lwgng axit nucleic cta ching bi gi¢i han (ham lugng axit nucleic t&i da: 20%). Ngoai ra,

hén hop ctia nguyén liéu protein thuc vat véi cao nAm men a8 sir dung cho thuc phém ché
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bién tu nhién c6 kha ning canh tranh v& gia kém so vé6i chét tao vi thong thuong nhu mono-

natri glutamat (MSG), axit nucleic IG, hoic protein thyc vat thity phan (HVP).

Trong khi d6, IMP ciing véi GMP 13 hgp chét dugc sir dung rong rai lam gia vi thuc
phdm. Khi IMP dugc sir dung, cy thé 13 mono-natri glutamat (MSG), n6 c6 kha nang cai
thién dang ké vi cua thuc phém. Do d6, IMP 1a hop chét tao vi dua trén axitnucleic duoc

cht y nhiéu d& 1am hop chét tao vi.

Phuong phap 1én men IMP va GMP dé sir dung 1am hop chét tao vi bao gdm phuong
phép phéan gidi ARN (axit ribonucleic) nAm men va phuong phap san xudt IMP va GMP
bang hai buéc (1én men va thiy phén héa hoc) sau khi tao thanh inosin va guanosin. Tuy
nhién, trong nhitng nim gan déy, & nhiéu nudc trong d6 c6 chau Au, tiéu chudn cho chét tao
vi tu nhién dugc ning cao va cac quy dinh trd nén khét khe hon, do d6 chét tao vi dugc sén
xuét khong chi tir thinh phin ty nhién ma con dugc san xuét bang qu4 trinh xir Iy héa hoc
hozc bd sung cac thanh phin phu gia khéng duoc cong nhan 1a chét tao vi tu nhién. Vi li do
ndy, thanh phén axit nucleic tw nhién nén dugc san xuét bang cach sir dung phwong phép

trye ti€p 1€én men dudng bang vi khuan.

Trong truong hop nhu vay, tac gia sang ché da hét strc nd lyc d& san xuét chét tao vi
kokumi ty nhién khong chita cAc thanh phin phu gia ma khong cin thuc hién bét ki quy
trinh xtt ly héa hoc nio, va két qua 14 tic gia sang ché da tim ra ring khi dich 1én men IMP
hodc dich 1én men axit glutamic dugc san xuét bing quy trinh 1én men hai budc gbm budc
1én men thir nhét sir dung nim va budc 1én men thir hai st dung vi khudn, thi nhidu chit tao
vi hitu hiéu c6 thé dugc san xuét ngay kha khi chi dich 1én men dugc st dung cho phén Gng
tiép theo, qua d6 hoan thanh sang ché.

Bin chit ki thuit ciia sang ché

Muc tiéu clia sang ché 1a d& xuit phuong phap san xuét chit tao vi kokumi tw nhién
khong chita c4c thanh phin bd sung ma khéng cin thyc hién bat ki qua trinh xt ly hoa hoc
nao va bﬁng cach st dung dich 1én men IMP hodc dich 1én men axit glutamic dugc tao
thanh béi buéc 1én men thir nhét bai ndm va budc 1én men thir hai béi vi khuén.

Muc tiéu tiép theo clia sang ché 13 san xuét chét tao vi kokumi tu nhién theo phuong

phép trén.
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Muc tiéu khac cua séng ché 1 san xuét thuc phém c6 chira chét tao vi kokumi tw
nhién.

pé dat duge cac muc tiéu trén, theo khia canh thtr nhét, sang ché d& xuit phuong
phép san xuét chit tao vi kokumi tw nhién, phuong phap bao gdm cac budc: (a) 1én men
ngudn protein thuc vat bing nim d& thu nhén dich 1én men ngii cc; (b) 1én men dich 1én
men ngii cbc bing vi khudn @& thu nhan dich 1én men axit glutamic; va (c) tron dich 1én men

ngii cdc clia bude (a) va dich 1én men axit glutamic cuia bude (b).

Ngoai ra, sang ché @& xult phuong phap san xuit chit tao vi kokumi tu nhién,
phuong phép bao gdm budc 1én men dich 1én men ngii cbc bang vi khuén dé tao thanh dich
1én men IMP trong budc (b), va tron dich 1én men ngii céc véi dich 1én men IMP trong budc

(©).

Fig.1 14 so ¢ minh hoa phurong phép san xuét chit tao vi kokumi ty nhién theo sang

7
A

ché.

Cu thé, dich 18n men axit glutamic, dich 1én men IMP va dich 1én men ngii cbc duge
tao thanh bdi budc 1én men thir nhit do 1én men ndm va buéc 1én men thir hai do vi khuén,
va dugc dua vao budce thir ba trong d6 thyre hién qua trinh phan tmg hodc xit 1y phit hop cho

ting chét tao vi, tir 6 tao ra tung chét tao vi tu nhién.

Nhur vdy, ddc trung cla sang ché 1a dich 1én men IMP tu nhién hodc dich 1én men
axit glutamic ty nhién dugc sir dung 1am nguyén liéu thd dé san xuit chit tao vi tu nhién
thong qua quy trinh 1én men hai buéc bao gdbm budc 1én men thir nhit béi ndm va buée 1én

men th hai béi vi khuin.

Buéc 1én men thir nhét béi nim 1a budc san xudt peptit va axit amin bing cach sir
dung ngudn protein. Khi chi c6 budc 1én men thir nhét bi ndm dugc thuc hién, thi lugng
16n peptit va axit amin méi c6 thé dugc san xuit va theo d6 axit glutamic dugc st dung lam
chét tao vi c6 thé dugc san xuit. Tuy nhién, nhuge diém ciia budc 1én men thi nht 1 hep
chét axitnucleic nhu IMP hogc GMP vén tao vi umami khong dugc tao thanh. Ngoai ra con
tdn tai nhuoc diém 1a khi ngudn protein thuc vat dugc sir dung, protein chi trai qua qua trinh
phan gidi nén peptit va axit amin dugc san xuit phu thudc vao nf‘)ng do hodc ham lugng
protein trong ngudn protein. Cu thé, khi dau duge sit dung thi ham lugng axit glutamic
trong dich 1én men dugc san xuit s& nhé hon 10% va khi gluten lua mi dugce st dung thi

ham lugng axit glutamic trong dich 1én men dugc san xut s& nhé hon 15%.

-4-
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Trong khi d6, buéc 1én men thir hai nhd vi khuén 13 buéde tao thanh dich 1én men axit
nucleic va dich 1én men axit glutamic. Khi chi c6 buéc 1én men thir hai béi vi khuén duoc
thuc hién, axit nucleic va axit glutamic c6 thé dugc san xudt mot cach hiéu quéa, nhung
nhugc diém ciia né 12 ham lugng céc axit amin khac va peptit dugc san xuit c6 ndng do
dudi 1%, va do d6 dich 1én men b%mg vi khuén khong thé dugc sir dung lam chét tao vi mic
du né c6 vi umami tét. Néi cach khac, nhuge diém ciia n6 13, dé c6 thé st dung dich 1én
men thu dugc chi bdi qua trinh 1én men vi khuén 1am chét tao vi, thi cac chét phu gia cin

dugc bd sung vao dich 1&én men dé dich 1én men c6 thé dugc sir dung cho thuc phém.

Theo d6, sang ché da phit trién phuong phap san xuét chét tao vi ty nhién nhim khic
phuc nhitng han ché ctia qua trinh 1én men nim va qua trinh 1én men vi khuén béng cach chi
sit dung dich 1én men dugc tao thanh ma khong cin bd sung bit ki chit phu gia nao va

khong can thuc hién bat ki quaé trinh xtr ly héa hoc nao.

Pé san xuét dich 1én men axit nucleic va axit glutamic bing cach st dung quy trinh
16n men hai buéc, nhiéu mudi khoéng, axit amin, vitamin cing vé&i nguén cacbon va nguén
nito cin dugc dap tmg. Cu thé, theo phuong 4n wru tién, cao nim men hodc protein thuc vét
thity phe‘in (HVP) duge sit dung 1am ngudn nito, nhung truong hop nay c6 nhuge diém l1a
dich 1€n men thu dugc c6 mui va vi la va ning suét hoi thép. Ngoai ra, ham lugng cia thanh
phén tao vi trong dich nudi céy thu dugc cling nhu huong vi téng thé rat khac nhau phu
thudc vao cac nguyén liéu khac nhau dugc sir dung dé 1én men bing vi khuén. Do d6, theo
sang ché, dich 1én men ngii cbc (san phim thuy phan protein ngii cdc), nhan dugc nho 1én
men ndm (budc 1én men thir nhit) va c6 thé chira nhidu axit amin va peptit khac nhau c6 vai

trd 1a nguon nito, dugc sit dung 1am co chit cho budc 1én men thir hai bing vi khuin.

