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LOI NOI DAU

Céc hop phan hod sinh 1a thanh phdn chinh cia nguyén liéu hodc san
phim trong nhiéu nganh cong nghiép khic nhau : Cong ngh¢ sinh hoc, cong
nghé thuc pham, céng nghiép dugc, nong, lam, ngu nghigp... Kién thuc co
ban vé cac hop phin nay da duge giang day trong céc gido trinh hod sinh d
nhiéu trudng dai hoc trong c4 nudc trén hai phuong dién 1y thuyt va thuc
hanh. Trong khuon khé cha mén hoc hod sinh, mot hop phan hod sinh
thudng chi duoc trinh bay tap trung vao hai khia canh : cau tric va céc tinh
chdt clia ching & trang théi ty nhién ciing nhu trong qud trinh cong nghe.

Cuén sich "Cong nghé hoa sinh" dugc bién soan nham cung cép kién
thic mot cdch toan dién hon vé cdc hop phén hod sinh chinh trén cdc van
dé sau :

— Ciu tnic va cdc tinh chat chitc nang.

~ Céc phuong phap khai thic, tich, chi€t va lam sach.

— Cic phuong phép bién hinh nham da dang hod san phdm va nang cao
chét luong cling nhu gid tri s dung.

— Kha nang ung dung ciia cic hop phan hod sinh trong cdc nganh cong
nghiép khac nhau.

Chung t6i hy vong cudn sdch s& la gido trinh cho sinh vién dai hoc,
sau dai hoc va 1a tai liéu tham khao cho céc cén bo nghién ciu thuge Iinh
vuc cong nghe sinh hoc, cong nghé thuc pham va cdc nganh khoa hoc ¢6
lién quan.

Dac biét chiing 16i ciing hy vong cédc ky su, nghién citu vién thudce cic
linh vire trén ¢6 thé tim thdy & cudn sach nay nhimg kién thic tng hop bo
sung cho dinh huéng nghién ctu khoa hoc va cong nghé ctia minh.

Phan cong bién soan :

Chitong 1. Co s0 1y thuyét cong nghé hoa sinh

PGS. Nguyén Thi Xuan Sam, PGS. Lé Ngoc Ti



Chirong 2. Cong nghé protein
GS. Ding Thi Thu, PGS. Nguyén Thi Xuan Sam
GS. B6 Ngoc Lién, PGS. To Kim Anh, TS. Lé Quang Hoa
Chnrong 3. Cong nghé polysaccarit
GS. Bang Thi Thu
PGS. Nguyén Thi Xuan Sam, PGS. Lé Ngoc Tt
Chirong 4. Cong nghé lipit
GS. Ding Thi Thu, PSG. L¢ Ngoc Td
Chiiong 5. Cong ngh¢ cdc chit c6 hoat tinh sinh hoc thuc vat
PGS. Lé Ngoc T, PGS. D6 Hoa Vién
Chuong 6. Cong nghé enzym
GS. Dang Thi Thu, PGS. Nguyén Thi Xuan Sam
Céc tdc gid xin cam on va mong mudn nhan duge nhiéu ¥ kién déng gép

cua ban doc va dong nghi¢p dé cudn sdch niy ngay cang hoan chinh hon.

Cac tac gia
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Chuong I

CO SG LY THUYET CONG NGHE HOA SINH

C4c hop phan hod hoc ¢6 mit trong 14l ¢4 sinh gidi va chiém mot ty 1&
16n trong phan vat chit kho cha t& bao. VE ban chat, d6 1& céc protein, gluxit
(cacbohydrat), lipit, cdc polyeste, cac axit nucleic... Cac nhém hop chat nay
dam trach mat loat cdc chire nang sinh hoc quan trong cho sinh vat nhu : bao
toan va truyén dat cac thong tin di truyén, xuc tac cdc phan ting, 1a nguén dy
trit cacbon, nito, photpho, ning luong, bao vé khéi su tin cong cua céc t&€
bao la va suf thay d6i clia méi trudng, tuong Lac voi moéi trudmg bén ngoii va
cdc té bao khic hay man cam véi cac yéu td sinh hoc va phi sinh hoc, 1a cic
chit trung gian cho su két gin bé miit giita cdc co thé khic nhau... Hon nira,
rét nhiéu cic hgp chat cao phan tir 13 thanh phan cdu tao cha t€ bao, mo va
toan bo co thé. DE ddm nhiém duge 141 ca cdc chitc ning trén, cic hop phin
hod hoc nay s& phai mang nhiéu thudc tinh khac nhau. Ching phai c6 cac
tuong tdc rat dic higéu véi di luc va dé bén kha cao véi mot lugng 16n cic
chat, cdc thanh phan va cdc vat liéu khac nhau.

Mot trong nhiing thuoc tinh trén dugc khai thic truc ti€p hoac gidn ti€p
cho cdc tmg dung khdc nhau va lam cho cdc hop phin hod hoc ngay cang
hdp dan d6i véi mot s6 nganh cong nghiép, y duge, nong nghiép, dién tlr va
trong ¢dc linh vire khdc. Cac nghién citu co ban v img dung da dua ra nhiéu
kién thiic vé qua trinh sinh t6ng hgp, cic thuge tinh sinh hoc, hod hoc, vat 1y
va vit liéu hoc cha cac dai phan tir. Chinh nhimg khdm phd méi nay da lam
tang sttic hap dan cua ciac hgp phan hoa hoc doi véi cdc tng dung khic nhau,
Do dic diém cdu tao, cdc chdt cao phan tir du6i tdc dong clhia mot s§ yéu 16
thudng ¢6 nhimg tinh chit dac hiru cha minh nhu kha ning tao nhét, kha
nang ¢6 dac, kha nang tao gel, kha nang tao nhii twong, kha nang tao bot, tao
501, tao mang... Cic tinh chit ndy duge goi 1a cdc tinh chat chiic nang
{functional properties) clia cidc hgp phén hitu co, 1a co s& dé ché tac va da
dang hod cac san pham di tir cic hgp phén nay. Vi du, mang bang vét thuong
hay chi khau sinh hoc dugc ché tir chitin va chitosan, cac vat li¢u bao goi
dugc lam tir tinh bot hay nh kha nang bién tinh va tao gel cia protein ma ta
6 thé ché tac ra cdc san phdm nhu gio, cha, surimi, cling nhu nhd tinh 'wu
bi€n dac biét thich hop nén xanthan gum duge sit dung rong rai nhu tdc nhan
tao huyén phi, tao nhil twong va gy dic trong cong nghiép thuc pham, trong
duoc phdm va m§ pham...



1.1. Khai niém va phan loai cac thudc tinh chirc ning

1.1.1. Khdi niém thujc tinh chie ning

Thugc tinh chifc néng 1a nhitg tinh chat tng thé tieu bidu nhit, k&t hop
dong thoi nhiéu tinh chat hod 1y khac nhau nhung phu (huoc 1n nhau.

Cdc y€u t6 lien quan t6i cdu tric vi thugc tinh chifc ning cta cdc dai
phan wr duge t6m tat trong so d6 hinh 1.1.

Ngudn, loai
Thanh phan

Kich thuGc phan tr

:

TRANG THAI BAN CHAT CAC LUC VA THANH PHAN
VAT LY CAC TUONG TAC MOI TRUONG
Miic d6 " Vi dung méi - pH, luc ion, nudc,
18 chitc Gilta cac dai phan protein, lipit, chat

Véi cac phan i khac hoat ddng bé mat,
gluxit, chat thom

T

XU LY VAT LY XU LY HOA HOC,
Gia nhiét, 1am lanh ENZYM HOC
Tac ddng ¢o hoc Bién tinh, Iuc ion, pH,
Lam kho tac nhan khir, cac bién hinh

hoa hoc va enzym hoc

A 4 r
HINH THE TU NHIEN
HOAC BA B| BIEN TiNH

v

KICH THUSC cUA PHAN TU
VA CAC CAU TU THANH PHAN

v

CAC TiNH CHAT HOA LY

Hinh 1.1. Céc yéu 16 anh hudng t6i cdu tric va thude tinh chidc nang
clia cac cao phan tir



Theo sd d6 nay, cdc yéu 18 anh hudng chinh téi cdu tric va thude tinh
chitc nang ctia cac hop chélt cao phan tir bao gém hai nhém chinh sau :

— Thanh phin moéi truong : nude, protein, gluxit, chat hoat dong bé mat,
chit thom, pH, cac luc ion...

— Céc xtr 1y vat 1y, hod hoc lam thay doi moi trudng (c6 dac, say, xu Ly
co hoc).

1.1.2. Phdn logi cdc thudc tinh chirc ndng

Dua vao méi quan hé cha mot chil cao phan tir trong moi trudng ¢6 thé
phan cdc tinh chit chie nang thanh 3 nhom chinh sau :

— Nhém tinh chdt clute ndng do twong tdc cia chdt cao phan e voi mioc
kha nang giit nuéc, kha nang hoa tan, kha nang tao nhét, kha nang co kélt tao
mixen, keo 12 thudc nhom tinh chit nay. Su hinh thanh cac kha nang nay la
do cac lién két hydro, luc Vandecvan (Vander Vaals), twong tic ky nudc
ciing nhu do cac e tuong tic ion khi solvat hod cic nhém ion hoa.

