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(57) Sang ché dé cap dén che pham protein bao gdm phan chlet protein c6 ngudn gdc tir
sita; va it nhat mot chat 1am 6n dinh dugc chon tir nhom bao gém cac polysacarit dau nanh,
gom xanthan, pectin, gém arabic, gébm ghatti, carageenan, gom déu carob, natri caseinat,
lexithin, va carboxymetylxenluloza. Che pham protein cai thién mot cach dang ké d6 bén
nhiét cua phan chiét protein c6 ngudn goc tur sira. Sang ché ciing dé cap dén quy trinh san
xuat ché pham protein ndy va thuc pham, d6 uéng, thirc dn chian nuéi, va duoc pham chira
ché pham protein nay.
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Linh vue k§ thuat dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén ché pham protein c6 4§ bén nhiét cao va quy trinh
xtt Iy nhiét ché phim nay. Cu thé hon, sdng ché dé cap dén ché pham protein c6
d6 bén nhiét cao chia phan chiét protein co ngudn gbe tir sira va chét 1am 6n
dinh va quy trinh Xt Iy nhiét ché pham nay. Séng ché ciing dé cap dén thuc
pham, dd ubng, thirc dn chin nudi va dugc phim chtra ché phdm nay.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

CéAc thanh phén protein co ban tir sita dd dugc thong béo la c6 nhidu
chttc ning sinh ly khac nhau, ching han, tdc dung cung c¢b xuwong, tic dung
phong ngura chéng lai cac bénh nha chu, tac dung cai thién chuyén hoéa lipit, tac
dung giam huyét ap, tac dung kich thich san xuét colagen & da, va tac dung didu
tiét hé midn dich. D& khai thic hiu qua cac chirc ning sinh 1y nay, cdc thuc
phim, dd udng, thirc &in chin nudi va cac duoc phim khac nhau chira phan chiét
protein co ngudn gdc tir sita da dugc phat trién. That khong may, cic phén chiét
protein co ngudn gbc tir sita khong bén nhiét & viung pH trung tinh va két tua khi
bi dun ndng & nhiét do 80°C trong thoi gian mudi phit (vi dy, xem tai li€u séng
ché 1). Vi Iy do nay, phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita thuong duge dun
néng trong ving pH axit. B thong bao ring phuwong phap nay vé co béan c6 thé
duy tri tac dung cung ¢b xwong cta phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita thim
chi sau khi xir ly nhiét (vi du, xem tai li¢u phi sang ché 1).

Tuy nhién, phuong phap nay vAn con cac van d& gay ra do dd bén nhiét
thdp ciia phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita trong khi tiét tring & nhigt do
90°C hoic cao hon, dic biét 1a tiét trung bang ndi hép, nhu: (1) xu hudéng tap
hop va két tia phén chiét protein c6 ngudn gde tir sita cao trong khi tiét tring

b?mg nhiét & nhiét do 90°C hodc cao hon, do dd bén nhiét khong du; va (2) xu
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huéng 1am mét hoat tinh cta phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita trong khi
tiét trung bang nhiét 16n, dic biét 13 & didu kién tir trung tinh (v6i gié tri d6 pH
xép xi =7,0) dén kiém. Do do, trong céc trudng hop thue té, khong thé 4p dung
cach xir ly nhiét cuc d9, nhu, ti€t trung bing ndi hip, trong trudng hop xir 1y
nhiét (cu thé & nhiét do vuot qué 90°C) dbi véi dung dich chira phan chiét
protein c6 ngudn gbc tir sita, bdi vi cach xit Iy nay c6 thé lam mat hoat tinh cia
phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita. Céc trudng hop nay cb sy gioi han vé
viéc tron phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita vao cic thyc phim, dd udng,
thirc an chan nuoi hodc cac dugc phém ma khong lam mét hoat tinh ctia né.
Danh muc céc tai liéu vién dan
Tai liéu sang ché
Tai liéu séng ché 1: Cong bb don séng ché Nhat Ban khong xét nghiém sb
09-191858
Tai liéu phi sang ché
Tai lidu phi séng ché 1: Seiichiro Aoe et al., Bioscience Biotechnology va
Biochemistry, 65(4), 913-918 (2001)
Ban chit k§ thuit clia sang ché

Muc dich ctia sang ché 1a d& xuét ché phém protein c6 thé dugc gia nhit
& nhiét do 90°C hodic cao hon ma khéng lam mét hoat tinh cta phan chiét
protein co ngudn gde tir sita duge chira trong ché phdm, va quy trinh sén xuét
ché phim nay.
Céch thirc giai quyét vén dé

Sang ché dé xuét céac khia canh sau:
1. Ché phim protein bén nhiét chira: phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita; va
it nhat mot chét 1am 4n dinh duogc chon tir nhom bao gém cac polysacarit dau
nanh, gdbm xanthan, pectin, gdm arabic, gdm ghatti, carageenan, gbém dau carob,
natri caseinat, lexithin, va carboxymetylxenluloza.

2. Ché pham protein theo khia canh 1, trong d6 phan chiét protein c6 ngudn gbc
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tir sita c6 thanh phan axit amin chira cc axit amin co ban véi lugng 13 15%
trong Iugng hoac cao hon.

3. Ché phdm protein theo khia canh 1, trong d6:

a) phan chiét protein c6 ngudn gdc tlr sita chira céc protein khac nhau ma mdi
trong s chiing c6 phan tir lugng nim trong khoang tir 3000 dén 80.000 khi dugc
x4c dinh bang k¥ thuat dién di gel natri dodexyl sulfat-polyacrylamit (sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE));

b) phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita chita cac protein véi lugng 1a 95%
trong luvong hodc cao hon va lugng nhd céc lipit va tro;

¢) cac protein chu yéu dugc chira trong phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita
1a lactoferin va lactoperoxidaza; va

d) céac protein trong phan chiét protein c6 ngudn gbc tlr sita c6 thanh phén axit
amin chira cac axit amin co ban v6i lugng 13 15% trong lugng hodc cao hon .

4. Thuc phém, dd uéng, thirc dn chin nudi hodc dugc phém chita ché phém
protein theo khia canh bét ky trong s6 céc khia canh tir 1 dén 3.

5. Quy trinh x1r ly nhiét phén chiét protein c6 ngudn gbc tir sita bao gdm cac
bude: tron phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita véi it nhat mot chét 1am on
dinh dugc chon tir nhdm bao gdm céc polysacarit ddu nanh, gdm xanthan, pectin,
gOm arabic, gbm ghatti, carageenan, gdm ddu carob, natri caseinat, lexithin, va
carboxymetylxenluloza; va gia nhiét hdn hop nay & nhiét do 90°C hodc cao hon.
6. Quy trinh x Iy nhiét phin chiét protein c6 ngudn gbc tir sita theo khia canh 5,
trong d6 phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita c6 thanh phan axit amin chua
c4c axit amin co ban véi luong 13 15% trong lugng hodc cao hon.

7. Quy trinh x ly nhiét phén chiét protein c6 ngudn gbc tir sita theo khia canh 5,
trong do:

1) phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita chira cdc protein khac nhau, moi

protein phén tir lugng nam trong khoang tir 3000 dén 80.000 khi dugc x4c dinh
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bing k¥ thuat dién di gel natri dodexyl sulfat-polyacrylamit (sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE));

2) phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita chira cic protein véi lugng 1a 95%
trong lugng hodc cao hon va céac lugng nho cua lipit va tro;

3) céc protein chd yéu dugc chira trong phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita
1a lactoferin va lactoperoxidaza; va

4) cac protein trong phan chiét protein c6 ngudn gde tir sita c¢6 thanh phén axit
amin chita c4c axit amin kiém véi lugng 13 15% trong lugng hodc cao hon.

Hiéu qua cia sang ché

Theo sang ché, ché phim protein c6 thé duoc gia nhiét & nhiét do 16n
hon 90°C ma khong lam mét hoat tinh cua phan chiét protein c6 ngudn gbc tir
sita dugc chira trong ché phém.

M5 ta chi tiét sang ché

Cac tac gid sang ché da tién hanh nghién ctru sdu rong v& su on dinh cla
céc phin chiét protein c6 ngudn gdc tir sita dbi v6i sy mét hoat tinh do nhiét dé
khéc phuc cic nhuoc didm trén, va do d6 da phat hién ra rang ché phim protein
chira phin chiét protein c6 ngudn gbc tir sita va chit 1am 6n dinh, nhu,
polysacarit du nanh hofic gdm xanthan, thé hién dd bén nhiét cao déng ké. Nho
vay, cac tac gia sang ché d3 hoan thanh sang ché nay.

Cu thd, ché phim protein theo mdt phuong 4n clia séng ché chira phan
chiét protein ¢ nguén géc tur sita; va it nhét mot chét lam 4n dinh dugc chon tir
nhém bao gdm céc polysacarit ddu nanh, gdm xanthan, pectin, gdbm arabic, gom
ghatti, carageenan, gdm déu carob, natri caseinat, lexithin, va carboxy
-metylxenluloza. Ché phim protein c6 do bén nhiét cao & khoang pH rdng hon
kéo dai tir cac vung pH axit dén trung tinh va kiém, thim chi trong khi xir 1y
nhiét & nhiét d6 cao hon 90°C va trong khi xit 1y tiét tring bang ndi hép ¢ nhiét
dd cao hon 120°C.
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Phén chiét protein c6 ngudn gdc tir sita tot hon 1a c6 thanh phan axit
amin chtra cdc axit amin co ban vadi luong la 15% trong luong hodc cao hon.
Céc phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita tir bét ky ngudn nao ciing c6 thé
duoc st dung. Vi du, céc protein tir sita c6 cac déc tinh sau va dugc biét 1a cb tac
dung cing b xuong c6 thé dugc gia nhiét & nhiét do 16n hon 90°C ma khéng bi
lam mét hoat tinh:

1) phan chiét protein c ngudn gbc tlr sita chira c4c protein khéc nhau, moi
protein c6 phan tr lugng nam trong khoang tr 3000 dén 80.000 khi dugc xac
dinh bing ky thuat dién di gel natri dodexyl sulfat-polyacrylamit (sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE));

2) phén chiét protein c6 ngudn gdc tir sita chira céc protein véi lugng 1a 95%
trong lugng hodc cao hon va lugng nho céc lipit va tro;

3) céc protein chu yéu duoc chira trong phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sira
1a lactoferin va lactoperoxidaza; va

4) cac protein trong phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita c6 thanh phan axit
amin chira cdc axit amin kiém cua sita voi luong 1a 15% trong luong hodc cao
hon.

Céc vi du vé axit amin kiém cua sita bao gdm lysin, histidin, va acginin.