Trong céc quy trinh thong thudng dé sin xuét axit nucleic hosic MSG bing cach sir
dung vi khuan, diéu quan trong nhét 13 chi lam ting néng d6 va axit glutamic va MSG trong
dich nudi cdy va ting ning suét clia chiing. Diéu nay 1am ting c6 hiéu qué vi umami, nhung
trong mot sb truong hop, n6 lam anh hudng x4u dén vi cua hop chét tao vi thu dugc. Tuy
nhién, cac chét tao vi ty nhién khac nhau dugc san xuét bﬁng cach str dung 3 budc theo sang
ché c6 wu diém 1a huong vi c6 thé dugc cai thién bing cach kidm soat ndng d6 IMP va axit
glutamic vén 13 cac thanh phin tao vi umami cling nhu kiém soét tot cac thanh phin axit

amin, sacarit, axit hitu co va ion vo co, v.v..
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M3 ta vin tit cac hinh vé
Fig.1 1a so db minh hoa toan b quy trinh sén xuét chét tao vi tw nhién.

Fig.2 minh hoa quy trinh thity phin adenosin monophosphat (AMP) bang axit dé

thay thé adenin bing nguyén liéu dang thuc phdm ty nhién theo sang ché.

Fig.3 minh hoa con dudng chuyén hoa tao ra canxi pantotenat (CAPA) dé thay thé p-

alanin bang nguyén liéu dang thyc phim tur nhién.

Fig.4 minh hoa mirc d9 sinh truéng ciia té bao vi khudn trong truong hop ngudn dinh
dudng duge bd sung 1a protein thyc vat dugc phan giai béi qué trinh 1én men bang nim theo

sang ché va trong trudng hop ngudn dinh dudng protein thyre vét khong duoc bd sung.
M5 ta chi tiét sang ché
Sau day, ting budc ciia phuong phap theo sang ché dé san xuét chit tao vi tw nhién

s€ dugce mo ta.

Budc (a) ciia phurong phép theo sang ché 13 budc 1én men ngudn protein thuc vat nho

nam dé thu dugc dich 1én men ngii coc.

'Tr“ong buéc (a), qua trinh 1én men ndm duogc thuc hién bang cach sir dung ngudn
protein thuc vit, qua d6 thu duoc dich 1én men ngii cdc c6 chira nhiéu axit amin va peptit
khac nhau bao gdm cac thanh phin nhu glutamin, thinh phin ma c6 thé dugc sir dung 1am
ngudn nito trong budc 1én men thir hai nhd vi khudn. Cu thé, ndm dugc nudi cdy bang cach
sit dung nguyén liéu ngii cbc 1am ngudn co chit @ san xuvit dich nuéi ciy té bao chura
proteaza, sau d6 dich ndy dugc bd sung vio ngudn protein thyc vt va thily phén protein,
qua d6 tao thanh san pham thily phén protein ngii céc. Tiép d6, san phdm thuy phén protein
ngil cbe duge loc va té bio dugce loai b, tir d6 thu duge dich 1én men ngii cée. San phdm
thily phén protein ngii cdc c6 thé c6 ham lugng nito tdng sb khoang 2% (w/v: khéi
lugng/thé tich) hodic cao hon dé cung cép ngudn nito cho budc 1én men tht hai béng vi

khuan.

D&i véi ngudn protein thuc vat, bét ki nguyén liéu nao dugc biét dén trong cong nghé
vi sinh vit cling c6 thé dugc sit dung mién 13 n6 c6 thé dugc 1én men bdi ndm. Mot sé
ngudn protein thuc vat cu thé (nhung khong gidi han nguyén liéu ciia sang ché) nhu dau

tuong, ngo, gao, gluten lia mi, v.v.. Trong khi do, khi gluten lua mi dugc st dung, né c6 wu
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di€ém lam ting nidng suat 1én men vi khuan, béi vi lia mi chira mdt lwong 16n glutamin. Do

do, tt nhit 1a gluten lua mi duoc st dung 1am ngudn protein thyrc vit.

Dbi véi nim, bit cr nAm nao cling c6 thé dugc sir dung theo sang ché, mién 13
chiing c6 thé 1én men ngudn protein thuc vét dé tao thanh dich 1én men ngii cdc theo sing
ché. Ndm dugc sir dung theo sang ché nén 1a Aspergillus sp., va tt nhét 13 Aspergillus

oryzae hodc Aspergillus sojae, nhung khong gidi han ¢ do.

Trong thi nghiém ciia sang ché, budc 1én men thir nhit do nim dugc thuc hién bing
cach sir dung Aspergillus sojae CJCC_080124P (KCCM11026P) nhu dugc md ta trong Pon
dang ki bang sang ché tai Han Quéc sb 10-1191010 (twong g vé6i Cong bd don qubc té sb
WO 2011-046249).

Khi dugce sit dung & ddy, thuat ngit “dich 1én men ngii cdc” ding @& chi san phim thu
dugc bang cach 1én men ngudn protein thuc vat (ngii cbc) nhd ndm. Dich 1én men ngii cbe
c6 thé duge st dung 1am co chét cho budc 1én men thir hai nhd vi khudn va ciing c6 thé
dugc st dung trong bude cudi cling san xuét chét tao vi bang cach loc dich 1én men ngii cc
va loai bo té bao sau khi 1én men. Do d6, dich 1én men ngill cbe c6 thé duge sir dung cho hai

muc dich nhu dugc mo ta & trén.

Buéc (b) 1a buée dung vi khudn dé 1én men dich 1én men ngii cdc thu dugc trong
budc (a) dé tao thanh dich 1én men axit glutamic. Budc (b) con c6 thé bao gbm budc 1én
men dich 1€én men ngii cbc nhor vi khudn dé tao thanh dich 1én men IMP. Cu thé, dich 1én
men ngil cbc nhan dugce trong budc 1én men thir nhét nhdr ndm dugc sir dung 1am co chét dé
vi khuén 1én men, va dich 1én men IMP va/hoic dich 1én men axit glutamic c6 thé dugc tao
thanh bang cach sir dung dich 1én men ngii cdc c6 bd sung ngudn cacbon dé tiép tuc 1én men
nho vi khuén.

Qué trinh 1én men vi khuin c6 thé dugc thuc hién bing phuong phap nudi cy vi
khuén théng thudng dugc biét dén trong cong nghé vi sinh vat, va tbt nhit 14 c6 thé gbm ba
budce: nudi cdy trong binh, nudi ciy quy mé 16n va nudi cly chinh. Cu thé, nuéi cdy trong
binh va nudi ciy mé rong dugc thue hién bang cach sir dung moi truong nudi ciy so cép va
moi trudng nudi cdy thir cip dé dat dugc quy md 16n, sau d6 1én men vi khuén dugc thuc
hién bér;g cach sir dung dich 1én men ngii cdc ctia bude (a) 1am co chit trong moi trudng
" nuéi cdy chinh trong khi cung cép lién tuc duong bd sung, qua d6 nhan dugc dich 1én men

IMP va dich 1én men axit glutamic.
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Mbi trudng ding cho 1én men vi khuén c6 thé bao gdm ngudn cacbon nhur glucoza,
fructoza ho#ic nguyén lidu twong tu. Cu thé, méi truong ding cho san xuét dich 1én men axit
glutamic c6 thé bao gdbm dudng tho 1am ngudn cacbon. Mbi trudng c6 thé bao gém mudi
khoéng, vitamin, axit amin va cdc nguyén liéu cén thiét, va thanh phin méi trudong c6 thé
thay dbi tiy thudc vao san phdm 1én men mong mudn 13 dich 1én men IMP hay dich 1én men

axit glutamic.