— Nhdm tinh chdt chire ndng do twong tde gitta ede dai phan tr vor nhan
kha nang k¢t tlia, kha ning tao gel, kha nang tao soi, kha nang tao mang, kha
nang dan héi la thuoc nhom tinh chét nay. Cé duge cic kha nang nay la do
¢6 su lien k¢t gitra cde phan to ion, gilia cdc phin tir ky nuée (hydrophebe)
hoic gilta cdc phan tir déng hoa tri.

— Nhiém thuodc tinh bé mdt : wong tdc cha cac chat cao phan tr véi cac
phan tr it phan cyc hodc véi pha khi. Kha nang nhi hod, kha ning tao bot
thudgc vé nhém tinh chil nay.

Trén thuc t& cic tinh chit trén khong hoan toan doc lap, chung cé thé
dan xen va hé trg nhau trong mot san pham. Vi dy, sir tao gel, tao do sdnh
cha moOt san pham protein khong nhimg do twong tic protcin—protein ma con
do tuong tdc protein — nude. Mat khac, su thi€t 1ap céc lién k€t va cdc tuong
1ac gifta cac dai phan ti hodc gilta ¢dc phan tir voi dung mo (v6i nudc) con
thy thudc vio néng do clia cdc dai phan tir trong dung dich va tuy thudc vao
trang thai ddn mach va trang thai lién két clia chiing.

1.1.3. Anh hudng cia cde pha phdn tdn tdi thugc tinh chirc ndng

Hé déng thé va hé di thé : Mot he 13 dong thé khi cic cau ti cia hé ¢
cimg mot kich thude va trong mot s& diéu kién nhat dinh né sé chuyén thanh



hé di thé chia cic tiéu phan cd kich thuéc khic nhau. Binh thuong do
chuyén dong Brown s& giif cho cdc cau tr & rang thai phan tdn, tuy nhién
trong mot s¢ diéu kién nhat dinh cdc cau tir ciia hé ¢6 thé wr sat nhép lai tao
thanh bong hoac két tu lai tdch khoi pha lién we béi trong luc. Qua trinh kél
tu thuong la thuan nghich con dong tu thuéng bat thuan nghich.

Véi cac h¢ thong ma cdc ciu tir thanh phan ¢é kich thuéc khd nhd thi ty
1¢ gifta bé mat véi thé tich 1a khd 16n va khi d6 mot ty 1é& dang ké cac phan
cia hé thong s& dugc phan bé ¢ bé mat lién pha. Cic phan tir & bé mat lién
pha ndy ¢d cdc thudce tinh vé niang lugng, trang thii dudi mach hay lién két
khidc véi cua cac phan ti ¢ pha lién tuc vi ching lam tang bé mat lién pha.
Vi du, ¢ hinh 1.2 cho thiy v&i mot chat c6 thé tich phan tir 30cm’.mol”' thi
ty I& cdc phan tur phan bg trén bé mit lién pha s€ tang 1én rit nhanh khi
dudng kinh cdic phan tir nhé hon I pim. Quan sét nay cho thdy tdm quan
trong cua cdc thuoc tinh bé mat trong cdc hé vi di thé chia cdc phén tir cé
kich thude hat tir 0,01-1 ptm. Cic hé thuong gap trong thuc & 14 cac hé chia
cac pha phan tin nhu hé nhi twong (Iéng trong long), hé bot (khi trong
long), h¢ huyén phir (rdn trong 10ng) hoac cdc san pham it bi hydrat hod
(l6ng trong ran).

% phan w
trén bé mat

25

20

-2 -1 0 1 2 logdum
Hinh 1.2. Suf thay d8i ty 1& cac phan tif trén b& mat lién pha theo kich thudc
cac tidu phan clia mdt chat c6 thé tich phan tir 30cm>.mol”™
Dé danh gid c4c tinh chat chic nang clia mot san pham, cic phuong

phap cong cu hodc dinh gid cam quan thuomg duoc dp dung. Vi du, kha
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nang 1ao gel cia mot cao phan tir ¢6 thé do qua cdc tinh chét lwu bien cua
chiing nhu do cing, do xuyén, do dan hoi, d¢ kéo dén, do nhét... Mac du
vay, céc phuong phdp nay van con nhiéu ban cii boi sy da dang cua cic h¢
théng san pham lién quan, Vi du, li¢u ta ¢6 th sit dung ciing mot phép thi
ddnh gid kha nang nhii hod cho viéc tao nhil tuong cua cic san phadm nhir s6t
mayonai, kem, kem lanh hay cdc san pham ding trong my pham nhu kem
dudng da, ddu goi dau... ?

1.2. Thudc tinh hydrat hoa

Trong cdc hop phan cao phan tr nude gitt nhiéu vai trd nhu [a dung moi
cho c4c phan ting. cho su phan tin cdc cdu tir hoac gifr vai rd nhu mot tac
nhan tao cdu tric cho céc dai phan tir. Trong d6 kha nang tuong tdc cua nude
véi cdc chit hoa tan thuomg ¢é tinh quyét dinh nhiéu hon t6i cdc vai tro nay
$o v ham luong cua ching trong moi trudng.

1.2.1. Tuong tdc giita nudc va cde cdu tir thanh phan

Céc tuong tdc niy xudt hién 1a nhd cdc nhém chikc c6 kha nang ion hoa
tao solvat hodc cdc nhém phan cuc khong tich dién tao lién két hydro voi
nude (bang 1.1).

Bang 1.1. Cac nhém chufc tao lién két véi nudc

[ , . . .
Cdc nhom ion hod phdn cuc

Tich dién am

— Cacboxylic (COO ) néu Polysaccarit, protein (Asp, Glu), axit
pH > pKa hitu ca.

— Photphat (HPO%_) Photphat, polyphotphat, photphoprotein

— Sunphat ( HSO, ) Sunphat, polysaccarit (galactan sunphat}

— Ax1t stalic Glucoprotein

— Céc anion kim loai khic. Cl, NO3,NO;..

Tich dién duong

— Goc amin, géc imin (—NH3, | Protein (Lys, His, Agr, Pro), osamin,

~NH” ...) néu pH < pKa bazo, nito, polyamin...
~ Céc cation kim loai hod tr1 2 Ca®”, Mg,2+ tu do hoic ¢6 trong phiic cia
— Céc cation hod tri 1 protein va polysaccarit.

Na', K"
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Nhom phan cuc khong ion hod (lién két hydro)

-- Nhém hydroxyl (—OH) — Gluxit, protein (Scr, Thr, Tyr), polyol
— Nhém cacboxyl (-~COOH) ~ Polysaccarit, protein (Asp, Glu)
(n€u pH < pKa) — Protein (Lys)
— Amin (-NH,) — Protein (lién két pepit, Gln)
~ Amit (-CONH,) — Protein (Cys)
— Thiol (-SH)

Cdc nhom khong phdn cuc

— Nhom hydrocacbua mach — Lipit, axit béo, protein (canh bén cua

thing —(CH,); mot s8 axit amin Ala, Val, Leu, Met,
Pro, Lys, Arg, chudi peptit) va chdl mau
carotenoit, cic hgp chit terpen (nhom
chura bao hoa).

- Nhom hydrocacbua mach — Protein (chuéi bén cha Phe, Tyr, Trp),
vong thom hoac khong. cdc chat mau chia vong hem (Hb, Mb,
clorophyl...), antoxian, polyphenol va tanin.

Khi hydrat hoa protein, cic nhém tich dién bi hydrat hod trude cdc
nhém khong tich dién. Mitc d6 hydrat hod thay déi dang ké theo ban chat
cdc nhoém va vi trf coa chiing trong phan tlr (cic nhom phan cuc phan bd trén
b¢ mat bi hydrat hod nhanh nhat). Tir cac thong tin nay, ngudi ta ¢é thé dua
ra mot s nhan xét sau :

— Dua viio thanh phan axit amin clia mot protein cho phép tién dodn kha
nang hydrat hod cta protein.

— Li¢n kél gifta cdc nhém chic véi nude gop phan 1am bén cdu hinh ctia
cac dai phan 1.

— Su hydrat hod lam thay d6i su can bing ciia cdc twong tdc néi tai din
dén sy chuyén dong, gap nép va sép x&p lai cdu tric. Két qua nay sé€ lam
tang thé tich, giam do rén chic clia phan tir, nu6c & day déng vai tro nhu mot
chat hod déo (vi du bot nhio).

— Khi hydrat hoa 16i mét ham luong nuéc nhat dinh sé& gitp cho cdc
chuéi ben cla phan tir protein enzym tré nén linh dong va thé hién tinh xtic
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tdc cha ching. Vi du, su chuyén déng néi tai clia cdc chudi bén cha phan (r
lysozym cham hon 1000 lan khi ham {uong nude 12 0,04 g so v6i 0,2 gfg vt
ligu khé,

1.2.2, Cdc thudc tinh lién quan t6i khd ndng hydrat hod

a} Hap phu nude va tricong nd

Hap phu nuéc vi truong né 1a mot trong nhimg thudc tinh cha cédc
nguyén liéu kho nhu tinh bot, xenluloza, protein.