Phan chiét protein co ban néu & trén c6 thé duoc didu ché bang cach, vi
du, cho nguyén liéu sita, chang han, sita gly hodic nudc sira, tiép xtc véi nhua
trao ddi cation sao cho protein co ban duge hép phu trén nhya, tdch ria phén
chiét protein co ban bj hép phu bang chit tach rira ¢6 ndéng d6 mudi ndm trong
khoang tir 0,1M dén 1M, thu hdi phan tach rira, khur mudi va cb dic hop phan
thu hdi bang cach thdm thiu nguge (reverse osmosis (RO)) hodc thdm tach dién
(electrodialysis (ED)), va tuy y sdy kho san phdm thu duge. Cac vi du vé ngudn
nguyén li€u sita bao gém sfta cua bo, trdu, nguoi, lon, ctru, dé, va ngya.

Céc vi du vé cac phuong phap da bét dé didu ché phan chiét protein co
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ngudn gdc tir sita bao gdbm: phuong phap cho sita hogic nguyén liéu thd c6 ngudn
gdc tir sita tiép xtc véi thiét bi trao dbi cation sao cho protein co ban trong sita
duoc hép phu trén thiét bi trao dbi cation, va sau d6 tach rira phan chiét protein
¢6 ngudn gde tir stra duoc hip phu bang dung méi tach rira c6 gié tri d6 pH 16n
hon 5 va cudng do ion cao hon 0,5 (céng bd don sang ché Nhat Ban khong xét
nghiém sb H05-202098); phuong phép ding gel anginat (cong bb don séng ché
Nhat Ban khong xét nghiém sé S61-246198); phuong phéap tach phan chiét
protein co ban khoi nudc sira bang cach ding céac hat vo co rdng (cong b6 don
sang ché Nhat Ban khong xét nghiém s6 H01-86839); va phuong phap thu dugc
phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita st dung hop chét este sulfat (cong bd
don sang ché Nhat Ban khong xét nghiém s6 $63-255300). Theo sang ché, phan
chiét protein c6 ngudn gbc tir sita duoc didu ché bing cac phuong phap nay c6
thé duoc st dung.

Thanh phan chinh cta chét 1am 6n dinh t6t hon c6 céc dic tinh sau day:
(1) Thanh phén chinh c6 phan tir luong va tinh chét tao mang cao. Céc vi dy vé
thanh phan ndy la cac polysacarit du nanh;
(2) Thanh phin chinh ¢6 ty 1é mach nhénh so véi mach chinh cao. Vi du vé
thanh phan nay 1a gom xanthan c6 mach chinh glucoza ma manoza va axit
glucuronic lién két v6i mach chinh nay;
(3) Thanh phan chinh 13 pectin bao gdbm mach chinh 13 axit galacturonic va
nhiéu mach nhénh galactoza, arabinoza, hodc xyloza dugc lién két v6i mach
chinh;
(4) Thanh phén chinh ¢6 ty 16 mach nhanh so v6i mach chinh cao. Mgt vi du vé
thanh phén nay 13 gdm arabic c6 mach chinh galactoza ma arabinoza va axit
glucuronic lién két vi mach chinh nay.

Céc chit 1am 8n dinh c6 cac tinh chit nhu vy ngin chin su mét hoat

tinh cua phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sira do sur két tu va két tha trong khi
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gia nhiét, va do d6 1am ting d6 bén nhiét cta phan chiét protein c6 ngudn gdc tir
stra.

Nguoc lai, cac chét 1am 6n dinh c6 céc dic tinh sau 13 khong dugc va

thich ddi véi ché phim chira cac protein co ban cua sita:
(1) Chét 1am 6n dinh c¢6 cac nhém ki nude va ua nudc va thé hién su hip phu
nhidu 16p. Céc vi du v& cac chit 1am 6n dinh nay 14 céc este ctia axit béo sucroza
dugc tao ra do phan ng cia cac nhdém hydroxyl clia sucroza véi céc axit béo; va
(2) Chét lam én dinh c6 céu tric thing, chang han, gbm gelan, hoic c6 ty 18
mach nhanh so v&i mach chinh thép. Céc vi du vé cac chat lam én dinh nhu vay
la gobm guar va gém cay me.

Mic du sir dung céc chét lam on dinh nhu vdy khong 1am ting déng ké
d6 bén nhiét cua phan chiét protein c6 ngudn gbc tir stra trong khi gia nhiét,
nhung ché phim nay mot phan c6 thé chira cac chat 1am 6n dinh nay.

Trén co s& cac thuc té nay, cac vi du vé chit 1am 6n dinh duoc wa thich
dé tron v6i phan chiét protein c6 ngudn gde tir sita dé diéu ché ché phdm chira
protein co ban cua sita bao gdbm céc polysacarit ddu nanh, gém xanthan, pectin,
gbdm arabic, gom ghatti, carageenan, gdbm déu carob, natri caseinat, lexithin, va
carboxymetylxenluloza. [t nhat mot trong sb céc chat 1am 6n dinh nay dwoc tron
v6i phan chiét protein c6 ngudn gde tir sita dé diéu ché ché phdm chira protein
co ban cua sita. Mot vai trong sb céac chit 1am n dinh nay cd cac chic nédng
khac nhau, nhu chirc nang tao nhii, nhung cé thé dugc st dung ma khong cé bat
ky vén dé gi.

Ché pham protein c6 thé chira phan chiét protein cé ngudn gdc tir sira va
chét 1am 8n dinh & ty 18 bat ky, va t6t hon 1a chtra chit 1am 6n dinh & ty 18 ndm
trong khoang tir 0,5 dén 100 (trong lugng/trong lugng), tét hon 1a nim trong
khoang tir 1 dén 40 (trong lugng/trong luwong), so véi phan chiét protein c6

nguodn goc tur sita.
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Ché phém protein c6 thé duoc diéu ché bing quy trinh bat ky. Vi du, néu
ché phim protein duoc didu ché & dang dung dich, phan chiét protein c6 ngudn
géc tir stta va chat 1am 6n dinh duogc tao huyén phi hodc hoa tan mét cach riéng
biét trong nude khir ion, va sau d6 céc dung dich riéng biét nay duoc trén bang
cach khuéy va duogc tao thanh thuc phém, dd uéng, thrc an chén nudi, hodc
duoc phim. Phan chiét protein c6 ngudn goc tir sita va chét 1am 6n dinh c6 thé
duoge tron k§ bang cach khudy ¢ didu kién bat ky. Phan chiét protein c¢6 ngudn
gdc tir sita va chit 1am 8n dinh c6 thé dugc tron bang cach khudy bing mot thiét
bi phéan tan si€u am trong khi duoc gia nhiét dén nhiét d6 ndm trong khoang tir
xap xi 40°C dén 80°C, néu can. Dung dich thu dugc clia ché pham protein c6 thé
con dugce cho qua quy trinh, nhu, ¢6 dic bang mang UF, hoic lam kh lanh, néu
can, d& thuan tién cho viéc str dung ché phim nay cho thuc phdm, dd udng, thirc
an chan nudi hodc duge pham.

Ché phém protein c6 dd bén nhiét cao trén khoang pH rong mé rong tir
cac vung pH axit dén trung tinh va kiém, va do d6 c6 thé chiu duoc viée xir ly
nhiét & nhiét do cao va xu ly tiét tring bang ndi hdp ma thuong duoc ap dung
trong viéc san xudt cac thuc pham, cac d6 ubng, thirc an chin nudi va cac dugc
phém. Ché phém protein & dang bot cling cd thé chiu duoc tiét tring béng nhiét
khé. Do d6, ché phdm protein c6 thé duoc dung dé diéu ché thuc pham, dd ubng,
thirc dn chan nuoi, hodc duoc phém ¢ cac dang khac nhau chéng han, 16ng, gel,
bdt, va dang hat.

Gi4 tri d6 pH ctia ché phim protein c6 thé dugc diéu chinh bang axit vo
co, vi duy, axit clohydric hodc axit photphoric; axit hitu co, vi duy, axit xitric hodc
axit axetic; hodc chit kiém, vi du, natri hydroxit hodc natri hydrocabonat. Néu
ché phim protein dugc dit trong mdi trudng cé gid tri d6 pH cho phép ché phim
protein duy tri d6 bén nhiét ciia no, ché phim protein ndy cé thé duoc xir ly

nhiét & nhiét do cao hodc xu 1y tiét tring béng ndi hip ma khong cén diéu chinh
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gia tri pH. Céc diu kién tiét trung bang nhiét va gia tri ¢ pH c6 thé duoc lya
chon mét cach thich hop tiy thudc vao chét lugng duoc yéu cau ddi vai thuc
phém, dd uéng, thirc dn chdn nudi, hoac duoc phérn duoc du dinh chta ché
phém protein.

Ché phém protein c6 thé dugc st dung 1am thuc phdm, d6 ubng, thirc an
chin nudi, hodic duoc pham, & dang riéng 1& hodc tlly y & dang hdn hop véi cac
nguyén liéu tho khac ma thuong dugc chira trong cac san phim nay, ching han,
cac sacarit, cac lipit, hodc cac huong vi.

Vi du thue hién sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo td mot cach chi tiét bang cac vi du tham
khéo, cac vi du, va cac vi du thtr nghiém, cédc vi du nay chi dé minh hoa céc
phuong 4n ctia sang ché va khong c6 nghia 14 giéi han séng ché & céc vi du nay.
Vi du tham khéo 1: Didu ché phan chiét protein c6 ngudn gbe tir sita 1

Cot (c6 dudng kinh 5cm va chidu dai 30cm) dwoc nap 400g Chitopearl
duoc sulfonat héa (do Fuji-Spinning Co., Ltd. san xuét) lam nhya trao d6i cation
duoc rira sach béng nudc khir ion, va sau d6 duoc nap 40 lit sita géy chua tiét
tring (c6 gia tri d6 pH = 6,7) & téc do dong chay 1a 25ml/phit. Sau d6, cot nay
duoge rira sach bang nude khir ion, va phan chiét protein co ban duoc hép phu
trén nhwa nay duogc tach rira bang dung dich dém cacbonat 0,02M (c6 gié tri do
pH = 7,0) chta natri clorua 0,98M. Nuédc tach rira dugce khur mudi va co dac
bing mang loc thim thiu nguoc (reverse osmotic - RO), va san pham thu dugc
duoc lam kho lanh, bing cach Ay thu dugc 21g phan chiét protein co ban & dang
bot (san phdm cta vi du tham khao A). Do d6, phan chiét protein c6 ngudn gbc
tir stta d3 didu ché dugc xac dinh bing k§ thuat dién di gel natri dodexyl
sulfat-polyacrylamit (sodium lauryl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE). Cac két qua da thiy ring phan chiét protein c6 ngudn gbc tir stra
c6 phan tir lugng nam trong khoang tir 3000 dén 80.000 va c¢6 thanh phan nhu

-10-
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duoc thé hién trong bang 1. Phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sira ciing bi thiy
phan boi axit clohydric 6N ¢ nhiét d¢ 110°C trong thoi gian 24 gi0, va sau do
duoc phan tich thanh phan axit amin béng may phan tich axit amin (L-8500, do
Hitachi, Ltd. sin xuét). Cac két qua dugc thé hién trong bang 2. Phan chiét
protein co ngudn gde tir sita con duge phan tich céc thanh phén protein ctia nd
bing phuwong phap ELISA. Bang 3 chi ra réng phén chiét protein c6 ngudn gbc

tir sita chira hon 40% lactoferin va lactoperoxidaza.