Cu thé, khi dich 1én men axit glutamic dwgc san xuit, mdi trudng nudi cdy chinh cb
thé bao gdbm glucoza, fructoza, duong thd, betain, magie sulfat, kali phosphat va axit
phosphoric. Dua vao thé tich tdng sb ctia méi truong chinh, t6t nhit 1a méi trueong chinh bao
g(“)m: 0,5-0,7% glucoza, 0,9-1,1% fructoza, 4,5-5,5% dudng tho, 0,005-0,015% betain, 0,3-
0,5% magie sulfat, 0,8-1,0% kali phosphat va 0,2-0,4% axit phosphoric. Ngoai ra, khi dich
1én men IMP duge san xuét, moi truong nudi cdy chinh c6 thé bao gdm glucoza, fructoza,
magie sulfat, axit phosphoric, kali hydroxit va dich 1én men ngii c6c. Dya vao thé tich téng
s6 ctia mobi trudong, t6t nhit 13 mdi trudng chinh bao gdm: 4,4-5,2% glucoza, 3,7-4,3%
ﬁ'uctozg, 1,3-1,7% magie sulfat, 2,0-2,4% axit phosphoric, 1,4-1,8% kali hydroxit, va 0,5-

0,9% dich 1én men ngii cbe.

Ngoai ra, néu cin thiét, méi truomg c6 thé bao gdbm mot lwong nhé céc thanh phin
khac nhu sit sulfat, magie sulfat, d(‘)ﬂg sulfat, k€m sulfat, canxi pantotenat (CAPA),
nicotinamit (NCA), biotin, canxi clorit, tiamin, vitamin C va cac thanh phﬁn can thiét khac.
Vi dy dién hinh vé timg moéi trudng bao gdm cac thanh phén nhu vdy duoc trinh bay trén

cac bang 5-8 va 9-12.

Két qua ciia budc 1én men thir nhit nho ndm (a), ngudn pfotein thuc vét dugc phan
gidi thanh axit amin va peptit, va céc ion v6 co nhu canxi, magie va sit phosphat va vitamin
dugc loai bd khéi ngudn protein. Axit amin dugc san xuit bing qua trinh 1én men ném bao
gém glutamin, xystein, metionin, valin, leuxin, isoleuxin va mét s6 axit amin khéc, va c6
thé duoc sir dung 1am ngudn nito trong budc 1én men vi khudn (b). Cu thé, ndng do cao
glutamin 13 thanh phan thiét yéu dé sinh tdng hop purin va c6 thé déng vai tro 12 yéu t6 hoat
héa chinh dé san xuit ham luong cao IMP va axit glutamic. Ngoai ra, cic ion vd co va
vitamin dugc loai bd c6 thé c6 lgi cho sy sinh trudng cia té bao vi khuén trong qué trinh 1én
men. Thi nghiém ciia sang ché d4 chi ra rang, khi san phim nhan dugc bang cach 1én men

nim duge sir dung 1am ngudn dinh dudng, thi sy sinh truéng va phat trién cia té bao vi

-8
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khun tr& nén nhanh hon (Fig.4). Piu nay con chimg minh wu diém cta quy trinh san xuét
hai buéc ciia sang ché.

~

Khi dugc sir dung & ddy, thuat ngir “vi khuén” ding d& chi vi khudn bét ki c6 thé 1én
men dich 1€n men ngii cbe thu duge trong budc (a) dé tao thanh dich 1én men IMP va dich
1én men axit glutamic. P& san xuit cht tao vi tir nhién theo sang ché, chung khong bién dbi
gen dd dugc str dung. Vi khuén dugc sir dung theo sang ché c6 thé 1a vi khudn bat ki dugc
biét dén trong cong nghé vi sinh vét c6 kha ning san xuit IMP va axit glutamic bing cach
1én men. Cu thé, khi dich 1én men IMP dugc san xuét thi Bacillus sp., Corynebacterium sp.
hodc Escherichia sp. co thé dugc st dung, va khi dich 1én men axit glutamic dugc san xuéit
thi. Corynebacterium sp., Microbacterium sp., Bacillus sp., Streptomyces sp., Penicillium
sp., Pseudomonas sp., Arthrobacter sp., Serratia sp., Candida sp., Klebsiella sp., Erwinia
sp., Pantoea sp. hodic Enterobacter sp. c6 thé dugc sir dung. Theo sang ché, tdt hon 1a vi
khudn dugc st dung c6 thé 1a Corynebacterium sp. Tét nhit 1a Corynebacterium
ammoniagenes c6 thé duge sir dung dé san xuét dich 1én men IMP, va Corynebacterium
glutamicum c6 thé duge sir dung dé san xuét dich 1én men axit glutamic. Ngoai ra, d6i voi
vi khuén(, céc vi khudn khac nhau dugc mé ta trong céc tai liéu sang ché trugc d6 va co kha
nang sén(vixuét IMP va axit glutamic c¢6 thé dugc st dung. Cu thé, dich 1én men IMP c6 thé
duoc san xudt boi Bacillus sp. hodc Escherichia sp. dugc mo ta trong ban cong bd trude khi
dang ki bang sang ché tai Han Qudc s 10-2007-000507 (twong tmg v6i Cong bd don sang
ché quéc té s6 WO 2005-095627), va dich 1én men axit glutamic c6 thé duoc san xuit bing
cach st dung Enterobacter sp. hodc Klebsiella sp. dugc md ta trong trong ban cong bb trudc
khi dang ki bing sang ché tai Han Qudc s§ 10-2000-0029174 (twong tmg véi Bing sdng ché
tai Hoa Ky s6 7247459), nhung khong bj giéi han béi cac chiing vi khuin néu trén.

Theo thi nghiém cua sang ché, dé san xuét dich 1én men IMP, Corynebacterium
ammoniagenes CJIP009 (KCCM-10226) dugc md ta trong Pon ding ki bang séang ché tai
Han Quéc sb 10-0397321 (twong tmg v&i Cong b don qubc té s6 WO 2002-051984) da
dugc st dung, va dé san xuét dich 1én men axit glutamic, Corynebacterium glutamicum
(Brevibacterium lactofermentum) CJ971010 (KFCC 11039) dugc mo ta trong Pon ding ki
bang sang ché tai Han Quéc sb 10-0264740 da dugc sit dung.

Dich 1én men thu dugc béi bang cach 1én men vi khuén trong buréc (b) c¢6 ham lugng
chét rin khoang 150g/L. Pic trung cia sang ché 12 dich 1én men IMP va/hodc axit glutamic
thu dugce nho 1én men bang vi khudn duoc st dung trong quy trinh san xuét chit tao vi tu
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nhién ma khong can bd sung chat phy gia vao d6, dich 1én men nén chira mot lwgng 16n -

IMP va axit glutamic vén 1a cac thanh phin mong muédn.

Do d6, chét rén trong dich 1én men IMP dugc san xuét bdi budce 1én men thi nhét
nh& nim va budc 1én men thir hai nhd vi khuin t5t nhét 13 c6 ham lugng IMP bing 30% tré
1én, va tét hon nita bing 50% tr& 1én, nhung khong bi gidi han bdi ham lugng nhu vay.
Theo d6, néng dd IMP trong dich 1én men IMP tét nhét 1a tir 50g/L dén 150g/L, va tét hon
nita 13 tir 70g/L dén 130g/L.

Hon nita, bdi vi san phdm dugc san xuit bai budce 1én men thir nhét do nim chira axit
amin, nén axit glutamic ¢6 thé dugc thu nhan véi ndng d6 cao va ning suét cao so v6i IMP.
Chét rin trong dich 1én men axit glutamic dugc san xut tot nhat 1a c6 thé c6 ham lugng axit
glutamic bang 50% trd 1én, va t&t hon nita 13 bang 60% trd 1én, nhung khong bi gidi han bdi
ham lugng d6. Do d6, néng do axit glutamic trong dich 1én men axit glutamic tot nhét 1a tir
75g/L dén 150g/L, va t6t hon nita 1a tir 90g/L dén 130g/L.

Do dich 1én men c6 ham lugng cao IMP va axit glutamic nhurr dugc mo ta & trén, nén
khi dich 1én men dugc séy kho thanh dang bt thi n6 c6 thé dugc bd sung m@t cach phu hgp
{

vao thuc pham.

Khi dugc st dung & déy, thudt ngir “chét tao vi” diing dé chi hop chét dwoc bd sung
dé cai thién huong vi cla thuc phém. Chét tao vi co thé dugc phén loai theo thanh phﬁn cia
n6 thanh nhiéu chit tao vi khac nhau. Mt sb vi du cu thé vé chit tao vi nhu chit tao Vi
trung tinh, chit tao vi thit bo tw nhién, chét tao vi thit ga, chat tao vi thit lon, chét tao vi
kokumi. Timng cht tao vi c6 thé dugc san xuét bing cach sir dung dich 1én men IMP va dich
1én men axit glutamic dugc tao thanh béi quy trinh 1én men hai buéc theo sang ché. Trong
s& d6, thuat ngit “chit tao vi kokumi” dung dé chi hop chit c6 kokumi (tiéng Nh4t Bén)
nghia 1a vi phong pht, vi day, vi ddy din, vi ddm dic hay vi sanh. G Anh va Hoa Ky,

kokumi dugc st dung dé chi su dﬁy dén, lién tuc, day hodc manh.