Trong trudmg hop nay nude duge hip phu trén bé mit va trong mao quan
vat licu bai viec ¢o dinh phan tir nuée 1én cdc nhém cé cuc ion hod hoic
khong ion hod hoac bdi cdce lue hip phu Vandecvan va luc mao quén...

Khi hoa (an tinh bét vao nude, do kich thuéce hat tinh bot 16n nén dau
tién cdc phan tir nude s€ xam nhap vao gilia cdc phan wr tinh bot. Tai day
ching s€ tuong tdc véi cac nhém hoat déng cua tinh bot (—OH), tao ra mot
16p vo nude, 1am cho lue lien két & mat xich ndo d6 cha phan r tinh bot bi
yé€u di roi bi "rdo" ra va truong l1én. Néu sy xam nhap cia nuéc vao tinh bot
dan dén qua trinh truong khong han ché, lam bung duge cdc phan tir tinh bot
thi h¢ théng chuyén thanh dung dich (hoa tan). Tuy nhién, dé dat 16i trang
thdai hoa tan cua tnh bot con phu thudc vao nhiét do. O nhiét d¢ binh
thutmg, tinh bot hap thuy 25-50% nudc, hat van chua truong. Khi nhiét do
tang, kha nang hdp thu nudc cling tang. Vi tinh bot ngo & 60°C chiing hap
thu 300% nudc so véi trong lugng ban ddu, & 70°C hap thu 1000% nudc va
khi truong nd cuc dai tinh bot ¢ thé hat dén 2500% nude.

Viéc hap phu nuéce va truong no da duge ting dung trong qué trinh ché
bién cong nghiép dé cai thién su hoa tan cdc sdn phdm bot hoa tan (ca phé
hoa tan, sita bot, bot hoa qua...). Qud trinh niy bit ddu bing viéc 1am 4m dén
khoang 10-12% nudc (vi du cho sita) dé hod tan mét phin cdc ciu tir. Cic
hat dugc két dinh dé dang va tao dugc mot tap hop cic 16 rong 16n c6 dudng
kinh trung binh khodng 200 L m, sau d6 duogc siy kho dé bao quan. Su phan
tdn nay c6 thé duge cai thién bdi cac chat hoat dong bé mat nhu lecitin.

b) Kha ndang giit miée

Khi nang giir nude clia mot nguyén liéu duge biéu thi boi mot luong
nude nho lien két chat trong cdu tric (0,2 — 0,5g/g vat liéu kho). Chiing cd
thé do :
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— Ap sudt thdm thau dugc 120 bdi cde chit hoa tan trong t& bao cé mang
bdn tham.

— Do luc mao dan tao bdi su chénh Jéch ndng dé ciia cdc cau (ir hoa tan
(lyc nay cang manh khi kich thudc cha cdc ciu tr cang nhd, vi du thuc &
cho thay viéc tdch nuéc cia cic hat format nho thudng rit kho hoac trong
cic dung dich polysaccarit dam dac).

* Mot 6 yéu 16" anh hieang 160 khd ndng giit nuée -

— Nong do cdc cdu tir : nude hdp thy dng s6 s¢ ting cling véi nong do
chit hoa tan,

- pH moi truong : dong vai troé quan trong trong kha nang git nuée cha
protcin : pH thay doi s& lam thay doi su ion hoa va sy tich dién ciia phan tix
protein din dén sy thay déi luc ddy va lyc hiit gitta cdc protein. Do d6 sé& lam
thay doi kha nang két hgp véi nudc cia phan tir protein. G pH ding dien,
tuong tac protein — protein 13 cuc dai va kha nang hydrat hod 12 cuc tidu. O
pH axit hoac bazo kha nang giit nudce tang do lam tang luc day finh dién cha
cdc nhom NH; (moi trudng axit) hoac cua nhém COQ  (moéi truong trung
tinh hoac kiém). Véi cic polysaccarit tich dién 4m, khi pH tang ciing 1am tang
kha nang giif nuoc.

— Nhiét do : Nhiét do tang 1am gidm céc lién két hydro s& giam kha
nang gilr nude. Khi dun néng, protein bi bién tinh va tap hop lai, giam bé
mil cia phan tr do d6 ciing gidm kha nang gii nude.

— Ban chat va nong d¢ céc ion : & néng d6 mudi thdp kha nang giir nude
tang (vi du, khi c6 mat NaCl 3 — 8% ching s€ dinh thém vao phén t protein,
mo rong mang luGi phan ti). O ndng do mudi cao, kha nang giif nudc cé thé
gidm do céc ion (Na*, CI) s trung hoa cdc nhom tich dién cua phéan (I protein,

— Dién tich bé mat cha cdc ti€un phdn : kha nang giit nuéc ciia mot chat
con phu thudc vao s6 luong vi tri gan két véi nuGe trén bé mat ciing nhu vao
do rdng cta cic tiéu phdn. Dudng kinh cta méi 16 rdng cling anh hwimg 167
toc do vao hay ra chia nuée. Vi du, viée tang dién tich bé mit bdi vice bién
tinh cac phén ti protein hinh cdu s& 1am 16 ra cdc nhém phan cuc ion hod va
cac nhom amin cla lién két peptit s& 1am tang kha nang hydrat hos lén
khoang 10%.
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Viéc xdc dinh kha nang gilt nuGc cua mot chat doi khi van con dua vao
kinh nghiém va phén 16n cdc phuong phap nhu nho giot, ép, ly tam... chi phu
hop v6i nhilng san phdm khong hoa tan. Vi du, déi v6i cdc phuong phap nay
sé khong thé 4p dung dé do kha nang gilt nuéc cua cazein. Hon nita, luc can
thiét dé tich nuéc khoi mang ludi khong gian cua cdc mau phu thuoc vao
cu tric va vao kich thuéc cic 16 mang nén cic phuong phép duoc sir dung
(thiét bi Bauman, m4y ly tam...) ciing chi c6 thé dugc dung d€ so sanh giira
cdc mau véi nhau.

¢) Khd ndang hoa tan

Sur hoa tan 1a su phén tdn cédc cdu tir thanh phan vao trong mot dung moi,
dam bao bé mat tiép xuc lién pha giita chiing 1a t6i da. Cac yé€u t6 anh huong
t6i do hoa tan chii yéu gém pH, luc ion, kiéu dung moi va nhiét do.

— V6i pH ¢6 anh huong tuong tu nhu kha nang gilt nuée. Khi pH cao
hon hoic thip hon diém dang dién, protein sé tich dién am hoac duong lam
tang kha nang hoa tan, & diém dang dién kha nang hoa tan cua protein la
thap nhat.

[V =

48 50 852 5 4. 58 58
c) pH thap : protein hoa tan (proton hod) d) Kha nang hoa tan clia B lactoglobulin

Hinh 1.3. Anh hudng ctia pH t6i d6 hoa tan clia protein
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— Céc ion cua mudi trung tinh ¢ nong d6 trén 1M s€ 1am gidm kha ning
hod tan cua protein, khi dé ching sé ldy 16p vé nuéc bao quanh phan r
protein va tao diéu kién cho chiing tap hop lai.

-~ Cdc dung moi nhur ctanol, axeton lam giam hang s6 dién moi clia moi
truomg, Iam giam luc ddy finh dién gidfa cdc phan tir din dén 13m giam kha
nang hoa fan cta protein.

d} Kha ndng tuo nhot

D¢ nhat 14 mot trong nhiing tinh chit quan trong gép phin tao nén két
ciu cho cdc san pham dang tdng.

Yéu 16 chinh anh hudng téi do nhét cta mot dung dich 1a dudng kinh
bicu kién ciia cic hat phan tan. Dudng kinh nay phu thuoc vio cic yéu 16 sau :

— Déc tinh bén trong cua cdw tir phin tdn : khéi luong, kich thudce, thé
tich, cau tric va sy bat déi ximg ctia phan tir.

— Twong tac cua cac cdu tr v6i dung moi (nude) gay anh hudng 16i kha
ning hydrat, kha nang hoa tan va su truong no.

— Tuong tdc cua cédc cdu tir véi nhau.

— Néng do cic cdu ta, pH, nhiét do, ion.

Hiéu bi6t do nhét cha cdc dung dich cling rat quan trong d€ t6i vu hos
cdc ¢ong doan nhu bom, trén, dun néng, 1am sach, sdy kho (say phun) trong
qué trinh ché tdc c4c san phim dang 16ng ciing nhu x4c dinh duge cic thudc
tinh lru bién cia mét dung dich (nhét, nhét déo, déo, dan héi).