Bang 1
Nudce 1,06 (% trong lugng)
Céc protein 96,50
Cac litpit 0,56
Tro 0,27
Céc thanh phan khac 1,61
Béang 2
Axit aspactic 10,1 (% trong luong)
Serin 5,3
Axit glutamic 12,3
Prolin 4,7
Alanin 5,7
Leuxin 10,2
Lysin 8,4
Histidin 2,5
Acginin 7,2
Céc thanh phén khac 33,6

-11-
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Béang 3
Lactoferin 42,5 (% trong lugng)
Lactoperoxidaza 45,6
Yéu t6 ting truong I gidng Insulin 0,005
Céc thanh phén khac 11,895

Vi du tham khao 2: Didu ché phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sira 2

Cot (c6 dudng kinh 100cm va chiéu dai 10cm) dwoc nap 30kg SP
Toyopearl (do TOSOH CORPORATION san xuét) lam nhya trao dbi cation
dugc rira sach bing nudc khir ion, va sau d6 duge nap tai 3 t nude sita pho mat
(co gié tri d6 pH = 6,2) da dugc tiét trung nho nhiét & nhiét d6 121°C trong thoi
gian 30 gidy ¢ tdc d6 chay 10 L/phut. Sau d6, cdt nay dugc rira sach bang nudc
khir ion, va phan chiét protein co ban dugc hép phu trén nhua ndy dugc tach rira
bing dung dich dém xitrat 0,1M (c6 gia tri &6 pH = 5,7) chtra natri clorua 0,9M.
Nuée tach rira duge khir mudi va cd dic nhd thdm tach dién (electrodialysis
(ED)), va san phim thu dugc dugc kho lanh, bing cach 4y thu duge 183g phan
chiét protein ¢ ngudn gbc tir sita & dang bot (san phim ctia vi du tham khao B).
Vi du thir nghiém 1

Phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita clia san phim cta vi du tham
khao A duogc hoa tan trong nudce khir ion dén ndng d6 100mg% (dung dich A),
va 0,2% trong luong polysacarit ddu nanh lam chét lam én dinh dugc hoa tan
trong nude khir ion (dung dich B). Céc dung dich A va B dugc tron v6i nhau
bing cach khudy nho thiét bi phan tan siéu am (ULTRA-TURRAX T-25; do
IKA Japan san xuit) & tdc d6 8000 vong/phut va & nhiét do 50°C trong thoi gian
ba phit dé didu ché ché phim protein. Sau d6, dung dich axit lactic hodc natri

hydroxit dugc bd sung vao ché phdm protein lam cac chét didu chinh d6 pH, dé
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diéu ché mudi mau cé céc gia tri d§ pH 14n luot tir 1 dén 10. M3i mau (2ml)
duoc pha ché trong cac éng ampun, va dugc gia nhiét trong thoi gian bbn phut &
c4c nhiét d6 90°C, 100°C, 110°C, 120°C, hosc 130°C. Pé tham khao, cac dung
dich chura phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita nhung khong chira chét 13m 6n
dinh bt ky (vi du, dung dich A) duoc didu chinh dé ¢ cac gia tri d6 pH nhu
duoc mo ta & trén, va cac mau tao thanh dugc gia nhiét & nhiét do 110°C trong
thoi gian bdn phut. Sau khi xir Iy nhiét, mdi mau va miu d6i chimg duoc phan
tich bing cach quan sat sy két tu va két tia.

DPé x4c dinh mtc dd thoai hoa cia phin chiét protein c6 ngudn gdc tir
sira sau khi xir Iy nhiét, mdi mau va mu tham khao sau khi xtr ly nhiét dugc cho
dién di gel polyacrylamit (SDS-PAGE) dé phéan tich md hinh ving ctia phan
chiét protein c6 ngudn gbe tir sita nhur duwoc mo ta dudi day.

SDS-PAGE: mdi miu (15ul) duoc pha lodng bang 15ul dung dich dém
mau (chira 1,25ml Tris-HCI1 0,5M (c6 gia tri dd pH = 6,8), 1,0ml glyxerol, 2,0ml
SDS 10%, 0,5ml 2-mercaptoetanol, va 0,25ml BPB 0,1%), va dung dich tao
thanh duoc gia nhiét & nhiét d6 100°C trong thoi gian ndm phuat. Sau khi xur ly
nhiét, mbéi mau (15ul) duge cho dién di véi gel polyacrylamit 14% (TEFCO
SDS-PAGE mini). Kaleidoscope Prestained Standards (BioRad) duoc sir dung

lam méy do phan tir lwong. Céc két qua duoc thé hién trong bang 4.
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Bang 4
Nhiét 6 | Panh gia pH
O 1213456 |7 (89|10
90 Bing mit +|-1-1-1- - A

SDS-PAGE x|ololo| o o o |lolol| A

100 | Bing mit TN U U R T P T A R

SDS-PAGE x|lololo]| o o) o |olo]| x

110 | Bing mit THN D I I T I I

SDS-PAGE x|lololol| o o o |olo| x

120 | Bang mit -1 --1-1 - S R

SDS-PAGE xlfolo|lo] o o o |o| o] x

130 | Bing mit TN P R

Ché phdm protein (phan chiét protein c6 ngudn

gbc tir sita + polysacarit diu nanh)

SDS-PAGE x| Alo|lo| o o o |o|A]| x

v
O~
[—yy

110 | Bang mit - -] + |+ |+]+]+

ching SDS-PAGE X | x| x| x| x| x X | x| x| x

Luuy) 1: quan sét truc quan sy két tu va két tha
“.” Ja ky hiéu chi trong sudt do khong c6 sy két tu hodc két tua.
“t”]a ky hiéu chi trong mo, nhung khong cé su két tu hoic két tua.
“+”[a ky hiéu chi c6 su két tu hodc két tia.
Luu y) 2: quan st bang k¥ thuat dién di (SDS-PAGE)
“0”13 ky hiéu chi quan sat thdy cac dai protein bang SDS-PAGE.
“A” 1a ky hiéu chi quan sét thiy céc dai protein manh bang SDS-PAGE.
“x”]a ky hiéu chi quan sét thdy khong c6 dai protein bing SDS-PAGE.
Céc két qua duoc thé hién trong bang 4 chi ra rang khoéng quan sat dugc
bing mét sy két tu hodc két tha va cac dai phan chiét protein c6 ngudn gde tir
sita duoc phat hién bi SDS-PAGE d6i véi cac dung dich chira ché phim protein

bao gom céac protein co ban cua sira va polysacarit ddu nanh & cac gia tri 46 pH
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= tir 2 dén 9. Céc két qua nay ching minh ring ché phdm protein ndy 6n dinh &
ving pH axit va c6 d6 bén nhiét rt cao & cac ving pH trung tinh va kiém. Mdi
mau cling duge gia nhiét trong thoi gian dai dé quan sat phan chiét protein co
ngudn gdc tir sita sau khi xtr Iy nhiét. Di véi cac mau c6 cac gid tri d6 pH = tir
2 dn 9, khong quan sat dugc co su két tu hodc két tha va cac dai phﬁn chiét
protein ¢6 ngudn goc tir sita dugc phat hién tham chi sau khi xir 1y nhiét & nhiét
d6 120°C trong thoi gian mudi phit. Cac két qua thuc nghiém nay chi ra 18 rang
rang ché phdm protein c6 thé gitt dugc phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita
khong mét hoat tinh tham chi sau khi xtr ly tiét tring bang néi hip. Nguoc lai,
khéng ¢ céc dai cua phan chiét protein cé ngudn gbc tir sita dugc phat hién
trong dung dich chtra riéng phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita & céc gia tri
d6 pH = tir 2 dén 9. Cac két qua nay chi ra rang phan chiét protein c¢6 ngudn gdc
tir stta bi mét chirc ning ctia né 1a két qua cua su thoai hoa va bién chét do nhiét.
Vi du thtr nghiém 2

Phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sira clia san phim cta vi du tham
khao B dugc hoa tan trong nudc khir ion dén néng d6 100mg% (dung dich A),
va gdm xanthan lam chét 1am n dinh duoc hoa tan trong nude khir ion & ndng
do6 0,04% (trong lugng) (dung dich B). Cac dung dich A va B duogc tron véi nhau
bing cach khudy bang thiét bi phan tan siéu am (ULTRA-TURRAX T-25; do
IKA Japan san xuit) & tbc d6 9500 vong/phut va nhiét d§ 50°C trong thoi gian
ba phut dé didu ché ché pham protein. Sau d6, dung dich axit lactic hoic natri
hydroxit dugc bd sung vao ché phdm protein duéi dang cac chit diéu chinh d6
pH, dé diéu ché mudi miu 1an luot cb céc gia tri 46 pH =tu 1 dén 10. Mdi miu
(2ml) duoc pha ché trong cac 6ng ampun, va duge gia nhiét trong thoi gian bbn
phit & cac nhiét d6 90°C, 100°C, 110°C, 120°C, hogc 130°C. Dé 1am déi chimng,
cac dung dich chira phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita nhung khong chira

chét 1am 8n dinh bét ky (vi du, dung dich A) duogc diéu chinh d& c6 cac gid tri d6
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pH nhu dugc mo ta & trén, va cac mau tao thanh duoc gia nhiét & nhiét do 110°C
trong thoi gian bdn phat. Sau khi xtt Iy nhiét, mdi mau va miu ddi chimg dugc
phén tich bang mit dbi voi su két tu va két tia. D& x4c dinh mic d6 thoai hoa
cta phin chiét protein ¢6 ngudn gdc tlr sita sau khi xtr Iy nhiét, sau khi xir ly
nhiét, mdi mau va mau ddi ching dugc dién di gel polyacrylamit (SDS-PAGE)
dé phan tich mo hinh viing clia phén chiét protein c6 ngudn gde tir stra nhu trong

vi du thir nghiém 1. Céc két qua dugc thé hién trong bang 5.

Bang 5

Nhiét 40 | Panh gia pH

°C) 1123|4567 |8]|9]10
,(§ 90 Bang mat -] -1-1-1-1-1=
2 SDS-PAGE x|lolo|lo|lo|lo|lo]o|o]| x
Q
Q
£ = | 100 |Bingmat THN I I
1] <
© =
8 E SDS-PAGE x|olo|lololo|lo|o|o] x
<D >
%g 110 Bing mit - == -] -]-]-1-1+
g =
< L SDS-PAGE x|olo|o|ololo]o]|o] x
A lb
§ & | 120 |Bingmit P I R U D
e 3
2‘“’ SDS-PAGE x|ololo|lololo|o]o]| x
~3
= 130 | Bing mit U (I S T O (s
(D)
<
O SDS-PAGE x|olololo|lo|o|o|a]| x
Péi 110 | Bing mit SRR I T e e
ching SDS-PAGE X | x| x| x| x|{x|x|x]|x]|x

Luu y) 1: quan sat bang mét su két tu va két tia
“» 13 ky hiéu chi trong su6t do khong c6 su két ty hozic két tua.
“+” la ky hiéu chi trong mo, nhung khong c6 sy két tu hosc két tua.