Béi vi dich 1én men theo séng ché c6 dic trung 13 né dugce sir dung trong quy trinh
san xuét chét tao vi tw nhién ma khong can bd sung bit ki chét phu gia nao va khong cén trai
qua bt ki qud trinh xtr Iy héa hoc bd sung nao dé tinh ché, moi thanh phén moi trudong déu
1a nguyén li¢u dang thyuc phém dé dich 1én men duoc dua truc tiép vao thuc phém, cu thé 1a
thuc pham ché bién. Nhu vdy, moi thanh phin moi truong dugc thém vao trong subt quéa

trinh 16n men t6t nhét 14 nguyén li¢u dang thyuc phém. Theo thi nghiém cta séng ché, dé sir
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dung nguyén liéu dang thuc phdm 1am thanh phin méi truong, thi B-alanin di dugc thay thé
bang canxi pantotenat (CAPA), va thi nghiém d3 chi ra ring dich 1én men IMP c¢6 IMP véi
ndng @9 bang 70g/L tré 1én c6 thd dugc san xuit. Do vay, tot nhat 13 méi trudong ding cho

1én men vi khuin theo sang ché c6 thé chira CAPA.

Dich 1én men IMP va dich 1én men axit glutamic c6 thé dugc san xut béi quy trinh
1én men hai buéc bao gdm budc (a) va budc (b), va dich 1én men dugc san xuét cudi cing
c6 thé trai qua budc thir ba cho phan g va c6 thé dugc sir dung trong quy trinh san xuét
cac chét tao vi khac nhau. Dya vao dich 1én men IMP va dich 1én men axit glutamic, cac
chét tao vi ty nhién khac nhau, cu thé 13 chét tao vi trung tinh, chét tao vi thit bd tw nhién,
chét tao vi thit ga, chét tao vi thit lon, chit tao vi kokumi va nhidu chét tao vi khac c6 thé
dugc san xuét bang cach st dung cac nguyén liéu thd khac nhau, hodc hoi thay dbi thanh
phin méi truong, hodc kiém soat cac didu kién cua quy trinh bao gbm nhiét do, ap sudt va
thoi gian, trong qué trinh phdi tron cac dich 1én men, hodc phan g hodc qué trinh thdm
tach b?mg dién. Trong sb cac chit tao vi ty nhién dugc san xuit, chét tao vi phu hgp cho

muc dich ciia tirng thuc phdm c6 thé duogc bd sung vao thuc phdm dé tao ra mui vi ti wu.

Budre (c) 14 bude phdi trén dich 1én men ngii cbe va dich 1én men axit glutamic thu
duge tir bude truée d6 dé san xuét chit tao vi kokumi tu nhién. Ngoai ra, budc (c) con ¢6

A . .
theé bao gom budce phoi tron dich 1én men ngii coc véi dich 1én men IMP.

Trong budc (c), khdng c6 chit phu gia nao dugc bd sung vao dich 1én men, dich 1én
men khong trdi qua qué trinh xtt 1y héa hoc bd sung, va dich 1én men duogc phdi tron véi
nhau, va sau d6 dugc phan tng dudi diéu kién phi hop, bao gdm nhiét do, ap suét va thoi
gian theo muc dich st dung ciia chét tao vi mong mudn, tir 46 san xuit chit tao kokumi bd
tu nhién.

Trong budc (c), chét tao vi kokumi tu nhién c6 thé duoc san xuit b&ng cach phdi trén
dich 1én men ngii céc v6i dich 1én men dich 1én men axit glutamic nhd phuong phép san
xuét ciia sang ché. 3 day, ti 18 phdi tron ciia dich 1én men ngii cbc va dich 1&n men axit
glutamic nén tir 1:0,1 dn 1:10, t6t hon 13 tir 1:0,2 dén 1:5, va tét nhit 1a tr 1:0,5 dén 1:2,5,
nhung ti 1€ phdi tron khong bi gidi han & do.

Hon nita, dich 1én men dugc phéi tron & trén c6 thé tiép tuc duge phéi tron véi dich
1én men IMP. G day ti 18 phéi tron ca dich 1én men axit glutamic va dich 1én men IMP véi

dich 1én men ngii cbc nén 13 tir 1:0,1 @én 1:10, tét hon 1a tir 1:0,2 dén 1:5, va tét hon nita 13
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tir 1:0,5 dén 1:2,5. N6i cach khéc, chét tao vi kokumi tu nhién cia sang ché c6 thé dugc tao
ra bﬁng cach phéi tron dich 1én men thu duge béi budc 1én men thir hai nhe vi khuén va

dich 1én men ngii cc vai ti 16 thich hop.

Sau khi phdi tron timg dich 1én men nhu trén, chit tao vi kokumi t8i wu c6 thé dugc
san xult bang cach phan tmg & nhiét d6 70 dén 100°C, tt nhét 1a tir 80 dén 90°C, trong 0,5
dén 24 gio, t6t nhét 13 1 dén 3 gio. ¢

Trong khi d6, dich 1én men c6 thé dugc sir dung sau qué trinh loc. Do d6, phwong
phép ciia sdng ché c6 thé bao gdm budc xir Iy dich 1én men bing cacbon hoat tinh trudc
budc (c). Ngoai ra, phuong phép theo sang ché c6 thé bao gdm budc ly tdm hoic loc dich
1én men sau bude xir Iy dich 1én men bang cacbon hoat tinh. Sau khi dich 1én men dugc xt
1y bang cacbon hoat tinh, n6 c6 thé tiép tuc duge xir Iy bing dat tao cat (diatomit) dudi dang
yéu t tro loc. Hon nita, trude khi dich 1én men dugc xir ly b%mg than hoat tinh, né c6 thé
phai trdi qua qua trinh tién xir Iy bang nhiét dé ly giai té bao dé 1am ting ning suit cia qua
trinh lgc dugce thuc hién sau d6. Qua trinh gia nhiét t6t nhét 13 dugc thyc hién & nhiét do tir
70 dén 90°C, va thoi gian gia nhiét nén kéo dai 15 phut hodc lau hon, va tét nhét 1a t 15
dén 60 pht.

Budc phbi tron clia sang ché con c6 thé bao gdm bude cd dic dich 1én men va sy
kho dé ’@ao thanh dang bot. Bu6e sdy dich 1én men thanh dang bot ¢ thé dugc thuc hién
trude hodc sau khi phéi tron dich 1én men, va tét nhit 1a c6 thé dugc thuc hién trude khi
phdi tron dich 1én men. Qua trinh 1am kho t6t nhét 13 ¢6 thé duoc thuc hién bing cach sdy
phun hoic séy chan khéng. Dich 1én men cudi cung ¢6 thé dugc tao thanh dang bot hodc bot

nh&o phit hgp dé b sung vao thuc phim.

Theo khia canh khac, sang ché cung cép chét tao vi kokumi ti nhién dugc san xuét
bing phuong phép cia sang ché. Theo khia canh khac nira, sang ché con cung cép thuc

phdm c6 chit tao vi kokumi tu nhién.

Chét tao vi kokumi tw nhién dwgc san xut béi phuong phép ciia sang ché co vi
kokumi, d6 1a cam gic tdng thé sau va vi day cua san pham, va do d6 c6 thé duoc bd sung
vao thuc phdm phil hop dé t6i wu mdi vi cua thyc phim va ciing c6 thé dugc ap dung cho
thuc phim dong vat. Cu thé, chét tao vi kokumi ty nhién c6 thé duge bd sung vao bot nhio

twong, bot nhdo déu, nudc phd, ca-ri va nhiéu loai thue phim khéc dé tao ra vi kokumi.
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Chét tao vi kokumi tw nhién dugc san xuét theo phuong phép clia sang ché dugc san
xudt tir cdc nguyén liéu thd tw nhién, va do d6 an toan cho ngudi st dung, va c6 thé duge bd

suﬂg vao thuc phim @ tao vi day va ddm va cai thién hwong vi cta thyc phim.
Vi du thwe hién sing ché

Sau day, sang ché s& dugc md ta chi tiét hon cling véi céc vi du kém theo. Tuy nhién,
phan mé ta chi nhdm muc dich 1am rd sang ché dé nhitng ngudi c6 hidu biét théng thudng

trong linh vuc c6 thé hiéu duge ma khong c6 xu huéng gidi han pham vi ciia sang ché.
Vi du 1: Lén men ngudn protein thuc vét bing ndm

Déi v6i qua trinh 1én men thir nhit nho ndm, co chét chira nguyén lidu ngii cdc nhu
dau twong, ngd, gao hoic lia mi dugc ding dé nudi ciy ching ndm Aspergillus sp. & nhiét
d6 20-35°C trong 24-72 gid, tir 46 chuén bi dich nudi ciy ndm chira proteaza nbng dd cao.
Tiép d6, ngudn protein thyc vat nhu ddu trong, ngd, gao hodc lia mi dugc trdn véi nude
dén ndng d6 25-35% va duoc khir tring, va dich nudi ciy ndm chira proteaza ndng do cao
dugc chuin bi & trén duge bd sung vao ngudn protein thuc vét khir tring trong trang thai
khong c6 mudi dé thily phan ngudn protein thuc vét. Dich nudi cdy ndm dugc bd sung theo
ti 18 10-100% so véi dich chira co chét khir tring, va co chit dugc phan giai & 40-50°C

trong 48-96 gid dé tao thanh san phim thiy phan protein ngii cc.