¢) Khd ndng tao mixen

Trong mot s6 trudng hop khi dung dich chita cdc phan tir ludng cuc
(protcin, lipit, vitamin) s& c6 su giam tdi da cdc phan tlf nudc x€p xung
quanh cdc phan ky nudc va khi d6 do bén cdu tnic chia hé duoc quyét dinh
chinh bai céc lién ket ky nude. Mit khdc do xu hudéng bén nhiét dong mot s6
cao phan tir thuong két tip lai tao cdc mixen va dugc gilt bén cdu hinh bai
cic lién két ky nude (hinh 1.4).
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Hinh 1.4. Su thiét lap cac mixen cla cac phan tif ludng cuc trong dung dich

Toém lai, thuoc tinh cdu hinh cia mot dung dich phu thudc vao nhiéu yéu
t6 (hinh 1.5). Tuy nhién, dua theo ban chat va hinh dang ctia cic cao phan tir
¢6 thé dua ra mot vai nhan xét chung nhu sau :

— Khi & cung mot nong do cac dung dich polysaccarit c6 do nhét cao
hon so v6i cac dung dich protein.

— Cac protein hinh cdu cho dung dich it nhét hon so véi cic protein dang
soi hoac protein bién tinh.

— Khi mot dung dich chita cdc dai phan tir c6 kha nang ion hoa va
tich dién thi do nhét ctia chiing c6 thé dugc kiém soét bai luc ddy tinh
dién, bai luc ion hoa hoac bdi viéc thém vao dung dich cdc cation hai va
da hoa tri.

— Su xudt hién cac dai phan tir trong dung dich lam r6i loan su tao thanh
céc tinh thé da nho (vi du trong qua trinh 1am kem, céc dai phan tr déng vai
tro co hoc ngan céan su tang vé kich thudc céc tinh thé da).

— Thuoc tinh hydrat ciing déong mot vai tro quan trong déi véi céac
thuoc tinh bé mat (su tao bot, tao nhii twong) do ching anh hudng t6i kha
nang khuéch tan cdc phan tir t6i bé mat lién pha va tao ra cic mang lién
pha nhot.
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Dung mai Nhiét d6 pH Luc icn
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Kho[lu'c_i['ng Kha néng’ Minh dang Néong do
phan tr hydrat hoa
l ] ]
A
Thé tich Tuong tac gilta
bidu kién céc phan tlr

A
Kha nang luu bigén
M -y

el

Cac thudc tinh
nhét, nhét déo, dan hdi, déo

Hinh 1.5. Cac yéu 16 xac dinh thudc tinh Iuu bién cda cac dung dich dai phan tlr

1.3. Thude tinh tuong tac gitra cac dai phan to
1.3.1. Céc luc tham gia trong tuong tdc cua cdc dai phan tir

Su twong tac giita cic dai phan tr thudng duge thiét 1ap va duy tri nho
cdc lue hap dan ¢6 nang luong nho (<10 keal/mol) (hinh 1.6), vi du nhu :

— Lyc finh di¢n giita cic nhom COO™ va nhém NH;" d6i dién nhau cia
cdc axit amin trong chudi peptit.

— Cdc lién két hydro gitia cdc nguven tr ' va N hoac O~

- Lue Vandecvan do sy di déng cla cde ddm may electron giita hat
phan t,

— Cic lién két ky nude gitra cic g6c kv nude cla axit amin, vitamin,
axit béo...

— Lién két cau disunphua gilta hai nhém -SH d6i dién nhau cia céc
chuoi polyme chita luu huynh.
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-NH; 00C— Luc l}l‘ll.l d{én .
) (electrostatic forces)

>N— N ——0=0¢ Céu hydro
8- 8t &~ (hydrogen bonds)

Luc Vandecvan
(Van der Waals forces)

Lién két ky nudc
(hydrophobic forces)

-R-S-S-R- Lien két cau disunphua

Hinh 1.6. Cac Iyc tham gia trong tuong tac giita cac dai phan tu.

1.3.2. Kha nang tao bong va két tu

Trong qud trinh khir bén mot dung dich nhu do su phd v su can bang
gitia luc hut va luc ddy hay thay déi cdc yéu t6 moi trudng nhu pH, luc ion,
nhiét do... cdc dai phan tr ¢6 xu huéng tr két tu lai. Xu hudng thiét lap can
bang vé mot h¢ bén mdi thudng xay ra cham (thudng tir vai gior dén vai ngay).

Céc ion cua cdc dung dich mugi trung tinh c6 kha nang trung hoa dién
tich cua cdc nhom tich dién trén bé mat cic ciu tir tao ra su két tu cdac phan
tr lai v6i nhau. Miic d¢ dnh hudng cta céc ion duoc cho theo trat tu sau :

— V6i cdc ion hod trimot : Cs*>Rb > K*> Nat > Lit

~ Vi ion hod tri hai : Ba®" > Sr** > Ca®* > Mg?*

Qua trinh tao bong, két tu ciing c6 thé xay ra do su c6 mat cua cac ion
hod tri 2 tao céu ion giira cdc nhém tich dién am (COOQ) cha protein hoac
cua polysaccarit (pectin, alginat...). Qua trinh nay phu thuoc rat chat ché vao
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pH va pKa cua cdc nhém ion hod va thudng xay ra & ving pH trung tinh va
vung kiém. Néu néng d¢ polyme di 16n no sé tao gel.

Mot dang khdc cua viée tao bong va két ty rdt thuong hay xay ra trong
qua trinh tao gel protein boi nhiét. Khi phd v cdc cdu disunphua noi phan tir
tam dudi mach mot phan va sdp xép lai cdu tric, cdc vi trf hoat dong (nhém
thiol, nhém hydrophop, cdc nhém ion hod...) cia cdc phan tlr khic nhau s wr
lién két lai véi nhau dé€ tao bong hodc két tu néu nhu néng do protein du 1én
cho phép cic chudi dan xen vao nhau.

Trong moét s6 truemg hop su khir bén mot dung dich con xay ra bdi tdc
dong cua enzym nhu trudng hop dong t cazein trong san xuit phomat nhd
tdc dong cha renin foai nhom glucopeptit tich dién am khoi mixen cazein
lam 16 phan ky nuéc ting kha nang két ty cdc hat mixen lai v6i nhau dudi su
¢0 mat cha ion canxi (hinh 1.7).

* Giai doan 1 : thuy phan protein mét phin

Paracazein x
Nudc

* Giai duan 2 : hinh thanh gel

: B z héo hic \ﬁ
o . .. -
cau ndi disuntua

Mudi khodng cén thidt Hinh dong két & vi i long Iéo

* Giai doan 3 : thuy phan hoan toan (sy chin) voi sy giai phéng peptit
Hinf 1.7. Su déng tu cazein trong san xuét phomat
Sy tao bong xdy ra khi cdc twong tdc trén khong bén va cé tinh chat
thuan nghich, phu thudc nhi¢u vao nhiét do. Ngugce lai, sy dong tu thudng 1a

bat thuan nghich do luc ddy cha cdc phan ur hip thu trén bé mat céc tiéu
phén 13 kha nho.
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1.3.3. Kha nang tao gel

Kha ning 1ao gel 1a moét tinh chdt chiic nang quan trong trong viéc tao
céu tric, hinh thai cho nhiéu san pham. Gel duge tao ra khi cac dai phan wr
(protein, polysaccarit) bi bién tinh 14p hgp lai thanh mét mang ludi khong
gian ¢6 trat e, Vi du, khi protein bi bién tinh, cdc cdu tnic bac cao bi pha
huy, lién két gitra cdc phan tr bi dit, mach peptit bi dan ra 1am 16 ra ngodi
cdc manh bén. Trong di€u kién gia cong nhat dinh cdc chudi peptit tré nén
gan nhau va lién két véi nhau thinh mot mang ludi khong gian 3 chiéu vo
dinh hinh, ran, chita day pha phan tdn 13 nuge. Cac nit mang protein thuong
dugc gilr bén bdi cac lién két sau -

— Lién két hydro (giita cdc lién k&t peptit, gitta nhém OH cua Ser, Thr,
Tyr voi cac nhom COOH cha Glu, Asp). Cac lién két hydro 1a lién két yéu
tao cho gel c6 do6 mém déo va linh dong.

— Lién két tinh di¢n giita cdc nhém tich dién nguge ddu (OH , COO,
véi NH3)

— Lién két giira cdc nhém tich dién ciing ddu qua cic ion da hoa tri (Ca2+).

— Lién ké&t cau disunphua.

* Cac cach tao gel :

~Gel tao bdi qud trinh chuyén hé sol — gel

Trong trudng hop nay thuong bit ddu bang sy gia nhiét cic dung dich
cao phan tr ¢ néng do cao (protein trén 6—7%, polysaccarit trén 0,5%) gay
ra su bién tinh din mach, ti€p dé ha nhi¢t 1a can thiét dé thiét 1ap nén mang
ludi gel cé trat tw cia cac dai phan t. Mang dugce gilr bén béi cdc lién ket
hydro, trong mot vai truong hop, su ¢6 mal cua céc cation hod tri 2 (ion
canxi) s& 1am tang t6¢ do tao gel hoac tang do cing cho gel (alginat, pectin).
Qua trinh 1ao gel nay phu thudc rat nhi¢u vao nhiét do va pH moi truong.

—Gel tao bai vide tao ra boi cde tién két déng hod tri

Trudmg hop nay cdc dai phan tir tuong tic véi cdc tdc nhan hai hoéc da
hod tri dé tao cdc ciu déng hod tri gidta cdc chudi. Sau qud trinh khir nudc,
cdc gel ndty c6 thé thu duge mot cau triic 16 réng chiic chan.