“+ 1a ky hiéu chi c6 su két tu hoic két taa.
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Luu y) 2: quan sat bang k¥ thuat dién di (SDS-PAGE)

“0” 1a ky hiéu chi quan sat thiy cac dai protein bing SDS-PAGE.

“A” la ky hi€u chi quan sat thdy cac dai protein manh bing SDS-PAGE.
“x” la ky hiéu chi quan sat thiy khong c6 dai protein béng SDS-PAGE.

Céc két qua duoc thé hién trong bang 5 chi ra rang khong quan sat dugc
bing mét su két tu hodc két tia va cac dai phan chiét protein c6 ngudn gbc tir
sita dugc phét hién bdi SDS-PAGE déi véi céc dung dich chita ché pham protein
chira phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita va gébm xanthan & céc gia tri d6 pH
= tir 2 dén 9. Cac két qua nay chting minh rang ché pham protein nay 6n dinh &
vung pH axit va cé do bén nhiét rat cao & cac ving pH trung tinh va kiém. Mbi
mau con dugc gia nhiét trong thoi gian dai d& quan sat phan chiét protein co
ngudn gbc tir sita sau khi xt ly nhiét. DPdi véi cac mau co céc gid tri do pH = tir
2 dén 9, khong quan sat dugc 6 sy két tu hogic két tha va cac dai ctia phan chiét
protein co ngu(‘“)n géc tlr stta duoc phat hién thdm chi sau khi xir ly nhiét & nhiét
dod 130°C trong thoi gian muoi phut. Cac két qua thuc nghiém ndy chi ra rd rang
ring ché phdm protein c6 thé giit lai mot cach ddy di hoat tinh cta phén chiét
protein c6 ngudn gdc tir sita tham chi sau khi xu ly tiét trung béng ndi hép.

Vi du thir nghiém 3

Phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita clia san phim cua vi du tham
khao A duogc hoa tan trong nude khir ion dén ndng d6 100mg% (dung dich A),
va 0,2% trong lugng pectin lam chét 1am &n dinh duogc hoa tan trong nuéc khir
ion (dung dich B). Céc dung dich A va B dugc tron v6i nhau bing cach khudy
bang thiét bi phan tan siéu am (ULTRA-TURRAX T-25; do IKA Japan san xuét)
& tbe d6 8000 vong/phut va & nhiét dd 40°C trong thoi gian ba phut ¢ diéu ché
ché pham protein. Sau d6, dung dich axit lactic hodc natri hydroxit dugc bd sung
vao ché phdm protein 1am céc chét diéu chinh d6 pH, dé diéu ché muoi mau co

cac gia tri d6 pH 1in luot tir 1 dén 10. Mdi mau (2ml) dugc pha ché trong céc
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6ng ampun, va dugc gia nhiét trong thdi gian bén phut & cac nhiét do 90°C,
100°C, 110°C, 120°C, hoic 130°C. Dé lam déi chimg, cac dung dich chita phan
chiét protein c6 ngudn gdce tlr stta nhung khong chira chét 1am 6n dinh bét ky (vi
du, dung dich A) dugc didu chinh dé c6 céac gia tri do pH nhu dugc mo ta ¢ trén,
va cac mau tao thanh dugc gia nhiét & nhiét 4o 110°C trong thoi gian bdn phut.
Sau khi xtr Iy nhiét, mdi mau va mau déi ching duoc phan tich bang mét d6i véi
sur két tu va két tta. D& x4c dinh mtc d6 thoai hoéa cla phén chiét protein co
ngudn gdc tir stra sau khi xur Iy nhiét, sau khi xir 1y nhiét, mdi mau va miu déi
chimg duge cho dién di gel polyacrylamit (SDS-PAGE) dé phan tich mo hinh
vung cua phén chiét protein c6 ngudn gdc tir sita nhu trong vi du thtt nghiém 1.

Céc két qua duogc thé hién trong bang 6.

Bang 6
Nhiét 6 | Panh gia pH
(°C) 1123|4567 |8]9]10
90 Bing mit + | £ | £ | - -l -] - - N

SDS-PAGE X o) o) o o) o) o o o X

100 Béngmét + | £ | £ - - - - - - +

SDS-PAGE X o o) o o o o o o) X

Ché phdm protein (phén chiét protein c6 ngudn

110 | Bing mit x| x| - -] -] -] -]+
SDS-PAGE x |Alo|lo]o]|o]|o]o]o X
= N ’
*0-33 120 | Bang mat + || - |- -]-1]-|=x]H+
o
+ SDS-PAGE x| Alololo|lo|o]|]olaA X
<
zb A r
,5 130 Bang mat + | £ | x| -] -|-|-1-1=x]+
S, SDSPAGE | x | a|lalo|ololo|o]|alx
Péi 110 | Bing mat TR R N R o R
chiung SDS-PAGE | x | x | x | x | x | x | x | x | X X

Luuy) 1: quan sat bang mét su két tu va két tha
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“ 13 ky hiéu chi su trong subt do khéong c6 sy két tu hodc két tia.

“+” ]a ky hiéu chi trong mo, nhung khong c6 sy két tu hodc két taa.

“+” 1a ky hiéu chi ¢6 su két tu hosc két tia.

Luu y) 2: quan sat bang k¥ thuat dién di (SDS-PAGE)

“0” |a ky hiéu chi quan sat thiy c4c dai protein bing SDS-PAGE.

“A” 1a ky hiéu chi quan sét thdy c4c dai protein manh bang SDS-PAGE.
“x” 1a ky hi€u chi quan sat thay khong c6 dai protein bang SDS-PAGE.

Céc két qua duoc thé hién trong bang 6 chi ra rang khong quan sét dugc
béng mit su két tu hodc két tha va cac dai phan chiét protein co ngudn gdc tir
sita dugc phat hién baoi SDS-PAGE d6i vé6i cac dung dich chtra ché pham protein
chira phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita va pectin & cac gid tri o pH = tir 2
dén 9. Cac két qua nay chimg minh rang ché phdm protein én dinh & viung pH
axit va c6 do bén nhiét rat cao & cac ving pH trung tinh va kiém. Mdi méu con
duoc gia nhiét trong thoi gian dai dé quan sat phan chiét protein c6 ngudn gbc tir
sita sau khi xir Iy nhiét. D8i v6i cac mAu c6 cac gid tri do pH = tir 2 dén 9, khong
quan sat dugc coO su két tu hosic két tia va cc dai phan chiét protein c6 ngudn
gbc tir sita dugc phat hién thdm chi sau khi xir ly nhiét & nhiét d6 120°C trong
thoi gian tam phut. Cac két qua thuc nghiém nay chi ra rd rang rang ché phim
protein c6 thé gitt lai mot cach day du hoat tinh cta phén chiét protein c6 ngudn
gbc tir stra tham chi sau khi xt 1y tiét tring bing ndi hép.

Vi du thr nghiém 4

Phan chiét protein c6 ngudn gdc tlr sira clia san phim cta vi du tham
khao B dugc hoa tan trong nude khir ion dén ndng d6 100mg% (dung dich A),
va 0,1% trong lugng gdm arabic lam chét lam 6n dinh duoc hoa tan trong nudce
khir ion (dung dich B). Cac dung dich A va B duoc tron véi nhau bang cach
khudy bang thiét bi phan tan siéu am (ULTRA-TURRAX T-25; do IKA Japan

san xuat) & téc do 8000 vong/phiit va & nhiét 6 40°C trong thdi gian ba phut dé
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didu ché ché phim protein. Sau d6, dung dich axit lactic hogic natri hydroxit
duoc bd sung vao ché phdm protein 1am cac chét didu chinh d§ pH, dé diéu ché
mudi mau ¢ cac gia tri d6 pH 1an luot tir 1 dén 10. Mb6i mau (2ml) duoc pha
ché trong cc dng ampun, va dugc gia nhiét trong thoi gian bbn phiit & cac nhiét
doé 90°C, 100°C, 110°C, 120°C, hoac 130°C. DPé 1am dbi ching, cac dung dich
chira phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita nhung khong chira chét lam én
dinh bat ky (vi dy, dung dich A) dugc didu chinh dé c6 céac gid trj 6 pH nhu
duoc md ta & trén, va cac mau tao thanh dugc gia nhiét & nhiét 4o 110°C trong
thoi gian bdn phut. Sau khi xir 1y nhiét, mi mau va mau ddi chimg dugc phan
tich bing mét ddi véi su két tu va két tha. Dé xac dinh mirc do thoai hoa cua
phan chiét protein c6 ngudn gde tir sita sau khi xir Iy nhiét, sau khi xit ly nhiét,
mdi mAu va miu d6i ching duoc cho dién di gel polyacrylamit (SDS-PAGE) dé
phén tich mo hinh vung cua phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sira nhu trong vi
du thir nghiém 1.

Céc két qua coa vi du thir nghiém 4 chi ra rang khong quan sat dugc
bing mét sy két tu hoic két tiia va cac dai phan chiét protein c6 ngudn gbe tir
stra dugc phat hién baoi SDS-PAGE d6i v6i céc dung dich chira ché phdm protein
chtra phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita va gdm arabic & céc gid tri do pH =
tir 3 dén 5. Cac két qua nay chiig minh ring ché phdm protein c6 d6 bén nhiét
rat cao & ving pH axit. Mdi mau con dugc gia nhiét trong thoi gian dai dé quan
sat phan chiét protein c6 ngudn gde tir sita sau khi xtr 1y nhiét. Pbi véi cac mau
c6 cac gia tri d6 pH = tir 3 dén 5, khong quan séat duge c6 sy két tu hodc két tua
va cac dai phan chiét protein c6 ngudn gdce tir sita duge phat hién tham chi sau
khi x(r ly nhiét & nhiét do 120°C trong thoi gian bay phut. Cac két qua thuc
nghiém nay chi ra rd rang rang ché phim protein c6 thé gitr lai mot cach day du
hoat tinh cta phén chiét protein c6 ngudn gdc tir sita tham chi sau khi xir 1y tiét

tring béng ndi hap.
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Vi du thr nghiém 5

Phén chiét protein c6 ngudn gbc tir sita ciia san phdm ciia vi du tham
khéo A dugc hoa tan trong nudc khir ion dén ndéng d6 100mg% (dung dich A),
va 0,1% trong lugng gdm ghatti lam chét 1am 6n dinh dugc hoa tan trong nudc
khtr ion (dung dich B). Cac dung dich A va B dugc tron véi nhau bang cach
khudy bang thiét bi phan tan siéu &m (ULTRA-TURRAX T-25; do IKA Japan
san xuét) & téc do 8000 vong/phit va & nhiét do 40°C trong thoi gian bén phit
dé diéu ché ché phim protein. Sau d6, dung dich axit lactic hodc natri hydroxit
duge bd sung vao ché phdm protein 1am céc chét diéu chinh d6 pH, dé diéu ché
mudi mau ¢6 céc gid tri do pH lan tuot tir 1 dén 10. Mdi mau (2ml) dugc pha
ché trong cac dng ampun, va duge gia nhiét trong thoi gian bbn phit & cac nhiét
d6 90°C, 100°C, 110°C, 120°C, hodc 130°C. Dé lam dbi chimg, céc dung dich
chira phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita nhung khéng chita chét lam 6n
dinh bét ky (vi du, dung dich A) dugc didu chinh dé c¢6 cac gid tri do pH nhu
duoc mo ta & trén, va cac mau tao thanh dugc gia nhiét & nhiét 4o 110°C trong
thdi gian bdn phut. Sau khi xtr ly nhiét, mdi mau va mau dbi ching duge phan
tich bang mét dbi voi su két tu va két tia. D& xdc dinh muc do thoai héa cia
phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita sau khi xir Iy nhiét, sau khi xtt Iy nhiét,
mdi mau va mAu déi ching duoc cho dién di gel polyacrylamit (SDS-PAGE) dé
phén tich m6 hinh vung cua phén chiét protein c6 ngudn gde tlr sita nhur trong vi
du thir nghiém 1.