Cu thé, nhu dugc md ta trong Pon ding ki bing sang ché tai Han Quéc sb 10-
1191010 (twong tmg véi Cong bd don qubc t€ s6 WO 2011-046249), Aspergillus sojae
CJCC_080124P (KCCM11026P) dugc nudi cdy trong binh va nudi cdy nhan gibng md
rong, sau d6 dich nuoi céy nédm da duoc st dung dé thity phan co chét dau tuong khur chét
béo va gluten lia mi, nhé d6 nhan dugc san phim thiy phan protein ngii cdc. Cu thé hon,
200ml moi twdng nudi cdy so cip dugce rét vao binh 1 lit rdi dugc khir tring, tiép d6 200ml
dich t& bao ndm duoc cdy truyén vao binh dé dat dugc mat d 1,7x10'° té bao nAm/400ml
va dugc nudi khudy 100 vong/phut & 30°C trong 7 gidy. Sau d6, moi truong nudi cy thir cip
dugc bom vao thing 1én men 250 lit va dugc khir tring, 600ml dich nuéi ciy so cip (sau
khi d4 1én men) dugc cdy truyén vao d6 va dugc nudi khudy 70 vong/phut & 30°C trong 24
gid. Tiép theo, mdi trwdng nudi cdy chinh dwge bom vao bdn 5 tin rdi duoc gia nhiét 90°C
trong 30 phut, sau 6 méi trudng dugc chuyén sang bon 1én men 8 tin, va dugc bd sung 100
lit nuéce va 2 lit chét khir bot. Tiép d6 144 lit dich nubi cdy thur cip dugc cAy truyén vao bdn

nudi cy chinh, va nim dwgc nuéi khudy 700 vong/phuat & 30°C trong 48 gio, nho d6 tao ra
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dich nudi cdy nim. Cudi ciing, nguyén lidu thd cho thiy phin co chit dugc bom vao bdn
chuin bi 5 tin va dugc gia nhiét dén 55°C trong 1 giv rdi sau d6 dugc chuyén sang bdn 1én
men 20 tin, bd sung vao d6 100 it nuée va 2 lit chit khir bot, sau d6 duge khir trung. Tiép
theo, 5760 lit dich nudi ciy ndm dugc bom sang bdn thity phan co chit va duge nuéi khudy
30 vong/phut & 45°C trong 96 gid, nhd d6 tao ra san phim thiy phan protein ngii cdc.
Thanh ph?m mdi trudng duge st dung trong san xuét san phim thily phén protein ngii cbc

dugc trinh bay trén cac bang 1-4 dudi day.

Béang 1. Mbi trudng so cap 1én men nam

Thanh phin méi trudng Pon vi tinh | S6 luong %
Glucoza g 6 3
KH2PO4 g 6 3
Cao nim men g 6 3
Nuéce ml 182
Béng 2. Mbi trudng thir cip 1én men ndm
Thanh phan méi trudng Pon vi tinh | S6 luong %
Glucoza kg 1,44 1
KH>PO4 kg 1,44 1
Cao nim men kg 1,44 1
Nuéc kg 138,6
Bang 3. M6i truong nudi cdy chinh 1én men ndm
Thanh phin moi trudng Don vi tinh | S lugng | %
Dau tuong khir chit béo kg 103,68 1,9
KH>PO4 kg 57,6 1
Nudc kg 5352
Bang 4. Nguyén liéu thd cho thity phan co chét
Nguyén liéu thd DPonvitinh | S6 luong
Gluten la mi kg 2650
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Nude lit 7500

San phdm thity phén protein ngii cbc dwoc san xuit nhu mé ta & trén dugc loc qua bd
loc ap Iuc dé loai b té bao ndm, nhd d6 thu duge dich 1én men ngii cdc c6 ham lugng nito
tdng s6 bang 2% (w/v: khdi hrgng/thé tich) trd 1én va d6 thiy phan bing 50% tr& 1én. Trong

khi d6, dich 1én men ngii cbc dugc tao thanh 13 moi truong de€ 1én men vi khuan.
Vi dy 2: Lén men vi khuin

Pé chuin bi dich 1én men IMP va dich 1én men axit glutamic bing cach sir dung dich
1én men ngii cbc, ngudn cacbon nhur glucoza hodc fructoza, mudi khoang nhu Fe, Mg, Mn
va Zn va vitamin dugc bd sung vao dich 1én men ngii cbe duge tao thanh trong vi du 1, sau
d6 khir tring, theo d6 thu dwgc mdi truong dé 1én men vi khudn. Mbi truong dé san xuét
dich 1én men IMP va dich 1én men axit glutamic dugc chudn bi, va d6i véi mdi dich 1én
men, mdi trudng dé nudi ciy trong binh (nudi cly so cip), nudi ciy nhan gibng m&r@ng

(nudi cdy thir cAp) va nudi cdy chinh dugc chuén bj.
2-1: San xuét dich 1én men IMP

Bﬁng cach sit dung Corynebacterium ammoniagenes CJIP009 (KCCM-10226) dugc
mo ta trong Pon dang ki bang sang ché tai Han Qudc s6 10-0397321 (twong tng véi Cong
b6 don qudc té s6 WO 2002-051984), dich 1én men IMP c6 IMP véi ndng dd bang 70g/L

tréd 1€n da duogc tao thanh.

Cu thé, 50ml méi trudmg nudi cdy so cip dugc diu chinh dén d6 pH = 7,2 bing céch
st dung NaOH dugc r6t vao binh 500ml va dugc khir tring & 121°C trong 15 phat, sau do
chiing vi khuin dugc cdy truyén vao moi truong va duge nudi khudy 200 vong/phut & 32°C
trong 22-28 gid. Tiép d6, 2,1 lit méi trudong thir cap dugc rét vao binh 5 lit, dwoc khir tring
va 1am mat rdi dugc cdy truyén 300ml dich nuéi ciy so cip, va dugc nudi ciy trong 2 lit
khong khi & 32°C va 900 vong/phut trong 27-30 gid trong khi diéu chinh d6 pH dén 7,2.
Tiép theo, 8,5 lit mdi trudng nudi ciy chinh dugc rét vio binh 30 lit, dugc khir tring va lam
mét, sau d6 cdy truyén vao d6 1500ml dich nuéi cdy thir cdp va dugc nudi cdy trong 5 lit
khong khi & 32°C va 400 vong/phut trong 5-6 ngdy trong khi didu chinh d6 pH dén 7,2 va
cung cip dudng bd sung bao gdbm hdn hop glucoza va fructoza vao bét ki thoi diém nao.
Sau khi cung cdp dudng bd sung 14n cudi, qua trinh nudi cdy tiép tuc duoc duy tri trong 7
gio hodc 14u hon dé dudng duoc tidu thu hoan toan. Thanh phén méi trudng duge sir dung
trong san xuét dich 1én men IMP dugc trinh bay trén cic bang 5-8 dudi day.
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Bang 5. Mbi truong nudi cdy so cip dé san xuét dich 1én men IMP

Thanh phén méi trudng Pon vitinh | S6 luong %
Glucoza g 10 1
Dich 1én men ngii cdc g 35 3,5
NaCl g 2,5 0,25
Thé tich méi trudng ml 1000