Khi ¢6 mat cia nude, ciac gel thudng bi truong 1én. Qud trinh truong
dimg lai khi dp suat noi tai can bang v&i dp sudt tham thiu cia dung dich.
Mang ludi gel duoe hinh thanh nhu mot mang ban tham.
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1.4. Thudc tinh bé mat

1.4.1. Khdi niém va cdc yéu t6' anh hudng 16i thudc tinh bé mat

a) Stic cdng bé mdt

Trong long mot chat long tat cd cdc phan to chiu tdic déng cha mot
truong I hiit can bang (tue Vandecvan), tuy nhién cac phan tir trén bé mat
chét 16ng lai nam trong mot truong lyc khong can bang, Trong trudmg hop bé
mat khi/long, cdc phan tr cha dung dich s€ bi hiit vao trong long chat long
b1 mét nang lugng tr do kha 16n. Ciing mot hién tugng ciing duoc quan sit
thay trén bé mat lién pha giira hai pha long khong tron 1an nhau, nang luong
bé mat nay duoc tao ra do su chénh léch luc hit cdc cdu tir vé hai lang
chat long.

Néng luong bé mat tuong tng véi mot cong trén mot don vi dién tich bé
mat vii duoc bicu dién bang J/m?. Tren mit phiang 2 chiéu né tuong \ng véi
mot Ie (rén mot don vi chiéu dai (N/m).

Gid tri cua lue nay phy thudce vao dung moi, vio su ¢6 mat clia cdc ciu
tir hoi tan. O trang thdi can bang, sic ciing bé mat 1a mot ham cia néng do
cde cdu W hoa tan trong dung dich. Vé mat 1y thuyeét, sic cang bé mit sé
giam khi nong do cic ciu tir trong dung dich tang cho 16i khi dat 161 mét gid
tri nhdt dinh (gia tri ma tir d6 tao ra cdc hat phan tir hoat hod).

Viee khuyéch tdn va hdp phu cic phan tir 1én bé mat lién pha thuong xay
ra chm vi cdc phén tr t6i mang trude thudng chéng lai su hidp phu ciia cic
phén wr 161 sau va cling doi hoi mot qud trinh xap xép lai cac cu tir trude khi
dat t6i su bio hoa bé mat.

by Hap plut cae chdr hoat dong bé mdit

(6 hai dang chit hoat dong 1ap trung ¢ bé mat lién pha 1a chat hoat dong
hoa tan trong chdt béo va chat hoat dong hod tan trong nudc (ion hod va
khong ton hoa).

— Chdr hoat dong hoa tan trong chdt béo : d6 13 nhimg phan t&r chia
mot dau Ky nude nhu céce chudi hydrocacbon Cy va Cpy vh mot ddu hdo
nude nhu nhimg nhém rugu (OI), axit (COOH) hoac amin (NH,), vi du
nhu laury alcool.

— Chdr hoat dong hoa tan ong nde : Miac dir chita mot chubi béo
nhung cac chat ndy hoa tan trong nude nhd cdc nhém chic nhu COO™ (xa
phong chita Na™), nhém sunphat, sunphomat (-SOj , —SO;).
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— Chdt hoat dong khong ion hod - Céc chal nady ¢6 kha niang hoa tan
trong nudc hoac trong chit béo do trong phan tir cta ching chia cic nhém
—~0O-CH,—CH,~ dugc gén vio cdc vi tri khidc nhau clia bd khung hydrocacbua.
Nhom hdo nude 12 do phan tr oxy, do vay kha nang hoa tan trong nudc cang
cao khi s6 nhoém oxy etylen cang nhiéu. Tween (20 hoac 80) 1a mot trong
nhitng chat hay gap nhAt trong nhém chat nay.

Céc chit thudc nhom ndy thudng duge dac trung boi ty 1€ giita cdc nhom
hdo nude vai céc nhom ky nude. Théng thudng ty 1¢ nay dao dong trong
khodng 0 — 30 va duoc bidu thi bing chit can bing than dau than nuéc HLB
(Hydrophilic Lipophilic Balance). Vi du monostearat glycerol HLLB=3,8.
Mot chit hoat dong bé mit ¢6 gid tri HLB thap (vi du 3) s&€ ¢4 xu hudng hoa
tan nhiéu trong diu hon 1a trong nudc. Néu HL.B < 7 sg hoa tan trong dau,
con HLB > 7 s€ hoa tan trong nudc.

o) Hap phie bé mdt cde polyme

Ciac polysaccarit va dac biét la cic protein thuomg ¢6 chita cac mach bén
ky nudc hoac hdo nude nén ching ¢6 thé hap thu 16t 1én bé mat lién pha vé
huéng ky nude ciing nhu huéng hdo nude tiry thude vao thanh phan ciaa
ching, do dé sé lam giam sic cang bé mat.

Céc y&u 18 anh hudng 16i kha nang hidp phu cdc polyme 1én bé mat
lién pha :

— Qud trinh hdp thu nay duoc cai thién hon khi cdc phan tir ¢ trang thai
bién tinh, ¢au tric bac cao bi phd huy lam tang do linh dong cua cdc chudi
polyme.

— Téc do khuéch 1dn va hap phu cdc phan tir phu thudc viao nong do cdc
cdu wr trong dung dich. Vugt trén mét néng do nhat dinh, khi cidc phan tw
mudn bam vao bé mat lién pha sé phéi duoc cap mot cong dé thing cdc phan
tr da dugc hép thu truée do. VG moi trudng kiém, cic phan tr cang dan
mach doi hdi cong cang phdi cao nhung nong do lién pha hay 16p protein
lién pha lai giam.

— Kha nang hdp phu cédc phan tir protein va polysaccarit 1én bé mat lién
pha ¢on phu thuoc vio do linh dong cua cic chudi polyme va vio kha ning
ddn mach cta ching. Vi du B cazcin, moét protein khong ¢6 cau tric bac 3
hap phu 1én bé mat nhanh hon nhiéu so véi lysozym do ching cé do linh
dong va kha niang dan mach 1én thy theo cdc dac tinh cia moi trudng.
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— Kha ning hap phu lén bé mat lien pha phu thudc vao ciu triic va nong
do cha protein. Lysozym thudng ¢6 hoat tinh bé mit kém khi & néng do thip
va tang Ién khi ¢ néng do cao. Diéu nay c6 thé gidi thich dua trén ciu tric
cua ching. Lysozym c6 cfu triic hinh cdu, chia nhiéu ciu trdc xodn oizn va
cdu disunphua 8 — S nén it linh dong va khd rin chac, cic gdc ky nuée phan
bo bén trong con cic gic hdo nude duge phan b6 & bén ngodi phan i, DE
~ cdc phan tlf ¢ thé bam vao bé mit lién pha khi/nuée, ching c4n phii c6 mot
val goc khong phan cue & bé mat. Khi nong do protein ting lén sé 1am tang
su lweong tic gitia cdc phan tir protein gay ra su gdp nép va sap x&p lai phan
tu, lam tang su biéu hién cdc géc ky nudc ra phia bé mat. Néng do protein
cuc dai 6 bé mat lien pha phu thudc vao mébi loai protein nhung thudng dao
dong 4 — ‘}'mg/m2 khi néng d6 dung dich protein 12 10mg/ml. Nhiéu két qua
ciing dugc tim thay tuong ty véi bé mit lién pha nudc/lipit. Trong truong hop
nay lipit hoa tan cdc g6c ky nude hon so véi pha khi.

d) Cdc yéu t8 khac dnh hudng 161 khd ndng hap thu vao bé mdt lién pha

— pH dodng vai tré quan trong trong trudng hop cla ciac phan tlr ¢6 ciu
tric cudn théng ké. Sy dich chuyén ctia cazein (6i bé mat lén pha 12 cuc dai
¢ gid tri pl (mac dir do hoa tan cua ching thap) do khi dé khong con luc diy
finh di¢n phan tir hap phu véi cfu tric chat ché, it céng kénh.

— Céc protein duoc bién tinh trude boi nhiét hoic hod hoc ciing 1am tang
téc do hap phu.

¢) Cdu triic va thudc tinh ciia cde mang lién pha

D¢ day cha cédc 16p mang lién pha phu thudc vio néng do cic ciu tir bé
mat. Voi cdc protein hinh cdu cho mang day hon so véi cic protein hinh
s0i. V6i céc protein hinh s¢i ngay ca khi ¢6 sic cang bé mat thap ciing
thudng tao nén nhitng mang it nhét. Nguoge lai, véi cdc protein hinh cdu
thuong tao duge cdc mang ¢6 tinh déo va dan héi. Céc polysaccarit thurong
cai thi¢n do nhét va tao ra cdc mang gel hoic tao phiic hop gel hoa véi cac
phéan t protein,

1.4.2. Khd ndng tao nhii tuong

Nhii tuong 1a mét h¢ phéan t4n cha hai chit long khéng tron 1in nhau,
trong dé mot chit & dudi dang nhimg giot nho (0,1 - 10um) cua pha
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phin tin, con cht kia & pha lien tuc. Co hai dang nhi tuong néu di tir hon
hop nude/dau

— Giot dau trong nude @ O/W (Oil in Waler).