Céc két qua cua vi du thir nghiém 5 chi ra rang khong quan sat dugc
bing mét su két tu hoic két tiia va cac dai phan chiét protein co ngudn gbc tir
sita dugc phat hién bdi SDS-PAGE dbi véi cac dung dich chira ché pham protein
chira phan chiét protein c6 ngudn gdc tlr sira va gdm ghatti & cac gié tri ¢ pH =
tir 3 dén 8. Céc két qua nay chimg minh rang ché phdm protein 6n dinh & ving

pH axit va ¢6 dd bén nhiét rat cao ¢ cac vung pH trung tinh va kiém. Moi mau
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con dugc gia nhiét trong thoi gian dai d& quan sat phan chiét protein cé ngudn
gbc tir sita sau khi xtr Iy nhiét. DSi v6i cac mau c6 cac gia tri do pH = tlr 3 dén 8,
khong quan séat dugc su két tu hodc két tha va cac dai phﬁn chiét protein co
ngudn gdc tir sita duge phat hién tham chi sau khi xir Iy nhiét & nhiét d§ 120°C
trong thoi gian bay phut. Cac két qua thuc nghiém ndy chi ra rd rang rang ché
phim protein cé thé gt lai mot cach dly du hoat tinh ctia phan chiét protein co
ngudn gbc tir sita thdm chi sau khi xit ly tiét trung bang ndi hip.
Vi du thé nghiém 6

Phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita clia san phdm cua vi dy tham
khao B dugc hoa tan trong nude khir ion dén ndng d6 100mg% (dung dich A),
va 0,2% trong lugng carageenan lam chét 1am 6n dinh duoc hoa tan trong nuéc
khtr ion (dung dich B). Cac dung dich A va B duoc trdén voi nhau bing cach
khudy bing thiét bi phan tan siéu am (ULTRA-TURRAX T-25; do IKA Japan
san xuét) & tdc do 8000 vong/phiit va & nhiét d6 40°C trong thoi gian ba phit dé
diéu ché ché phim protein. Sau d6, dung dich axit lactic ho#c natri hydroxit
duoc bd sung vio phé phim protein 1am cac chit didu chinh d6 pH, d& didu ché
mudi miu ¢ céc gid tri 6 pH lan luot tir 1 dén 10. M&i miu (2ml) duoc pha
ché trong cac 6ng ampun, va duge gia nhiét trong thoi gian bbn phat & cac nhiét
d6 90°C, 100°C, 110°C, 120°C, hodc 130°C. Pé lam ddi ching, cac dung dich
chira phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita nhung khong chira chét lam 6n
dinh bat ky (vi du, dung dich A) dugc didu chinh d c6 céc gia tri do pH nhu
duoc md ta & trén, va cidc mau tao thanh duoc gia nhiét & nhiét ¢6 110°C trong
thoi gian bdn phut. Sau khi xir 1y nhiét, mdi mau va mau ddi ching dugc phan
tich bang mét di véi su két tu va két tia. Dé xac dinh mic d¢ thodi héa cuia
phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sira sau khi xir ly nhiét, sau khi x@ ly nhiét,
mdi mAu va mau dbi ching duoc cho dién di gel polyacrylamit (SDS-PAGE) dé

phén tich mé hinh ving cua phan chiét protein c6 ngudn goc tir sita nhu trong vi
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du thr nghiém 1.

Céc két qua cua vi du thir nghiém 6 chi ra ring khong quan sat dugc
bing mét sy két tu hodic két tiia va cac dai phan chiét protein c6 ngudn gbc tir
sita duoc phat hién bdi SDS-PAGE ddi véi cac dung dich chita ché pham protein
chira phén chiét protein c6 ngudn gdc tir sita va carageenan & céc gia tri do pH =
tir 4 dén 8. Cac két qua nay chimg minh ring ché pham protein on dinh & ving
pH axit va c6 do bén nhiét rat cao & cac ving pH trung tinh va kiém. Mdi mau
con duoc gia nhiét trong thoi gian dai dé quan sét phén chiét protein c6 ngudn
gdc tir sita sau khi xir Iy nhiét. D6i véi cac mau c6 céc gia tri do pH = tir 4 dén 8,
khong quan sat dugc c6 su két tu hodc két tha va cac dai phan chiét protein co
ngudn gdc tir sira dugc phat hién tham chi sau khi xtt Iy nhiét & nhiét d§ 120°C
trong thoi gian sdu phut. Cac két qua thuc nghiém nay chi ra 18 rang ring ché
phdm protein c¢6 thé giit lai mot cach diy di hoat tinh ctia phan chiét protein c6
ngudn gdc tir sita thdm chi sau khi x 1y tiét tring bang ndi hap.

Vi du tht nghi€ém 7

Phin chiét protein c6 ngudn gdc tir sita clia san phdm ciia vi du tham
khao A duge hoa tan trong nuée khir ion dén néng do 100mg% (dung dich A),
va 0,15% trong lugng gdm dau carob lam chét lam 6n dinh dugc hoa tan trong
nude khir ion (dung dich B). Céac dung dich A va B dugc trén v6i nhau béng
cach khudy bang thiét bi phan téan siéu 4m (ULTRA-TURRAX T-25; do IKA
Japan san xuét) & tbc d6 8000 vong/phit va & nhiét d§ 40°C trong thoi gian ba
phit d& diéu ché ché phdm protein. Sau d6, dung dich axit lactic hodc natri
hydroxit duoc bd sung vao ché phim protein lam céc chét diéu chinh do pH, dé
1an luot didu ché mudi mAu c6 cac gid tri 46 pH = tir 1 dén 10. M&i mau (2ml)
duoc pha ché trong cac dng ampun, va dugc gia nhiét trong thoi gian bbn phiit &
cac nhiét do 90°C, 100°C, 110°C, 120°C, hozc 130°C. Dé lam ddi chimg, cic

dung dich chira phan chiét protein c6 ngudn gbc tir stta nhung khéng chira chat
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lam &n dinh bAt ky (vi du, dung dich A) dwoc diéu chinh dé c6 céac gia tri d6 pH
nhu duge md ta & trén, va cic mau tao thanh dugc gia nhiét & nhiét do 110°C
trong thoi gian bén phut. Sau khi xir 1y nhiét, mdi miu va miu dbi chimg duge
phan tich bing mét déi véi su két tu va két tia. Dé xac dinh muc do thodi héa
ctia phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita sau khi xt Iy nhiét, sau khi xt ly
nhiét, mdi miu va miu dbi chimg dugc cho dién di gel polyacrylamit
(SDS-PAGE) dé phén tich m6 hinh ving cta phan chiét protein c6 ngudn gdc tir
sita nhu trong vi du thir nghiém 1.

Céc két qua cta vi du thir nghiém 7 chi ra ring khéng quan sat dugc
bing mét su két tu hozic két tha va céc dai phan chiét protein co ngudn gbc tir
sita dugc phat hién boi SDS-PAGE déi véi cac dung dich chira ché phdm protein
chtta phin chiét protein c6 ngudn gdc tir sita va gom dau carob & cac gid tri do
pH = tir 4 dén 7. Cac két qua nay chimg minh rang ché phadm protein 6n dinh &
vung pH axit va c6 do bén nhiét rat cao & vung pH trung tinh. Mdi miu con
dugc gia nhiét trong thoi gian dai d8 quan sét phan chiét protein c6 ngudn gbe tir
sita sau khi xir ly nhiét. D6i v6i cac mau co céc gia tri do pH = tir 4 dén 7, khong
quan sat dugc co sy két tu hodc két tiia va cac dai phan chiét protein co ngudn
géc tlr stta dugc phat hién thadm chi sau khi xtr ly nhiét & nhiét d6 120°C trong
thoi gian ndm phut. Cac két qua thuc nghiém nay chi ra rd rang rang ché phdm
protein co thé gift lai mot cach day da hoat tinh clia phan chiét protein c6 ngudn
gdc tlr sita thAm chi sau khi xir ly tiét tring bang ndi hap.

Vi du thtr nghiém 8

Phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita cua san phim cua vi dy tham
khao B dugc hoa tan trong nude khir ion dén nbng d6 100mg% (dung dich A),
va 0,15% trong luong natri caseinat lam chit 1am 6n dinh dugce hoa tan trong
nudc khir ion (dung dich B). Cac dung dich A va B dugc tron véi nhau bang
cach khudy bang thiét bi phan tan siéu am (ULTRA-TURRAX T-25; do IKA
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Japan san xuét) & tbc do 9500 vong/phut va & nhiét do 40°C trong thoi gian ba
phut dé didu ché ché pham protein. Sau dé, dung dich axit lactic hodc natri
hydroxit dugc bo sung vao ché phim protein lam cac chét didu chinh d6 pH, dé
didu ché mudi mau c6 cac gia tri @6 pH lan luot tir 1 dén 10. Mbi méu (2ml)
duoc pha ché trong cac dng ampun, va dugc gia nhiét trong thoi gian bbn phut &
cac nhiét d6 90°C, 100°C, 110°C, 120°C, hodc 130°C. Dé lam ddi chimg, cac
dung dich chtra phan chiét protein c6 ngudn gbc tir stta nhung khong chira chét
]am 6n dinh bét ky (vi du, dung dich A) dugc diéu chinh dé c6 céc gid tri do pH
nhu dugc mo ta & trén, va cac mau tao thanh duge gia nhiét & nhiét do 110°C
trong thoi gian bdn phit. Sau khi xt Iy nhiét, mdi mau va mau déi chimg duge
phan tich bing mit dbi v6i sy két tu va két tia. DE xdc dinh muc do thodi hoa
cta phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sira sau khi xt 1y nhiét, sau khi xt ly
nhiét, mdi maiu va miu dbi chimg duoc cho dién di gel polyacrylamit
(SDS-PAGE) dé phan tich mé hinh viing ctia phn chiét protein c6 ngudn gbc tir
sita nhu trong vi du thr nghiém 1.