Bang 6. Mbi truong nudi cy thir cip dé san xuét dich 1én men IMP

Thanh phan méi truong Pon vi tinh | S6 luong %

Glucoza g 78,93 8

Dich 1én men ngii c6¢ g 21,43 2

H3PO4 (85%) g 2,14 0,21

KOH (85%) g 1,77 0,18

MgSO47H,O g 1,43 0,14

(NH4)2SO04 g 7,14 0,71
-‘ L-xystein HCI mg 28,6

CAPA (canxi pantotenat) mg 21,4

Biotin mg 0,09

Tiamin mg 7,1

FeSO4.7H20 mg 28,6

MnSO4.7H20 mg 14,3

ZnS04.TH20 mg 14,3

Thé tich méi truong ml 1000

Bang 7. M6i trudng nudi cdy chinh d& san xuét dich 1én men IMP

Thanh phin méi trudong DPonvitinh | S6 lwong %
H3PO4 (85%) g 22,21 2,2
KOH (85%) g 15,86 1,6
Dich I1én men ngii cic g 7 0,7
CuS04.5H,0 mg 12,2
FeS0O4.7H20 mg 36,5
ZnS04.7H,0 mg 36,5
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MnS04.7H20 mg 109,6

L-xystein HCI mg 40,4

CAPA (canxi pantotenat) mg 34,7

NCA (nic6tinamit) mg 34,9

Biotin mg 0,15
CaCl,.2H,O mg 182,6

Tiamin mg 23,5
MgS04.7H,0 g 14,61 1,5
Glucoza g 48,21 4,8
Fructoza g 40,22 4
Thé tich méi trudng ml 1000

Béng 8. Duong bd sung dé san xut dich 1én men IMP

Thanh phan méi trudng Pon vi tinh | S6 lugng %
Glucoza g 358,97 35,9

Fructoza g 299,58 30

| NCA (nicotinamit) mg 772 0,08
CAPA (canxi pantotenat) mg 936,6 0,09
H3PO4 (85%) g 55,68 5,6
NaOH (100%) g 13,5 1,4
Thé tich méi truong ml 1000

2-2: San xuét dich 1én men axit glutamic

Bing céach sir dung Corynebacterium glutamicum (Brevibacterium lactofermentum)
CI971010 (KFCC 11039) dugc mé ta trong Pon ding ki bing sang ché tai Han Quéc sé 10-
0264740, dich 1én men axit glutamic c6 axit glutamic v6i ndng d6 bing 90g/L trd 1én da
dugc tao thanh.

Cu thé, 30ml méi trudng nudi cdy so cip dwoc rét vao binh 250ml va dugc khir
tring, sau d6 ching vi khuin dugc cdy truyén vao moi truong rdi dugc nudi trong 5-8 gio.
Tiép theo, 1,4 lit mdi truong nudi céy thir cép dugc rét vao binh 5 lit, dugc khir tring va
1am mat, rdi tiép d6 20ml dich nuéi cdy so clp duoc cdy truyén vao binh va duoc nubi trong

20-28 gio. Sau d6, 9,2 lit m6i trudng nudi céy chinh dugc rét vao binh 30 lit, dugc khir
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triing va 1am mat, rdi sau d6 800ml djch nudi cdy thir cAp dugc cy truyén vao va dugc nudi
trong 36-45 gid, trong qua trinh nuéi dudng bd sung duge cung cip vao thoi diém bét ki.

Sau khi cung cip dudng bd sung dot cubi cling, qué trinh nudi cy tiép tuc dugc duy
tri trong 7 gid hoic lau hon dé dudng dugc tiéu thu hét. Thanh phin cia méi trudng duoc
sir dung trong san xuét dich 1én men axit glutamic dwgc trinh bay trén céc bang 9-12 dudi
day.

Béng 9. Moi truong nudi cdy so cip dé san xuét dich 1én men axit glutamic

Thanh phén méi trudng Ponvitinh | S6lugng | %
Duong thd (98,5%) g 20,3 2
Djch 1én men ngii cbc g 13 1,3
(NH4)2S04 g 13,72 1,4
KH2PO4 g 52 0,5
KoHPO4 g 10,7 1
MgS04.7H,0 g 0,5 0,05
d-biotin mg 1,8

! [Tiamin-HCI mg 9
CAPA (canxi pantotenat) mg 9
Niaxinamit(nicotinamit) mg 60
Thé tich méi truong ml 1000

Béng 10. Mbi trudng nudi cdy thir cip dé san xuét dich 1én men axit glutamic

Thanh phan méi truong Pon vi tinh | S6 lrong %
Glucoza g 81,79 8,2
Fructoza g 23,14 2,3
H3PO4 (85%) g 2,73 0,27
MgS04.7H20 g 1,03 0,1
Betaine g 0,14 0,01
DL-Meth (metaphetamin) g 0,15 0,01
FeS0O4.7H20 mg 18,6
MnSO04.7H,0 mg 18,6
CuS04.5H20 mg 3,6
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ZnS04.7H,0 mg 3,6
Tiamin-HC1 mg 7,1

Vitamin C (axitascorbic) mg 7,1

Xucxinat mg 1,1

d-biotin mg 17,4

Vitamin B12 (xianocobalamin) mg 0,057

Dich 1én men ngii coc g 42,86 4,3
Thé tich méi truong ml 1000

Bang 11. M6i trudng nudi cdy chinh dé san xuét dich 1én men axit glutamic

Thanh phin méi trudng Ponvitinh | S6 luong %
Glucoza g 5,86 0,6
Fructoza g 10,48 1
Duong tho g 50 5
Betaine g 0,97 0,1
MgS04.7H20 g 3,69 0,4
KoHPO4 g 9 0,9
H3PO4 (85%) g 3,1 0,3
FeSO4.7TH20 mg 22,9
MnSO04.7H,0 mg 22,9
CuS04.5H20 mg 23
ZnS04.7TH20 mg 2,3

CAPA (canxi pantotenat) mg 2,9

NCA (nicotinamit) mg 2,9

Biotin mg 0,29
CaCl,2H,0 mg 71,4
Tiamin-HCI mg 0,4

Vitamin C (axitascorbic) mg 1,7

Thé tich méi truong ml 1000
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Béng 12. Pudng b sung dé san xuét dich 1én men axit glutamic

Thanh phin méi truong Pon vitinh | S6 lugng %
Glucoza g 192,3 19,2
Fructoza g 54,33 5,4
Duong tho g 147,33 14,7
Betaine g 0,67 0,07
Djch 1én men ngii cbc g 4 0,4
CAPA (canxi pantotenat) mg 15,87

NCA (nicotinamit) mg 15,87

Thé tich méi trudong ml 1000

Pé san xuét dich 1én men IMP bing cach sir dung moi truedng ding cho san xuét djch
1én men IMP va sir dung dich 1én men IMP 1am chét tao vi dé b sung vao thuce phém, mot
sd thanh phan méi trudng nén dugc thay thé bing nguyén lidu dang thuc phim dé dap ung
yéu ciu yé phu gia thyc phdm. Do d6, adenin va p-alanin can thiét cho s sinh truéng clia té

bao dugc thay thé bing nguyén lidu dang thuc phim.

Trudc hét, adenin dugc tao thanh bang cach thity phan AMP bang axit dé cit lién két
B-N-glycosidic véi riboza dé giai phong adenin. Thyc té cho thz“'ty rang, khi quy trinh nu6i
ciy dugc thyc hién sir dung adenin dugc san xuit nhu mo ta & trén thi dich 1én men IMP ¢6
IMP v6i ndng d9 1én dén 70g/L tré 1én c6 thé duoc tao thanh (Fig.2).

Tiép d6, nhu két qui danh gid con dudng chuyén hoéa cua Corynebacterium
ammoniagenes, B-alanin dugc ki vong 1a c6 thé duge thay thé bing canxi pantotenat
(CAPA). Theo d6, quy trinh nudi cdy dugc thuc hién véi viée sir dung CAPA thay cho B-
alanin, va két qua 13 dich 1én men IMP ¢4 IMP véi ndng do 70g/L tr& 1én c6 thé dugce tao
thanh (Fig.3).

Vi du 3: Dénh gi4 tdc do sinh trudng té bao trong truong hop san phim 1én men nim dugc
sit dung trong 1én men vi khuén

Dé khing dinh vu diém ca truong hop ma trong d6 budc 1én men thit nhét 1én men
ndm va budc 1én men thir hai 1én men vi khudn dugc thyc hién lién tiép, tbe doc ting truéng

va mirc ¢ phat trién cua té bao vi khudn trong trudng hop protein thyc vt duge phan giai
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bdi budc 1én men ndm dugc bd sung 1am ngudn dinh dudng va trong trudng hop protein

thuc vat khong dugc bd sung da dugc danh gia.