- Giot nuée trong diu : W/O (Water in Oil).

Pé duy tri hé nhil twong ¢an phai ¢6 tde nhan nhil hod. Sira k2 mot hé nhi
twong tu nhién dau trong nudce véi protein cazein dong vai tro [ tac nhan
nhii hod. Tdc nhan nhii hod yéu clu ¢6 mot diu hydrophyl twong tic vdi
nude va mot diu hydrophop tuong tic véi diu hoac lipit. Trong trudmg hop
protein 13 tac nhan nhil hod thi thudc tinh nay do cdc axit amin hydrophyl va
hydrophop trén chudi protein dam nhi¢m.

@) Tuo nind twong

Qud trinh tao nhi tuong lién quan t6i viée 1am tang dién tich bé mit lién
pha dong thoi lam tang nang luong w do.

Nhi tuong duge tao thanh nhd cdc lue co hoe. Stc cang bé mat cang
nho, nhii twong 1ao ra cang dé. Vai tro nhi hod cua cic chat hoat dong bé
mat la Jam giam ning lugng tv do bdi viée hap phu vao bé mat lién pha.
Trong trudng hop cdc polyme, chiing tao thanh mét mang lién pha két dinh
vi chic xung quanh cidc hat cua pha phan tdn, néu nhu cic ming nay la
protein hoac 1a cdc phan td tich di¢n thi ching s& gép phan lam bén hé nhii
twong nho céc luc day inh dién. Cac h¢ thong doéng hod, mdy tao giot (theo
nguyén ly xodn, van, va dap) va nhiét do (do 1ong duge gia tang khi & nhiét
dé cao) thuong dugc sir dung & mikc do phong thi nghiém hoac cong nghiép.

h) Lam bén va kivr bén hé nhii niong

Nhil twong 13 hé théng khong bén nhiét dong, cdc giot c6 khuynh hudng
hop giot véi nhau dé tao thanh giot 1o hon, cudi cing phan thanh hai tép,
tich nhau va khong thanh nhi tuong niva.

¢} Lam bén hé nhi tiong

— Tang do nhdét : 1a viéc bd sung vao moi trudng céc polysaccarit co
khoi luong phan ti 16n (10°Dal) nhu guargum, xanthan, alginat...

— Giam stc cang bé mit lién pha bing cich bo sung cdc chél hoat déng
bé mat ¢6 cau trnic ludng cuc dé ching ¢6 kha nang hudng phan hdo nudc va
wra béo clia chiing vao hai phia ca bé mat lién pha.



— Cho cic chat dién ly vo co vao lam cho cac giot tich di¢n cling ddu va
day nhau.

d} Ste ki bén hé nhit niong

— Ly tam : qua trinh nay ¢6 tic dung nén cdce giot lai véi nhau va s¢ dan
dén vi¢c tao bong hoic két tu.

— S6c nhi¢t : su thay dot nhiét do dot ngdt qua qué trinh déng di tiép
dén giad dong s€ phd huy hé nhi twong.

1.4.3. Kha ndng tao bot
a} Khdi niém

Bot lia h¢ phan tin cia cdc béng bot trong mot pha lién e la chit long
hoac chit nta ran, ¢6 chita mot chét hoat dong bé mat hoa tan (kem uGp
lanh, bot ki, bot binh my...). Cic bong bot thudng chita khong khi hoac
CO, c6 dp sudt bén ngoai. Mang 1ong bao quanh bong bot rit mong va ¢é
nang lugng du b¢ mat I6n, dé tic dong vai nhau, dé gay hién tuong niit, va
cuc bo.

bl Ddc diém ciia s tao bot

D¢ cdc bot duge bén, yeéu cdu mang bao quanh bot phai dan héi va
khong tham khi, protein thuong duge bé sung vao dung dich ciia mot chat
tam bén bot (long tring trimg, mdu, protcin dau tuong...) hoic ting do nhét
cua dung dich long 1én bang cdc polysaccarit hoac protein.

Céc protein 130 bot yéu cau phai ¢ khi nang co din va linh dong gén
giéng nhu mot miéng cao su mém chiu duge cic tic dung clia céc luc kéo va
nén manh. Kha nang nay cla protein ¢6 thé thu duge khi 1am bign tinh, kéo
dan chudi polypeptit dé dua cdc viing ky nudc ctia ching tir phia trong 1ong
phan 1 ra phia bén ngodi tao diéu kién tiép xic véi pha khi hay pha ky nuéc.
Kha nang nay ciing c6 thé ¢6 duge tir luc tuong (dc trén pham vi ong giita
cic phan 10 protein va dat gid tri I6n nhat tai diém dang dién cia protein -
di¢m ma lye ddy (inh dién gitra cdc phan tr protein 13 nho nhat.

Su tao bot dugc dac trung bai chi 6 dan nd bot (FEI — Foam Expansion
Index) v do bén cta bot (FLS — Foam Liquid Stability).
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Bang 1.2. Chi s6 FEI va FLS clia mdt s6 protein

'[ Protein FEL(%) |  FLS(%)
'BSA (huyét thanh bo) 280 12

Protein cua whey B 600 21

Albumin trung 240 24 i
'._(_‘.azcin__m . 460 _ 14

bau tuong (di thuy phan) 500 10 )
 Gelatin 760 55 B
Tvonm — 0 T

Bot dugc tao bt ciac mang protein s& thudong bén va ¢6 kha nang chéng
chiu 16t vdi cac luc xé/kéo do chung 1am giam side cang bé mat giy ra boi
cdc luc lién két cua cdc phan tr nude c6 xu hudng lam v bong bot hoic
chiing ¢6 kha nang ¢o din cao. Bot dude tao ra khi thuc hién viéc khudy va
dao tron manh dung dich protein. Khi dé khong khi duge dua vio khoi dich
protein vit khi chiing ¢6 thodt ra khoi 16p protein linh dong s€ tao nén nhiing
bong bot trong khéi dich.

Kha nang tao bot va do bén clia bot phu thudc vao timg loai protein khéc
nhau. Vi du, BSA ¢6 do (ao bot thip hon mnic trung binh. Cazein tao bot 16t
nhung bot khong bén. Protein cta tring tao bot khong nhi¢u nhung bot kha
bén, gelatin vira cho kha niang tao bot cao va bot 1ao ra kha bén. Lysozym
khong ¢ kha nang tao bot do luc day (inh dién.

Khi nang tao bot ¢on phu thudc vao pH do chiing énh hudng téi kha
nang tuong tdc giira cdc phan tir protein — protein, & gid tri pH dang dién luc
day tinh dién gifta cic chudi protcin 1a cuc tiéu. Nhiét do ciing thic ddy su
bién tinh bé mat cha protein, cho phép cic chudi protein tuong tdc voi cdc
pha khitdéng/béo manh hon. Kha ning tuong tic protein — protein duge cai
thién khi bo sung vao dung dich mot protein tich di¢n trdi didu. Vi du,
fysozym 14 mot protein kiém tinh € twong tic manh véi cdc protein trung
linh va axit tinh. Cac chi s6 tao bot duge cai thién khi BSA duge tron vao vé
Iysozym nhung khong thay doi khi tron protein cha tring vao.
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Bang 1.3. Chi s6 FEI va FLS clia mét s6 protein két hop

Pmtein-s FEI % FLS %
_BSA+ lysozym h 760 69
Whey protein + ly.shozym 780 47
—_._Protcin trang + ]ysozy_m Zé() 26
i x
Eiclalin + IyS(_)zy-m 360 52

) S vd ot
Bot vg thuong do 3 co ché chinh sau :

— Su khong can déi cua cdc bong bot : Cac béng bot giam thé tich theo
thoi gian baoi khong khi khuéch tan tir phia trong ra ngoai, diéu nay 1a do ap
sudt trong bong bot cao hon so véi ap sudt khi quyén.

— Bot v4 : Cac bong bot nhanh chéng két hop thanh khéi, lam xuit hi¢n
cdc Tue kéo va déy tir d6 tao ra céc 16 hong giira hai béng khi.

— Su thoat nude : Nude quanh bong khi s& kho tu nhién tao thanh mot
16p nude, lam loai bo protein ra khoi mang quanh béng bot tAm mang sé trd
nén rat mong dé va.

Poi khi trong mot s6 qua trinh lai doi hoi sy khir bot (trudng hop moi
truomg 1én men). Cic tic nhan khir bot ¢6 thé ia :

— Téc nhan co hoc (cho dong khi néng).

— Chat chong bot : cic chat khir st hdp thu céc tac nhan tao bot ( ete,
n—butanol, axit capric...).

— Khir bot xa phong bdi nudce citng, canxi sé tao v6i xa phong thanh céc
ticu phan khong hoa tan va phd v cdc mang lién pha.