Céc két qua cta vi du thir nghiém 8 chi ra rang khong quan sat dugc
bing mét su két tu hoic két tha va cac dai phan chiét protein c6 ngudn gbc tir
sita dugc phat hién boi SDS-PAGE d6i véi cac dung dich chira ché phdm protein
chira phin chiét protein co ngudn gc tir sita va natri caseinat & céc gid tri do pH
= tr 5 dén 9. Céac két qua nay chimng minh rang ché phdm protein 6n dinh & ving
pH axit va c6 do bén nhiét rat cao & cac ving pH trung tinh va kiém. Mdi mau
cling dugc gia nhiét trong thoi gian dai @8 quan sat phan chiét protein c6 ngudn
géc tir stta sau khi xtr ly nhiét. Ddi voi cac mau cb céac gid tri do pH = tir 5 dén 9,
khong quan sat dugc sy két tu hodc két tiia va cac dai phan chiét protein co
ngudn gdc tir sita dwgc phat hién tham chi sau khi xi 1y nhiét & nhiét do 120°C
trong thoi gian nam phut. Cac két qua thuc nghiém nay chi ra rd rang rang ché

phim protein c6 thé giit lai mot cach day du hoat tinh cta phan chiét protein c6
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ngudn gdc tir sita thdm chi sau khi xir 1y tiét tring bang ndi hap.
Vi du tht nghiém 9

Phén chiét protein c6 ngudn gdc tir sita ctia san phim cta vi dy tham
khao A dugc hoa tan trong nuée khir ion dén ndng do 100mg% (dung dich A),
va 0,25% trong luong lexithin lam chét 1am 6n dinh duoc hoa tan trong nudc
khir ion (dung dich B). Cac dung dich A va B dugc tron véi nhau bing cach
khudy bing thiét bi phan tan siéu 4m (ULTRA-TURRAX T-25; do IKA Japan
san xuét) & téc do 8000 vong/phut va & nhiét d6 40°C trong thoi gian ba phit dé
didu ché ché phdm protein. Sau d6, dung dich axit lactic hodc natri hydroxit
dugc bd sung vao ché phim protein 1am céc chit diéu chinh d6 pH, dé diéu ché
mudi mau c6 cac gia tri d6 pH 1an luot tir 1 dén 10. Mdi miu (2ml) duge pha
ché trong cac dng ampun, va dugc gia nhiét trong thdi gian bbn phut & cac nhiét
d6 90°C, 100°C, 110°C, 120°C, hodc 130°C. Pé lam ddi ching, cac dung dich
chira phan chiét protein c6 ngudn gde tlr stta nhung khong chtra chét 1am 6n
dinh bat ky (vi du, dung dich A) dugc didu chinh dé c6 cic gia tri 4o pH nhu
dugc md ta & trén, va cdc mau tao thanh duoc gia nhiét & nhiét d6 110°C trong
thdi gian bdn phut. Sau khi xir Iy nhiét, mdi mau va mau ddi chimg dugc phan
tich bing mit dbi véi su két tu va két tia. D& x4c dinh mirc d¢ thodi hoa clia
phin chiét protein c6 ngudn gdc tir sita sau khi xir ly nhiét, sau khi xi ly nhiét,
mdi mAu va mau d6i chimg dugc cho dién di gel polyacrylamit (SDS-PAGE) dé
phén tich mo hinh ving cta phan chiét protein ¢6 ngudn gdc tir stta nhur trong vi
du th nghiém 1.

Céac két qua cua vi du thir nghiém 9 chi ra rang khéng quan sat dugc
bing mét su két tu hozc két tiia va cac dai phin chiét protein c6 ngudn gbc tir
stta dugc phat hién béi SDS-PAGE d6i véi cac dung dich chira ché phém protein
chira phén chiét protein co ngudn gde tir sita va lexithin & céc gid tri d6 pH = tir

3 dén 8. Cac két qua nay chimg minh rang ché phdm protein 6n dinh & ving pH
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axit va c6 dd bén nhiét rat cao & cac vung pH trung tinh va kiém. Mdi mau con
duoc gia nhiét trong thoi gian dai dé quan sat phan chiét protein c6 ngudn gde tir
sita sau khi xit Iy nhiét. D4i v6i cac mau co cac gié tri 6 pH = tir 3 dén 8, khong
quan sat duoc cé sy két tu hodc két tha va cac dai ctia phan chiét protein co
ngudn gde tir sita duge phat hién tham chi sau khi xir Iy nhiét & nhiét do 120°C
trong thoi gian séu phut. Cac két qua thuc nghiém nay chi ra rd rang ring ché
phdm protein c6 thé giit lai mot cach dly du hoat tinh ctia phan chiét protein co
ngudn gdc tir sira thdm chi sau khi xir ly tiét trung bang ndi hip.
Vi du thtr nghiém 10

Phén chiét protein c6 ngudn gdc tir sita clia sin phim ctia vi dy tham
khio B dugc hoa tan trong nude khir ion dén néng d6 100mg% (dung dich A),
va 0,15% trong lugng carboxymetylxenluloza lam chat lam én dinh duoc hoa
tan trong nudc khir ion (dung dich B). Céac dung dich A va B dugc trdn véi nhau
bing cach khudy bing thiét bi phan tan siéu 4m (ULTRA-TURRAX T-25; do
IKA Japan san xuét) & tdc d6 8000 vong/phiit va & nhiét d 40°C trong thoi gian
ba phut dé didu ché ché pham protein. Sau d6, dung dich axit lactic hodc natri
hydroxit dugc bd sung vao ché phdm protein 1am céc chat didu chinh do pH, dé
didu ché mudi mau cé cac gia tri d6 pH lan luot tir 1 dén 10. Mdi mau (2ml)
duoc pha ché trong cac dng ampun, va duge gia nhiét trong thoi gian bbn phit &
cac nhiét do 90°C, 100°C, 110°C, 120°C, hodc 130°C. Pé lam ddi chimg, cac
dung dich chtra phin chiét protein c6 ngudn gbc tir stta nhung khéng chira cht
1am 8n dinh bat ky (vi du, dung dich A) duoc diéu chinh dé c6 cac gia trj d6 pH
nhu duge md ta & trén, va cac mau tao thanh dugc gia nhiét & nhiét do 110°C
trong thoi gian bdn phit. Sau khi xtr ly nhiét, mdi mau va mau dbi chimg duoc
phan tich bing mét dbi véi su két tu va két tia. Dé xac dinh mutrc do thoai héa
cta phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita sau khi xi ly nhiét, sau khi xur ly

nhiét, mdi miu va miu dbi ching dugc cho dién di gel polyacrylamit
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(SDS-PAGE) dé phan tich mé hinh viing ctia phan chiét protein c6 ngudn gdc tir
sta nhu trong vi du thtr nghiém 1.

Céc két qua cua vi du thir nghiém 10 chi ra ring khong quan sat dugc
bing mit sy két tu hodc két tia va céc dai phin chiét protein c6 ngudn gbc tir
sita dugc phét hién boi SDS-PAGE ddi véi cac dung dich chira ché phdm protein
chira phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sira va carboxymetylxenluloza & cac gia
trj d6 pH = tir 3 dén 7. Céc két qua nay ching minh rang ché phim protein 6n
dinh & ving pH axit va c6 dd bén nhiét rét cao & ving pH trung tinh. Mdi miu
con duge gia nhiét trong thoi gian dai dé quan sat phan chiét protein c6 ngudn
géc tur sita sau khi xtr ly nhiét. Déi v6i cac mau c6 cac gia tri d6 pH = tir 3 dén 7,
khong quan séat duoc c6 su két tu hodc két tiia va cac dai phén chiét protein c6
ngudn gdc tir sita duge phat hién tham chi sau khi xtr ly nhiét & nhiét 6 120°C
trong thoi gian su phut. Cac két qua thuc nghiém nay chi ra rd rang ring ché
phdm protein c6 thé giit lai mot cach diy da hoat tinh cta phéan chiét protein co
ngudn gdc tir sita tham chi sau khi xi 1y tiét tring bang ndi hép.

Vi du thir nghiém 11

M3i miu dugc didu ché trong cac vi du thtr nghiém tur 1 dén 10 dugc
didu chinh dé c6 gia tri ¢6 pH = 7 va duoc gia nhiét & nhiét d6 140°C trong thoi
gian nam phat. Sau d6, mdi miu dugc phén tich tinh khang nguyén bang
phuong phap ELISA sir dung cac khéng thé chdng lai phan chiét protein co
ngudn gdc tir stta. D& lam dbi chimg, phan chiét protein c6 ngudn gde tir sita
khong dugc tron voi chat lam 6n dinh bt ky dugc gia nhiét ¢ nhiét do 140°C
trong thdi gian nidm phut, va sau dé dugc phan tGng véi khang thé. Kha ning
phan tmg dugc quan sat dbi véi miu déi ching duge dit 1a 1. Kha ning phan
tng ctia mdi ché phim protein v6i khang thé duoc tinh 13 gia tri tuong dbi so véi

kha nang phan tng ctia mau dbi chimg. Cac két qua duoc thé hién trong bang 7.
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Bang 7

Cac chit lam 6n dinh c6 trong cac Kha ning phan g tuong d6i cua
ché pham protein tuong ting phan chiét protein co6 ngudn gdc tir

sita voi khang thé

Péi chimg 1,00 + 0,35

Polysacarit dau nanh 6,05+ 0,76 a
GOm xanthan 11,32+ 0,98 a
Pectin 19,35+ 0,86 a
GOm arabic 3,21+0,55a
GOm ghatti 2,63+0,51a
Carageenan 12,59 +0,83 a
GOm dau carob 9,57+ 0,67 a
Natri caseinat 2,47+0,60 a
Lexithin 9,47+ 0,84 a
Carboxymetylxenluloza 2,05+0,38 a

*Kha ning phan tmg dugc biéu dién bing gié tri trong dbi so v&i kha nang phan
g cla riéng phan chiét protein c6 ngudn gc tir sita v6i khang thé (duoc dat 1a
1).

*Gi4 trj s6 bidu thi d6 1éch chuén * trung binh (n = 6).

*«9” bidu thi su khac biét dang ké so v6i kha nang phan tmg clia mau ddi ching
(p <0,05).

Céc két qua duoc thé hién trong bang 7 chi ra rang tt ca cac ché phim
protein déu duy tri kha ning phan tng tuong d6i v6i khang thé 13 1 hogc 16n hon
so v6i riéng phan chiét protein cé ngudn gde tir sita sau khi gia nhiét dén nhiét
do 140°C. Céc két qua nay ching minh rang ché pham protein cia sang ché 6n
dinh khi xtr 1y nhiét cuc do ¢ nhiét do 140°C.

Vi du thir nghiém 12

-20-



26092

M&bi miu dugc didu ché trong cac vi du thir nghiém tir 1 dén 10 duoc
diéu chinh d& c6 gia tri d6 pH = 7 va dugc gia nhiét & nhiét do 140°C trong thoi
gian nam phut. Sau d6, mdi mau duge do hoat dong ting sinh té bao tao xuong.
Pé 1am ddi chung, phan chiét protein co ngudn gde tir sita khong duge tron voi
chit 1am én dinh bit ky duoc gia nhiét & nhiét do 140°C trong thdi gian nim
phut, va sau d6 dugc do hoat dong ting sinh t& bao tao xuong (dugc dat 1a 1).
Hoat dong tang sinh té bao tao xwong ctia mdi ché pham protein dugc thé hién
trong bang 8 1a gia tri tuong d6i so v6i mau dbi ching.