Két qua 1a, nhu dugc minh hoa trén Fig.4, trong trudng hop protein thuc vat duoc
phan giai béi budc 1én men ndm dugc bd sung 1am ngudn dinh dudng thi t€ bao vi khuin
phat trién vai tbe d6 cao va sb lugng 16n hon so véi trudong hop protein thyc vt khong duoc
bb sung (Fig.4).

Vi du 4: Danh gia su thay dbi vi dic trung cia dich 1én men axit glutamic theo ngudn

cacbon khac nhau

Ngudn cacbon c6 thé duge sir dung trong 1én men axit glutamic bao gdm glucoza,
fructoza, ri dudng mia, dudng thd, v.v.. Mic dit mot s6 thanh phén khéc thay dbi tuy thudc
vao ngudn cacbon, nhung ndng d9 axit glutamic cua dich 1€én men thu dugc phu thudc
khong dang ké vao ngudn cacbon. Tuy nhién, vi cia dich 1én men thay di dang ké tuy
thudc vao nguf?)n cacbon, va dé phét trién vi ty nhién thi dich 1én men thu duoc t6t nhit 13 c6
vi d& chiu. Ri dudng mia 1 thanh phin méi truong rit tét dbi voi qua trinh 1én men vi sinh
do c6 chira cic ion v co khac nhau, nhung c6 han ché 13 gia tri str dung 1am chét tao vi tu
nhién thip, boi vi mau cia ban thin méi truong qua sdm va vi gy ra bdi su caramen hoa

van con trong dich nudi cdy thu dugc.

Theo d6, dudng thd dugce st dung thay thé ri duong mia trong quy trinh tao thanh
dich 1én men axit glutamic dé san xudt chét tao vi tu nhién, va su thay ddi vi dic trung cua
dich nuéi cdy da dugc danh gis. O day, trong khi ri duong mia dugc thay thé bing dudong
tho, thi cac ion v co va vitamin chinh c6 trong ri duong mia da dwgc bd sung vao moi
truong. Két qua cho thdy ring, khi ri duong mia duge thay thé bang dwong thé thi mui vi la
dugc loai bo, va do d6 mui dic trung phit hgp cho san xuit chit tao vi tu nhién xuAt hién
(bang 13). Ngoai ra, dich 1én men axit glutamic dugc sin xuit bang cach sir dung dudng tho
cling chira ndng d6 cao (96g/L tré 1én) axit glutamic, ndng d6 phi hop dé san xuit chit tao
vi tu nhién.
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Bang 13. Su thay dbi vi dic trung cua dich nudi céy theo cdng thirc ti 1€ cla ri dudng

mia va dudng tho

Ri dudng mia Ri dudng mia + Duong tho
(100%) duong tho (5:5) (100%)
Vi trung tinh - + ++
Vila + - --

Vi du 5: San xuét chét tao vi kokumi

Bﬁng cach st dung dich 1én ngii cb¢c dugc tao thanh trong vi du 1 va dich 1én men

axit glutamic dugc tao thanh trong vi du 2, chét tao vi kokumi da dugc san xuit.

Cu thé, dé tdng nang suét cua qué trinh loc duge thue hién sau d6, mbi dich 1én men
dugc gia nhiét & 70-90°C trong 15 phut hozc 1du hon d ly giai té bao. Qua trinh tién xir Iy
nay c6 thé 1am ting ning suit loc dén 85% tré 1én. Tiép d6, d& loai boé mui va vi la ra khoi
dich 1én men axit glutamic va dich 1én men IMP, cacbon hoat tinh d3 dugc bd sung véi ham
luong 1-3% (w/v: khéi lugng/thé tich) tiry thudc vao thé tich dich 16n men, sau d6 dich 1én
men dugc xir ly véi cacbon hoat tinh & 50-70°C trong 2-24 gid. Sau khi xir Iy véi cacbon
hoat tinh, 1-3% (w/v) dit tao cat (diatomit) du6i dang yéu t6 tro loc duge bd sung vao dich
1én men, rdi tiép d6 dich 1én men dugc loc nhd bd loc ap luc. Sau d6 dich 1én men dugc loc

béi quy nhu trén dugc st dung.

Trong khi 6, khi ngudn protein thuc vt dugc 1én men nho nim thi ham lugng cac
peptit khéi luong phén tir thdp va axit amin trong ngudn protein tang 1én. Noi cach khéc,
ham lugng cia céc peptit khdi lwgng phan tir thip c6 khdi lugng phén tir 2000Da tré xuéng
1a 30% tr& 1én, va t6t nhét 1a c4c peptit khéi lugng phan tir thdp c6 khdi luong phén tir
1500Da tr& xubng 1a 40-60%. Ngoai ra, ngudn protein c6 peptit khéi lugng phan tir thip
gdm trung binh 14 axit amin tr& xudng. Khi dich 1én men ngii cbc dugc tao ra bdi 1én men
nim dugc sir dung lam ngudn dinh dudng cho 1én men vi khuén va cuébi cung dugc pha tron
mot cach phu hop, thi chit tao vi kokumi bao gdm axit nucleic:axit glutamic:peptit c6 ti 1
khoang 1:1:1 dén 1:1:5 c6 thé dugce tao thanh. Cu thé, dich 1én men ngil cbe, dich 1én men
IMP va dich 1én men axit glutamic dugc phdi trén véi nhau va duge phan tng & 70-100°C
trong 0,5-24 gid. Sau khi hoan thanh phan tng, mubi tinh va dextrin dugc bd suhg vao dung
dich phan tmg dat &én ham lugng chét rin 35-50%, va hdn hop duge siy phun hoic siy

chan khong dé tao thanh dang bot hodc duoc cd dic dat dén ham luong chét rin 70% dé tao
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thanh dang bot nhdo. Chét tao vi kokumi c6 thé cai thién cam giac vi tdng thé ciia san phdm

va c6 thé cho thiy hiéu qua ning cao vi min cuia sn phim.
Vi du 6: Déanh gia cac thudc tinh cam quan khi st dung chét tao vi kokumi

Khi chat tao vi kokumi ctia sang ché dugc str dung, n6 cé thé cai thién cam gidc vi
tong thé cia san pham, goi l1a cdm gidc d§ ddc va manh dugc cdm nhén bdi mi€ng, va cé the
cho thay hiéu qua ning cao vi man ciia san pham. D€ xac nhan hi€u qua, viéc danh gia céc

thudc tinh cdm quan da dugc thuc hién.
6-1: Bot nhdo dau tuong it mudi

Trong trudng hop bot nhdo ddu twong dwoc 1én men trong diéu kién ham lwgng mudi
thip, thi mdi vi thom ngon yéu, va cu thé 14 cam giac téng thé tirc thoi tré nén yéu trong khi
sw cAn bang mui vi bi phd v&, va vi li do ndy ma mui vi tdng thé bi giam. Dé khing dinh
hiéu ctia qua chét tao vi kokumi dbi véi viéc cai thién cam gidc tong thé va vi min cia bot
nhio dau tuong, thi bot nhdo ddu tuong thong thudong, bot nhdo ddu tuong it mudi, va bot
nhdo dau tuong it mubi c6 chira 0,3% chét tao vi kokumi da dugc trinh bay trén bang 14, va
chi tiét danh gia cam quan dbi véi vi téng thé cua ting loai bt nhdo ddu tuwong da dugc

thuc hién nhu trinh bay trén bang 14.