1.5. M6t s6 ki thuat tao ciu tric

1.5.1. Cdc giai doan chinh trong tao cdu tric

Cac qua trinh 130 cdu tric thudng bao gom nhicu cong doan ké tiép nhau

twong ung véi nhilng trang thdi cdu hinh khac nhau.
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«) Bién tinh : Nham pha huy mot phan cdu tric khong gian tu nhién cua
cic phan tir bing vi¢c phd v& mot s0 lien két yfu (lien két hydro,
hydrophobe va cdu disunphua). Tdc nhén gay bié€n tinh : xir ly nhi¢t (lanh
hoac ndng), co hoc (nghién, cha...), xir 1y bang cdc tiac nhén oxy hod hodc
khir (oxy hoé cdu disunphua), bing cic tac nhan hydrophobe (dung moi hitu
co, chat tay rita), tdc nhan enzym (renin), thay d6i pH moi truong va nong do
muéi ciing ¢6 thé tach céc lién két ion.

b) Thiét ldp va dinh hink : Trong giai doan nay cdc dai phan r da bicn
tinh mot phan hoic toan bé s& duge tao gel, tao s¢i, tao mang bang viéc sap
x€p lai cac phan 1. Thong thuong viée dinh hinh cdc phan tir dat dugce bang
phuong phap ép dim (tao sgi, tao miéng) hodc ket tha bé mat 1a phuong phip
rit hay duge dung trong k¥ thuat tao cdu tric truyén thong (tao mang).

¢) C& dinh va lam bén : Cic céu tric thu duge O trén nhd viéc phan bo
lai cac lién két noi phan tir bi phd huy ¢ gial doan bién tinh tao ra cac mang
ludi mong mudn.,

1.5.2. Mot s6 ky thudt tao cdu triic

Cac k¥ thuat co — nhiét :

* Qud trinhi two soi -

Qua trinh tao sgi tir protein diu twong duge thuc hién qua cac cong
doan sau _

— Tao isolat dau tuong (c6 ham lugng protein trén 85,8%, pH =8 — 10).

— Ep dun qua ludi (cé cdc 16 c6 kich thude 50 — 200pm).

- Soi ra duoc nhing ngap trong bén dong tu chia axit (lactic, axetic
hoéc photphoric) pH =2 — 4.

— Soi duoc 1iép tuc dua qua mot bon rira ¢é pH trung tinh.

— Soi duge dua sdy kho 1ao san pham.

Dé 1a0 soi, protein phai cé mot s6 tinh chat sau :

+ Phan tr bién tinh hodc mach thing phii cé do dai t6i thiéu 100mm.

+ Phan tlr phai chifa mot s6 16n cdc nhém phan cuc cho phép tao céac lién
kel gitra cic phan n.

+ Khdi lugng phan tir ndm trong khoang 10000 dén 50000 Dalton (Da)
(néu M qué cao do nhét tang s& gay kho khan cho qud trinh kéo sgi, néu M
nho, sgi dé dint).
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+ Thuoc tinh cla soi c6 thé duge cai thién nho xir 1y hod hoc béi
foocmol hoadc axctic khan. Mot s6 phu gia ciing thudng duge sir dung nhu
gluten (vai %) cai thién dé bcn co hoc. Lipit tao cho sgi protein mém trong
khi d¢ tinh bot 1dm ting kha niing hydrat hod va giit nude.

Cac protein dang sgi duoc -hé tdc dau tién Ia ovalbumin, collagen,
cazeln, isolat dau tuong.

So1 tinh bot 1a sy chap lai cla rat nhiéu phan wr amiloza va amilopectin.
301 dugce tae thanh khi ép dun dich tinh bot da duoe hé hod qua mot ban ¢é
duc 16. Khi qua 16 cdc phan i tinh bot s& ¢6 xu hudng kéo cang ra v tu
sdp x€p song song v&i nhau theo chiéu cia dong chay. Cic soi vira ra khoi
khuon duoc nhing ngay vao mot bé dung nude nong dé dinh hinh, tiép dé
s0i duge chuyén sang bé nude lanh dé cdc phan ur lien hop lai véi nhau
duge chat hon.

Do dai hay do bén dit cua toan soi ta do luc tuong tac giita cic phan tur
cing nhu lyc wrong tdc noi phan o quyét dinh. Soi cla cic tinh bot chita
nhi¢u amiloza (dau xanh, dong giéng) thudmg chac va dai hon vi phan o
amiloza dai nén luc twong tic gilta cdc phan tir 1ém, do d6 ¢6 do bén diit lm.
Nguoc fai, v6i cdc soi tir tinh bot chiva nhidu amilopectin ¢é do bén dit kém
do cic mach nhdnh cua amilopectin thutmg rdt ngan nén luc tuong tic gita
cac phan ar rat yéu.

Ciing ¢6 th¢ thu duoc soi amiloza cé do bén dit cao bing cich hod tan
amiloza trong dung dich nudc chita 109% foocmaldehyt ¢ nhiét do 120°C va
pH = 3 dé ¢ do nhét 20 — 300P. Sau dé ¢p dun dung dich qua bé dong tu cé
chita hydrrat amon hodc hydrazin va mudi vo co nitrat photphat.

* Neu —ép dnn

Day la mot ky thuat duoc dp dung tir rdit lau cho viéc ché tic cic bot
nhao thuc pham. Theo phuong phép nay, vat liéu tao cau tric ¢é d6 nhat kha
cao duge dua vao va nhao tron trong mot vit vo tan. Viéc nén ¢p duoc dam
bao boi viee thit chat sau méi budc vit do viée gidm khong gian gitta vit va
thanh xylin. San pham nén chiu mot hee cit va lam nong lén do su cdn gittu
vil vir thanh xylin,

C6 hai dang thi¢t bi thuong dugce sir dung : mdy ép ditn don vit va may
¢p dun hai vit,
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Chuong II

CONG NGHE PROTEIN

Cho t¢i nhilng nam gin day, viéc thu héi/chiét tach protein tir cdc nguon
wr nhién chit y&u s dung cho cong nghiép thuc pham. Cac protein ¢d cic
dac tinh quy nhu enzym hoic cdc protein ¢é duge tinh hodc hoocmon mai
duoce chiét tich va tinh ché. Cling vdi sy phat trién, vi¢éc thu héi cdce protein
dang tinh khiét va tao cdu tric cho ching khong ¢on gap cic trd ngai vé k¥
thuat, do vay xu hudng hién nay, protein duge thu nhan dang tinh khi€t theo
muc tiéu sir dung, thudng dudi hai dang : ché pham protein va protein ding
cho phan tich. Trén cu ¢ protein thu nhan duge, cde dang san pham chia
protcin véi cac can tric moéi duge tao ra.

Muc tiéu ctia thu nhan va tao cdc sdn pham tix protein khé da dang :

— Cai thién tinh chit dinh dudng cta protein : Co thé dat dugc muc tiéu
nay bang cdch loai trir cdc nhan 16 gay doc hoac khong cé 1gi vén ton 1ai
trong nguyén li¢u ddu hodc tich cdc thanh phan khac lién kél vdi protein lam
tang gid tri hap thu cua prrotein.

- Cai thi¢n tinh chit cim quan cha protein nguyén thuy : Loai trir cdc
chdt miw, chat tao vi khong phii hgp ¢6 trong nguyén liéu dau. Muc tiéu nay
ciing ¢6 thé dat duge bing cdch [am gidu protein bing cich loai di cic thanh
phdn khdc nhu lipit, mudi... lam tang tinh chit chifc nang cia protein. Cac
protein duoc thu nhan vi tao cdc san phdm mo phong, tao san pham c6 tinh
chiit cam quan mong muon.

— Nang cao hiéu qua kinh (& ctia cac san pham thuc pham chia protein :
Ciic nguyén liéu ddu chita protein ¢6 thé khong hdp din ngudi ticu diing nhu
protein thuc val, protein ¢d. Cong nghé protein cho phép cdi tao tinh chét
chiic nang cta céc protein niy, tao ciiu tric mdi cho chang dé phét trién san
pham méi, ning cao gid tri cha nguyén ligu dau.

— Thu nhan cdc ché pham protein sinh hoc : Cic protein ¢6 hoat tinh
sinh hoc quy cé thé tim thay trong cdc nguyén li¢u thuc vat, dong vat, vi
sinh vat. Chiing ¢6 thé chi ¢é ¢ ham lugng rdt nhé. Can tich va tinh ché céc
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protcin dang nay tr nguyén liéu dau va can dam bao tinh chat sinh hoc quy
gid cua ching va tinh kinh t& ciia ché phdm. Tuy nhién, do dac tinh sinh hoc
quy ctia chiing nén gid tri kinh t¢ ¢6 thé dem lai cia cdc dang protein nay lai
cling rat cao.

— Thu hoi va nang cao gid tri phu phdm cong nghiép chira protein : Cong
nghi¢p thye phidm tao ra nhiéu phu phim chita protein, trong d6 nhiéu
protcin ¢6 gid tri cao vé dinh dudng, vé tinh chat cong nghé ciing nhu dic
tinh sinh hoc cia ching. Viée thu héi protein ti phu pham cling gidp 1am
giam chi phi cho x{r 1§ 6 nhiém moi trudng do cdc chat thai nay gay ra néu
Xd ra moi trudng.