Bang 8

Céc chét 1am 6n dinh chtra trong cac  Hoat dong ting sinh té bao tao

ché phim protein tuong tmg xuong twong d6i

Déi ching 1,00 £ 0,08
Polysacarit dau nanh 1,37+ 0,10 a
GOm xanthan 1,95+0,09 a
Pectin 1,62+0,16a
GOm Arabic 1,16+ 0,08 a
GOm ghatti 1,24+ 0,12 a
Carageenan 1,21 £0,07 a
Gom dau carob 1,18+ 0,10 a
Natri caseinat 1,85+ 0,14 a
Lexithin 1,44+ 0,21 a
Carboxymetylxenluloza 1,56+ 0,22 a

*Gid tri hoat dong tang sinh té€ bao tao xuong dugc biéu dién bang gi4 tri tvong
dbi so véi hoat dong tang sinh té bao tao xwong ciia riéng phén chiét protein c6
ngudn gdc tir sita (duoc dat 1a 1).

*Gid tri s6 bidu thi d6 léch chuén * trung binh (n = 6).

*“3” biéu thi su khac biét dang ké so vdi hoat dong cua mau d6i ching (p <
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0,05).

Céac két qua duogc thé hién trong bang 8 chi ra rang tat ca cac ché phim
protein duy tri hoat dong tédng sinh té bao tao xwong twong ddi 13 1 hodc 16n hon
so v6i hoat dong dugc quan sat ddi v6i riéng phan chiét protein c6 ngudn gdc tir
sita sau khi gia nhiét dén nhiét d6 140°C. Cac két qua nay chimg minh ring ché
phdm protein ciia séng ché 6n dinh véi sy xir 1y nhiét cuc dd & nhiét dd 140°C.
Vi du thr nghiém 13

Dung dich chira ché phém protein dugc didu ché trong vi du thir nghiém
2 (chira 50mg% phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita va 0,04% trong lugng
¢6m xanthan) 1in luot dugc didu chinh dé ¢6 cac gia tri @6 pH = tir 2 dén 9. Mdi
mau (150ml) duoc dong gdi va gin kin trong tai hap thanh tring. Dé lam db6i
chung, cac dung dich chtra riéng LF (lactoferin) duoc didu chinh dé 1an luot co
céc gid tri d6 pH = tir 2 dén 9, va mdi mau (150ml) duoc dong goi va gan kin
trong tGi hap thanh tring. Céc dung dich dugc gia nhiét béing ndi hip (binh chiu
ap suét loai mdt, loai: RCS-4CRTGN; do HISAKA WORKS, LTD. san xuét) o
nhiét d6 120°C trong thoi gian bdn phtt. M&i miu sau khi gia nhiét dugc bao
quan & nhiét d 25°C va duoc phén tich dbi vi sy két tu hodc két tiia bing céch
quan sét bing mét va bang phuong phap dién di gel polyacrylamit (SDS-PAGE)
@ ¢6 mo hinh ving cua phén chiét protein c6 ngudn gbc tir sita.

Két qua 13, dbi v6i cac miu dbi chiing, vi dy, cac dung dich chi chira LF
va di duoc didu chinh dé c6 cac gié tri do pH = tir 2 dén 9, su két tu va két tha
duoc quan sat & ngay 1. Nguoc lai, déi vé6i cac dung dich chira ché phim protein
twong Gmg va d& dugc didu chinh dé c6 cac gia tri do pH = tir 2 dén 9, khong
quan sat dugc co sy két tu hodc két tia thdm chi sau khi bdo quan mot thang.
Trong phép phén tich mo6 hinh ving cua phan chiét protein c6 ngudn gdc tir stra
bing SDS-PAGE, ddi véi cac dung dich chira cac ché phim protein tuong tmg

va da duge didu chinh dé c6 cac gia tri d6 pH = tir 2 dén 9, quan sat thay cac dai
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phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita va quan sat thay khéng c6 su dbi khac &
giai doan bit ddu bao quan va thim chi sau khi bao quan mot thang. Céc két qua
thuc nghiém nay ching minh rang ché phdm protein cta séng ché cling c6 hiéu
qua trong viéc xur ly tiét trung bing ndi hép.
Vi du thr nghiém 14

200g ché phdm protein dugc didu ché trong vi du thir nghiém 2 (chta
50mg% phéan chiét protein co ngudn gbc tlr sita va 0,04% trong lugng gdm
xanthan) cung vé&i 800g dung dich bdt sita gy hoan nguyén (chra 3% trong
luong bot sira gdy) dugc tron dé didu ché dung dich (1) chira ché phdm protein.
Pé lam ddi chung, dung dich (2) duge diéu ché bang cach tron tron 200g dung
dich chira phan chiét protein c6 ngudn gde tir sita (50mg% dung dich cua phén
chiét protein c6 ngudn gbc tir sita) v6i 800g dung dich bét sita gy hoan nguyén
(chtra 3% trong luong bot sita gly), va 1000g dung dich (3) riéng bot sira gly
hoan nguyén (chira 3% trong lugng bdt sita gly) duoc didu ché. Timg dung dich
riéng 1& (150ml) dugc dong goi va gén kin trong céc tai hép thanh tring. Sau do,
cac dung dich nay dugc gia nhiét bang ndi hép (binh chiu ap suét loai mat, loai:
RCS-4CRTGN; do HISAKA WORKS, LTD. san xuét) 0 nhiét do 120°C trong
thdi gian 20 phut. Két qua 13, céc dung dich (1) va (3) thé hién khong c6 sy két
tu hodc két tia va c6 huong vi tuyét voi, trong khi d6, dung dich (2) biéu hién c6
su két tu va két tha. Céc két qua thuc nghiém nay chimg minh rang ché phdm
protein cua sang ché c6 hiéu qua dic biét trong viéc xt ly tiét tring bang ndi
hép.
Vi du tht nghiém 15

Phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita clia san phim ctia vi du tham
khao A duogc hoa tan trong nude khir ion dén ndéng do 100mg% (dung dich A),
va 0,4% trong lugng polysacarit ddu nanh, 0,04% trong lugng gdm xanthan,

0,05% trong luwong gdm ciy me, va 0,1% trong lugng este cua axit béo sucroza
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Jam céc chét 1am &n dinh 14n lugt duoc hoa tan trong nuédc khit ion (cac dung
dich B). Dung dich A duoc tron v6i mbi dung dich B bang cich khudy béang thiét
bi phan tan siéu &m (ULTRA-TURRAX T-25; do IKA Japan san xuét) & téc do
8000 vong/phut va & nhiét do 50°C trong thoi gian ba phut dé diéu ché ché pham
protein. Sau d6, dung dich axit lactic hodc natri hydroxit dugc bd sung vao mdi
ché phim protein 1am chét didu chinh do pH, dé diéu ché mau c6 gia trj d6 pH =
6,5. Mdi miu duoc didu ché nhu vay dugc gia nhiét & nhiét dd 120°C trong thoi
gian bdn phit, va dugc phan tich sy két tu va két tha bang cach quan sét bang
mét v phan tich mic d thodi héa cia ché phim protein bing ky thuat
SDS-PAGE trudc va sau khi xt ly nhiét theo cac phuong phap & vi du thu

nghiém 1. Cac két qua duoc thé hién trong bang 9.

Bang 9
Mau ' Céc chét 1am 6n dinh Bing  SDS-P
mat AGE

Ché phdm protein trude khi gia nhiét (gdm cay me) - o
Ché pham protein sau khi gia nhiét (gém cay me) + X
Ché phém protein trudc khi gia nhiét (este cua axit béo sucroza) - o
Ché phim protein sau khi gia nhiét (este cuia axit béo sucroza) + X
Ché phdm protein trudc khi gia nhiét (polysacarit d4u nanh) - o
Ché phim protein sau khi gia nhiét (polysacarit ddu nanh) - o
Ché pham protein trudc khi gia nhiét (gébm xanthan) - o
Ché phdm protein sau khi gia nhiét (gom xanthan) - o

Luuy) 1: quan sat bang mat su két tu va két tia

“-” 1a ky hiéu chi trong sudt do khong c6 su két tu hodc két taa.

“+> 13 ky hiéu chi trong mo, nhung khong co6 su két tu hodic két tua.
“4» 13 ky hiéu chi c6 su két tu hodc két tia.

Luu ¥) 2: quan sat bang k¥ thuat dién di (SDS-PAGE)
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“0” la ky hiéu chi quan sat thay cac dai protein bing SDS-PAGE.
“A” 1a ky hi€u chi quan sat thay cac dai protein manh bing SDS-PAGE.
“x” la ky hi€u chi quan sat thay khong co dai protein bang SDS-PAGE.

Céc két qua duogc thé hién trong bang 9 chi ra rang bét ky mot trong sb
céc ché pham protein trude khi xir Iy nhiét 1a trong sudt do khong c6 su két tu
hodic két ta, va cac dai phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita dugc quan sat.
Sau khi xt 1y nhiét, ché pham protein chira polysacarit d4u nanh va ché phim
protein chira gom xanthan la trong sudt va céc dai phan chiét protein c6 ngudn
gbc tir sita dugc quan sat d6i voi cac ché phdm protein nay. Nguge lai, ca hai
ché phim protein chita gdbm cay me va ché phdm protein chira este cia axit béo
sucroza la trong mo hodc thé hién su két tu hoic két tia, va khong c6 dai phan
chiét protein c6 ngudn gde tlr sita duge quan sat dbi véi cac ché pham protein
nay ¢ SDS-PAGE.

Vidul

Phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita cia san phim cta vi du tham
khao B dugc hoa tan trong nudc khir ion dén ndng d6 50mg% (dung dich A,
300g), va 0,4% trong lugng polysacarit ddu nanh 1dm chét 1am 6n dinh dugc hoa
tan trong nuwdc khir ion (dung dich B, 300g). Cac dung dich A va B duoc tron
v6i nhau bing cach khudy bang thiét bi phan tén siéu am (ULTRA-TURRAX
T-25; do IKA Japan san xuét) & tdc d6 9500 vong/phit va & nhiét dd 50°C trong
thoi gian ba phut dé didu ché 600g ché pham protein cta sing ché.