}Céc thudc tinh cdm quan nhu muac hai 1ong va cuong do da dugc danh gia theo thang
diém 5. Két qua 13, nhu duoc trinh bay trén bang 14, bot nhio dau twong it mudi duoc cho
thdy su giam dén cac thudc tinh cam quan tdng thé so véi bot nhdo dau twong thong thudng,
nhung bot nhdo dau twong chira chét tao vi kokumi cho thdy su ting dan cac thudc tinh cam
quan. Cu thé, vi thom ngon 13 thudc tinh ¢6 anh hudng truc tiép dén cam giac tdng thé cua
thue phim va 13 thudc tinh chinh ciia bot nhio ddu twong. Cudng do va mirc hai long v& vi
thom ngon thap trong trudng hop bt nhdo diu trong it mudi, nhung duge ting cudng trong
trudng hop bt nhdo dau tuong c6 bd sung chit tao vi kokumi. Ngoai ra, trong trudong hop
bot nhdo dau tuong c6 bd sung chét tao vi kokumi, thi cudng d¢ va mirc hai long vé vi man
cao hon so0 vé6i trudng hop bdt nhido dau twong thong thudng, diéu d6 cho thiy ring chét tao

vi kokumi c6 thé 1am ting cam gidc tdng thé va vi min ciia bot nhio dau tuong.
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Béang 14

Thugc tinh dB;fl(i)lttIL]rhozrllog t}?fc);lrflghii(;nia(")ui tl?og;:gnﬁﬁnifgiu + .

thong thuong chat tao vi kokumi
Hai long vé vi tong thé 3,0 2,8 3,2
Hai 1ong v& hinh thirc 3,5 3,5 3,6
Hai 1ong v& mui vi 3,1 3,0 3,1
Hai Iong vé cam giac ném 3,3 3,4 3,5
Hai 1ong vé hau vi 3,0 2,9 3,0
Hai 1ong vé vi thom ngon 3,2 2,9 3,3
Hai long vé vi umami 3,2 3,0 3,3
Hai 1ong v& vi min 3,0 2,8 3,3
Hai long vé vi ngot 3,2 3,1 3,3
Hai long vé vi chua 2.9 2,9 2,9
Cuong d9 vi thom ngon 2,9 2,6 3,1
Cuodng d6 vi umami 3,1 2,7 3,1
Cuong d0 vi man 3,2 2.9 3,4
Cuong dd vi ngot 2,8 2,8 2,8
Cudng d6 vi chua 2.8 2,7 2,8
Cuong o mui vi la 1,2 1,2 1,1

6-2: Canh kem nim

D¢ khang dinh hi€u qua cua chat tao vi kokumi céi thién vi man, canh kem nam cé

Két qua 13, nhu dugc trinh bay trén bang 15, trong trudng hop canh c6 bd sung chit

d0 16m @ loai b sai léch mang tinh chi quan.
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tao vi kokumi d4 c6 tdc dyng lam ting vi min cta san pham.

b sung 0,1% chét tao vi kokumi da dugc trinh bay trén bang 15, va cudng do cam nhén vi
min ciia canh kem ndm dugc danh gia nhu trén bang 15. K&t qué duoc danh gia boi nhimg
dau bép dugce dao tao chuyén nghi€p dé ho d& dang nhan ra vi min. Thi nghiém dugc thyc
hién & nhiét d9 40-60°C, va duoc 1ap lai ba ldn. Gid tri trung binh vé cudong d cam nhén vi

m3n dugc phén tich bing ANOVA. Cudng dd cim nhén vi min duoc dénh gia trén quy mod

tao vi kokumi, cudng d¢ cdm nhén vi mén ting 14,5% so voi canh khong bd sung chét tao
vi kokumi. Mic dii thuc té 13 chét tao vi kokumi vén duge san xuét Ling quy trinh khdng c6

muoi nén khong anh huéng dén ham lugng mudi clia san phim, nhung c6 thé thiy ring chét
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Béang 15
Gié tri trung binh
Néng do NaCl trong cudng d§ cam nhén vi mén Ti 1€ ting cudng 4
canh kem nam (%) | Khéng cé chdt | Co6 chittao vi cam nhan (%)
tao vi kokumi kokumi
0,60% 10,3 11,8 14,5
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YEU CAUBAO HQ
1. Phuong phap san xuét chit tao vi kokumi tw nhién bao gdm céc budc:

(2) 1én men ngudn protein thuc vat bang ndm Aspergillus sp. dé thu nhan dich 1én

men ngii coc;

(b) 1én men dich 1én men ngi cbe bang vi khuan Corynebacterium sp. hodc

Brevibacterium sp. dé thu nhan dich 1én men axit glutamic; va

(c) tron dich 1én men ngii coc cia budce (a) va dich 1én men axit glutamic cua budce

(b).

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phéap nay con bao gbém budc 1én men
dich 1én men ngii cc bang vi khuin Corynebacterium sp. hodc Brevibacterium sp. dé tao
thanh dich 1én men inozin-5’-monophosphat (IMP) trong budc (b), va tron v6i dich 1én men

IMP trong budce (c).

3. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, trong d6 chét tao vi tu nhién dugc san xuit bing

céch chi sir dung dich 1én men ma khong bd sung bét ki thanh phén phu gia nao.

4. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, trong d6 chét tao vi tu nhién dugc san xuit bang
cach sir dung dich 1én men ma khong can trai qua bat ki qua trinh x{t Iy hoa hoc bd sung

nao.

5. Phuong phéap theo diém 1 hoic 2, trong do nguén protein thuc vét dugc lya chon

tr mOt nhom bao gdm dau trong, ngd, gao, lua mi va gluten lta mi.

6. Phuong phép theo diém 2, trong d6 thanh phan mai trudng dé 1én men vi khuin

trong san xudt dich 1én men IMP bao gdm nguyén liéu dang thuc phim.

7. Phuong phéap theo diém 6, trong d6 thanh phan méi truong dé 1én men vi khuan

bao gbém canxi pantotenat (CAPA).

8. Phuong phap theo diém 1 hodc 2, trong d6 ndm Aspergillus sp. 1a Aspergillus

sojae.
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9. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, trong d6 vi khudn Corynebacterium sp. 1a

Corynebacterium ammoniagenes.

10. Phuong phap theo diém 1 hoic 2, trong d6 Corynebacterium sp. la

Corynebacterium glutamicum.

11. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dich 1én men ngil cbe va dich 1én men axit

glutamic duoc phbi tron veéi ti 1€ tir 1:0,1 dén 1:10.

12. Phuong phép theo diém 2, trong d6 dich 1én men da phéi tron bao g6m dich Ién
men axit glutamic va dich 1én men IMP, va dich 1én men ngl cbe duogc phéi tron theo ti 1€

tir 1:0,1 dén 1:10.

13. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, trong d6 phuong phap nay bao gdm phan tmg &
nhiét d6 tir 70 dén 100°C trong tir 0,5 dén 24 gidr sau khi phdi tron ¢ budc (c).

14. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, trong d6 thanh phan moi trudong dé 1én men vi

khuén trong san xuat dich 1én men axit glutamic bao gdm nguyén liéu dang thuc pham.

15. Phuong phép theo diém 14, trong d6 thanh phn mdi truong dé lén men vi khuén

bao gém canxi pantotenat (CAPA).

16. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 mdi trudng dé 1én men vi khuan trong san
xuét dich 1én men axit glutamic bao gém glucoza, fructoza, duong tho, betain, magie sulfat,

kali phosphat va axit phosphoric.

17. Phuong phéap theo diém 2, trong d6 mdi trudng dé vi khuan 1én men trong san
xudt dich 1én men IMP bao gdm glucoza, fructoza, magie sulfat, axit phosphoric, kali

hydroxit va dich 1én men ngi che.

18. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ngudn cacbon trong moi truong dé 1én men vi

khuén trong san xuat dich 1&én men axit glutamic 1 duong thd.

19. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 néng do axit glutamic trong dich 1én men axit

elutamic duoc san xudt & bude (b) 1a tir 75g/L dén 150g/L.
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20. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ham luong axit glutamic so véi chit ran trong

dich lén men axit glutamic dugc san xuét & budc (b) 16n hon hodc bang 50%.

21. Phuong phép theo diém 2, trong do ndéng dd IMP trong dich 1én men IMP duoc
séan xuét & budc (b) 1a tir 50g/L dén 150g/L.

22. Phuong phéap theo diém 2, trong d6 ham lugng IMP trong chét rin trong dich Ién

men IMP duoc san xuit & budce (b) 16n hon hoic bang 30%.

23. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, trong d6 phuong phép nay con bao gbém bude

xtr 1y dich 1én men IMP va dich 1én men axit glutamic bang cacbon hoat tinh trudc budc ().

24. Phuong phép theo diém 23, trong d6 phuong phap nay con bao gbm budc ly tm

hoic loc dich 1én men da duoc xtr ly béng cacbon hoat tinh.

25. Phuong phép theo diém 23, trong d6 phuong phap nay con bao gdm budc gia
nhiét dich 1én men & nhiét d tir 70 dén 90°C trong tir 15 dén 60 phit dé ly giai té bao trude

khi xtr Iy dich 1én men bang cacbon hoat tinh.

26. Phuong phép theo diém 1 hoac 2, trong d6 phuong phap nay con bao gom budc

¢6 dic dich 1én men va lam kho dé tao thanh ché phém dang bot trong budc (¢).
27. Chét tao vi kokumi tw nhién dugc san xuét bai phuong phap theo diém 1 hoac 2.

28. Thuc phém bao gém chét tao vi kokumi tw nhién cua diém 27.
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