Vidu2

Phén chiét protein c6 ngudn gdc tir sita clia san phim cta vi du tham
khao A duoc hoa tan trong nudc khir ion dén ndéng d6 40mg% (dung dich A,
10kg), va 0,08% trong lugng gém xanthan lam chét 1am 6n dinh dugc hoa tan
trong nudc khir ion (dung dich B, 10kg). Cac dung dich A va B dugc tron véi
nhau béng cach khudy bang may tron dong nhit TK. (MARK II 160 Model; do
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Tokushu Kika Kogyo Co., Ltd. san xudt) ¢ téc do 3600 vong/phit trong thoi
gian 30phut. Hon hop thu dugc duge ¢ dic bang mang UF c6 phan t& luong cét
14 10kDa, dé didu ché 10kg ché pham protein theo séng ché.
Vidu3

Phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita ctia san phim cua vi du tham
khao B dugc hoa tan trong nudc khir ion dén ndng d6 100mg% (dung dich A,
1000kg), va 0,4% trong lugng pectin lam chét 1am 6n dinh dugc hoa tan trong
nude khir ion (dung dich B, 1000kg). Céac dung dich A va B dugc tron v6i nhau
bing cach khudy bing may tron dong nhit TK. (MARK II 2500 Model; do
Tokushu Kika Kogyo Co., Ltd. san xuit) & téc d6 3600 vong/phiit va & nhiét do
40°C trong thoi gian 40 phut. Sau do, hdn hop tao thanh dugc lam kho lanh dé
didu ché 3,9kg ché phim protein ciia sang ché.
Vidu4

Phén chiét protein c6 ngudn gdc tir sira clia san phim cuta vi du tham
khao A dugc hoa tan trong nudc khir ion dén ndng d6 100mg% (dung dich A,
500g), va 0,4% trong luong polysacarit ddu nanh lam chét 1am 6n dinh dugc hoa
tan trong nudc khtr ion (dung dich B, 500g). Cac dung dich A va B dugc tron
v6i nhau bang cach khudy bang thiét bi phan tan siéu &m (ULTRA-TURRAX
T-25; do IKA Japan san xuat) & tbc d6 9500 vong/phit va & nhiét dd 40°C trong
thoi gian ba phut. Sau d6, dung dich hdn hop duoc tron véi 80g sorbitol, 4g chét
axit hoa, 4g chat tao hwong, 10g pectin, 10g nudc sita protein dic, 2g canxi
lactat, va 890g nudc bang cach khudy, dé didu ché ché phim protein cia sang
ché. Ché phim protein dwgc déng goi trong tui 200ml. Cac ti nay duoc tigt
tring & nhiét d 85°C trong thoi gian 20 phit, va sau d6 dugc gén kin dé diéu
ché 10 tai thyc phim gel héa chira ché phim protein ctia séng ché. Khéng c6 su
két tia hodic huong vi khéc thudng nao dugc phat hién & thuc phim gel hoa bat

ky dugc didu ché theo cach nhu vay.
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Vidu5

Phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sira ctia san phim cta vi du tham
khido B dugc hoa tan trong nudc khir ion dén ndng do 500mg% (dung dich A,
200g), va 4% trong lugng polysacarit ddu nanh lam chét 1am 6n dinh dugc hoa
tan trong nudc khir ion (dung dich B, 200g). Ché phim protein cla sang ché
duoc diéu ché bang cach tron tron 100g maltitol, 20g sird duong kht, 2g chét
axit hoa, 2g chét tao huong, 200g dung dich A, 200g dung dich B, va 476g nudc.
Ché pham protein tao thanh dugc db vao céac chai thiy tinh 50ml. Céc chai nay
duoc tiét trung & nhiét d6 90°C trong thoi gian 15 phit va sau do duogc gén kin
d8 didu ché 20 chai db udng chtra ché phdm protein theo sing ché. Khéng cé su
két tha hodc huong vi khac thubngvnéo duoc phat hién & d6 ubng bat ky duoc
didu ché theo cach nay.
Vidu 6

0,2kg ché pham protein dugc diéu ché trong vi du 2 (chtra 20mg% phan
chiét protein c6 ngudn gdce tlr sira va 0,04% trong luong gdm xanthan) dugc tron
véi 12kg bot dau nanh, 14kg bot sita gdy, 4kg dau dau nanh, 2kg dau ngé, 28kg
dau co, 15kg tinh bdt ngd, 9kg bot lta my, 2kg cam lua my, kg hdn hop
vitamin, 2,8kg xenluloza, va 2kg hdn hop khoéng. Hon hop tao thanh duoc tiét
trung & nhiét d¢ 120°C trong thoi gian bén phit, dé didu ché 100kg thirc an chin
nuodi cho chod.
Vidu7

3kg ché phdm protein dugc diéu ché trong vi du 3 (chtta 50mg% phén
chiét protein c6 ngudn gde tir sira va 0,2% trong luong pectin) duge trdn véi Skg
casein, 5kg protein ddu nanh, 1kg dau c4, 3kg dau tia t6, 19kg dextrin, 6kg hdn
hop khoang, 1,95kg hén hgp vitamin, 2kg chit nhii hoa, 4kg chét 1am 6n dinh,
va 0,05kg chét tao huong. Hon hop tao thanh duge dong gbi trong céc thi hép

thanh trung 200ml. Céc tui hép thanh tring nay dugc tiét tring bang ndi hip
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(binh chiu ép suit loai mét, loai: RCS-4CRTGN; do HISAKA WORKS, LTD.
san xuAt) & nhiét o 121°C trong thoi gian 20 phat, dé didu ché 50kg dudng chét

hép thu qua rudt.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Ché pham protein bén nhiét chta:
a) phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sira; va
b) luong hitu hiéu cho sy bén nhiét ciia phan chiét protein c6 ngudn gdc
tr sita ctia it nhét 13 mdt chit lam én dinh dwoc chon tir nhém bao gdm cic
polysacarit diu nanh, gdm xanthan, pectin, gdm arabic, gdm ghatti, carageenan,
gdm diu carob, natri caseinat, lexithin, va carboxymetylxehluloza trong d6 sy
bén nhiét 1a tinh én dinh ctia phin chiét protein c6 ngudn gbe tir sita sau khi gia
nhiét dén 90°C trong 4 phut & do pH tir 2 dén 9, va trong dé cic protein cé

ngudn gdc tir sita khong két tu trong budc gia nhiét.

2. Ché pham protein theo diém 1, trong d6 phan chiét protein c6 ngudn gbc tlr
sita c6 thanh phan axit amin chtra axit amin kiém v&i lugng bang hodc 16n hon

15% trong luong.

3. Ché pham protein theo diém 1, trong d6:

1) phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sita bao gdm vai protein ma mdi
protein c6 trong luong phén ti nam trong khoang tr 3000 dén 80.000 nhu duoc
x4c dinh bang cach dién di gel polyacrylamit-natri dodexyl sulfat (SDS-PAGE);

2) phan chiét protein c6 ngudn gbc tlr sita chira cac protein véi lugng
bang hodc 16n hon 95% trong luong va phan con lai bao gdm céc lipit va tro;

3) phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita bao gbm lactoferin véi lugng
béng hodc 1én hon 40% trong lugng va lactoperoxidaza voi lugng bang hoc 16m
hon 40% trong lugng; va

4) céc protein trong phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sita c6 thanh phan

axit amin chtra axit amin kiém v6i luong bang hodc 16n hon 15% trong lugng.

4. Thuc pham chira ché phdm protein theo diém bét ky trong s cac diém tir 1

dén 3.
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5. Bb ubng chira ché pham protein theo diém bat ky trong sb céac diém tir 1 dén

3.

6. Thirc &n chan nudi chira ché phim protein theo diém bét ky trong s6 cac diém

tir 1 dén 3.

7. Dugc phdm chira ché phim protein theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1

dén 3.

8. Quy trinh xur 1y nhiét phén chiét protein cé ngudn gbc tir sita bao gbm budc:

gia nhiét ché pham theo didm 1 dén nhiét d6 bang hoic cao hon 90°C.

9. Quy trinh theo diém 8, trong do phan chiét protein c6 ngudn gdc tlr sita c6
thanh phin axit amin chtra axit amin kidm véi luong biang hodc 16n hon 15%

trong luong.

10. Quy trinh theo diém 8, trong do:

1) phan chiét protein c6 ngudn gdc tr sita chira céc protein ma moi
protein c6 trong lugng phén ti ndm trong khoang tr 3000 dén 80.000 nhu duoc
xé4c dinh béng cach dién di gél polyacrylamit-natri dodexyl sulfat (SDS-PAGE));

2) phan chiét protein c6 ngudn gde tir sita chtra céc protein voi lugng
bang hozc 16n hon 95% trong luong va phan con lai bao gbm céc lipit va tro;

3) phan chiét protein c6 ngudn gbc tir sitra bao gdm lactoferin véi lugng
bang hodc 16n hon 40% trong lugng va lactoperoxidaza véi luong bang hodc 16n
hon 40% trong lugng; va

4) céc protein trong phén chiét protein c6 ngudn gbc tir sita c6 thanh phan

axit amin chtra axit amin kiém v&i luong bang hodc 16n hon 15% trong lugng.

11. Ché phém protein bén nhiét theo diém 1, trong d6 chét 1am 6n dinh c6 ty 18
trong luong véi phan chiét protein c6 ngudn gdc tir sira 1a 1:1 dén 100:1.
12. Ché phim protein bén nhiét theo diém 1, trong d6 chat 1am 6n dinh c6 ty 18

trong luong voi phén chiét protein c6 ngudn gdc tir sita 1a 1:1 dén 40:1.
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13. Ché phém protein bén nhiét theo diém 1, trong d6 ché pham protein bén
nhiét ¢6 thé dugc gia nhiét dén nhiét o 100°C trong it nhat 13 4 phut & d§ pH tir
2,0 dén 9,0 va khong két tu.

14. Ché phdm protein bén nhiét theo diém 1, trong d6 ché phim protein bén
nhiét c6 thé dugc gia nhiét dén nhiét do 110°C trong it nhat 1a 4 phit & d0 pH tir
2,0 dén 9,0 va khong két tu.

15. Ché phadm protein bén nhiét theo diém 1, trong d6 ché phim protein bén
nhiét c6 thé duoc gia nhiét dén nhiét d 120°C trong it nhat 1a 4 phut & d pH tir
2,0 dén 9,0 va khong két tu.

16. Ché pham protein bén nhiét theo diém 1, trong d6 ché phdm protein bén
nhiét 6 thé dugc dua dén do pH tir 5,0 dén 9,0 & nhiét d6 110°C trong it nhat la

4 phut va khong két tu.

17. Ché phim protein bén nhiét theo diém 1, trong d6 ché phim protein bén
nhiét c6 thé duoc dua dén do pH tir 6,0 dén 9,0 & nhiét d 110°C trong it nhat la
4 phut va khong két tu.

18. Ché phdm protein bén nhiét theo diém 1, trong d6 ché phdm protein bén
nhiét c6 thé duoc dua dén do pH tir 7,0 dén 9,0 & nhiét d6 110°C trong it nhat la
4 phut va khong két tu.

19. Ché pham protein bén nhiét theo diém 1, trong d6 ché phdm protein bén
nhiét c6 thé dugc dua dén do pH tir 8,0 dén 9,0 & nhiét do 110°C trong it nhat 1a

4 phut va khong két tu.

20. Ché phadm protein bén nhiét theo diém 1, trong d6 ché phim protein bén
nhiét ¢6 thé dugc dua dén do pH tir 9,0 & nhiét do 110°C trong it nhat 1a 4 phat

va khong két tu.
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