2.1. Nguoén protein va nguyén tic khai thac protein
2.1.1. Nguon protein

Protein la thanh phan xay dung co thé khong thé thi€u dugc, do vay, vé
nguyén tic ¢6 thé tim thay protein tr moi ngudn tw nhién nhu tir mo thue var,
dong vat, canh truomg vi sinh vat.

* Protein dong vdat :

Protcin dong vat la nguon protcin phé bién nhit, bao gdm h¢ théng
protein cua thit, ¢d, trimg, stra v ctia phu pham cta cong nghiép thuc pham.
Protein ¢ (thong thudng it tan trong nudce néu chura dugce khir lipit t6t. Trong
cong nghe protein, thudng protein coa ca duge tich ra, thu héi va cai tao
chat lugng nhd tao surimi {mot dang bot protein khong mii, nhét, dan héi va
khong 6n dinh).

Protcin sita bao gém cazein va cazeinat ciing nhu lactoserum, phu phim
cua cong nghiép sita. Cazein 1a mot protein ma tinh chat tao nhii ciia ching
duoc su dung rdt nhiéu trong cong nghiép thuc pham hoac cang nghiép keo
ddn, ho.

Protein cia mdu va noi tang dong vat 12 mot ngudn protein ¢6 thé thu
héi cho san pham gid tri cao nhu globin, chat tao nhi sir dung cho thue phim
hodc cdc nganh cong nghiép khac,

* Protein thige vt :

Do dac trung cdu tao loai, thuc vat duge xem 13 nguén protein it phd
bién nhat ngoai trir mét s6 ngudn protein kinh dién nhu dau twong. Gén day,
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protein tir cidc ngudn dau dé khic nhu dau Ha Lan, dau do, céic loai hat nhu
hat huéng duong, hat cai... ciing dugc khai thac va sir dung (bang 2.1).

Bang 2.1. Ham iugng protein clia mét s hat thuc vat (%)

Protein NuréGe

Litong thicc

| Liia my 7-18 8 -18
Ngo 7-12 11
Lda 7.5-9 12
Hat, diu -(.fé; (tink theo 96 chat kho) )
Pau Hi Lan 27
Dau xanh 25
Dau tvong 35-50
Lac 25-30
Hat huéng duong 20— 38

[_Hz_i[ cai o 15-30

Nguyén liéu protein hat thuc vat khong chi khdc nhau vé ham lugng ma
con khdc nhau nhiéu vé thanh phan ciu tir protein cia chiing (bang 2.2).

Bang 2.2. Phan doan protein mdt s& loai hat thuc vat (%)

Loai thﬁc vat Albumin Globulin Prolamin Glutenin
Pau Ha Lan 21 66 .- - 12
bau t;Ung 10 90 - -
Bot my 5 10 | 45 40

Céc loai 14 thue vat 12 mot ngudn protein quan trong, tuy nhién do cau
tric va thanh phan phic tap, protein thudng nam trong hén hop céc thanh
phan khac nhau ctia 14 thuc vat, lién két véi cdc thanh phan khong ¢6 gid tri
dinh dudng, gid tri sinh hoc, vi thé, nguén protein 14 thuc vat duge khai thac
rat {t. Rat gin day, protein trong 14 thyc vat duge khai théc chi yéu 14 dé thu
héi cdc enzym c6 hoat tinh sinh hoc.
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* Protein vi st vt

Protein vi sinh vét duge xem 14 mot nguén protein hap din do dic tinh
chira khd diy du va can déi thanh phin cia cic axit amin cling nhu ham
lugng protein cua t€ bao vi sinh vat.

Nguén protein tir vi sinh vat ¢6 mot s6 loi the : t6c do sinh trudng nhanh,
thiic 4n ré, ning cap san xudl dé dang, chu dong thiét k&€ va xay dung day
chuyén cong ngh¢ tong hop protein, khong phu thuéc vao thai tict hay khi
hau, cé kha nang kiém sodt qud trinh chat ché. Cdc nhém vi sinh vat dung
trong san xuat protein thuong bao gém 1) Tio don bao va da bao (Spirnfina
maxima, Nostoc commune, Nematonostoc elagelliforme, Chlorella). Ham
lugng protein cia tao 40 — 70,5% va 1y 1é axit amin khong thay thé cao.
2) Nam men : Trong cdc ngudn proicin san xudl tir con dudng vi sinh vat,
ndm men duge sir dung rong rdi nhat. Ndm men chira 40 — 60% protein, cic
protcin gan véi protein dong vat va chita dil cdc axil amin khong thay thé.
3) Xa khuén va ndm méc : it dugc sit dung Ihm nguén protein do gid tri dinh
dudng cua ching kém hon vi ky thudt nuéi cdy phirc tap hon nam men.
Protcin vi sinh vat 14 nguon rdt hdp din cho sir dung trong céng nghiép thuc
pham, va trong chan nuéi.

* Protein 1di t6 hop :

Bén canh cdc nguén protein khai thic tir cic nguén tur nhién, mét nguén
protein rdt quan trong 1a cic protein duge tong hop tir sinh vat cai bién gen.
Ti¢n bo trong k§ thuat gen trong vai thap ky gin day cho phép kién tao
protein m&i dua vao cai tao va tdi 19 hop cic nguén gen protein. Hién nay
cdc protein tdi 16 hop véi cdc dac tinh quy duge biéu hién trong cdc vat cha
la dong vat, thuc vat hoac vi sinh vat cang 1am phong phi thém nguén
protein va kha nang sir dung ching.

2.1.2. Nguyén tdac thu nhdn protein tu nhién

Céc protein ¢é nguén géc tu nhién tir mo dong vat, thue vat, canh truomg
vi sinh vat v6i cdc dic tinh khac nhau duoc khai thic cho céc muc tiéu tng
dung khédc nhau : sir dung trong thuc pham va céng nghiép thuc phim, cho
cong nghé duoc, cong nghé enzym, hoocmon...
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Mot qua trinh khai thac protein bao goém cdc giat doan co ban sau :

— Lam giau hodc chiét tach protein tir cdc vat liéu sinh hoc phiic hop.

— Tinh ché protcin.

- Tao ¢du tric cho san pham.

- On dinh san pham.

Do déc tinh vi kha nang tao cac phitc hop phic tap clia protein véi cac
hop phin hod sinh khdc trong co thé, hiéu sudl chiét tich protein thuong bi
han ch¢. Ngoai ra, do dac tinh cdu tric phic tap cta protein, viéc khai thic
protein dam bio duge nguyén ven trang thai va hoat tinh ctia chiing 14 van dé
can luu ¥ khi khai thic cdc protein,

San phim protein duge chia thanh 2 nhém : cdc san phdm giau protein
va cdc ch€ pham protein. Thy theo dang sin pham, viéc thu nhan ching di
theo cic con dudng khic nhau,

a) Phicong phdap lam giaun protein

Thong thuéng cho muc tiéu thyc pham hoac dinh dudng chi cin thu
nhan cic san pham giau protein quan tam ma khong doi héi phai phan tich
cdc protein khoi cdc protein va cdc chit khic, Khi do, mot qua trinh [am
giau protein thuong bao gém 4 giai doan ¢hinh 2.1).

—Xit 1y o hioe - Giai doan phan tdn nho vat 1iéu ndy nhiam muc dich tang
ty 1¢ be mat/ the tich céa vat liéu ban dau, tao diéu kién cho giai doan phan
doan protein sau nay thuin tién va hiéu qua,

— Xit 1y nhiér : Thong thuomg vat lieu ding lam giau protein dugc xir 1y
nhi¢t trong khoang thoi gian khic nhau tily vio ban chat vat lieu. Nhigt do
xu ly duoc gilt trong khoang 40 — 50°C, trdnh gay bi¢n tinh protein. Qud
trinh xu 1y nhi¢t nhim muc tiéu hodic 1am chuyén trang thdi vat liéu Gr rin
sang long (néng chdy chit béo...), hodc tr 16ng sang rin (két tha, két tu...),
hoac khu nude. Qua trinh nay doi khi con kem thco muc dich khir trung hoac
thanh trung cho vat li¢u.

— Tdch pha rdn clitu protein : Thong thuomg duge thue hién nhd viéc ép
(tach lipit) hay ly tam (tdch nuéc). Trong giai doan nay, lipit cé thé duoc loai
nh& cdc phuong phap chi¢t hai pha ran — 1dng.

35



~ Sdy pha rdn chita protein, l0ai nudc, 6n dinh san phim.

Vat ligu

F

X{rly ¢d hoc

Y

Hoa tan protein
trong pha ldng

!

Loai pha rén

v

Loai pha Idng

Ad

San pham
giau protein

Hinh 2.1. Sg d6 thu nhan san pham giau protein

b) Phan tach protein

Mot protein ¢ hoat tinh quan trong nao dé cén phédi dugc thu nhan &
trang thai tuong déi tinh khiét. Diéu nay doi hodi phai tdch chiing ra khoi vat
lieu ban déu va tinh ché & mic d¢ tinh khiét ciia protein tiy theo yéu ciu sir
dung chiing. Nhin chung ¢6 hai miic tinh khiét yéu cdu : miic ché phdm hoac
miutc phan tich.

Thudng thi ch€ pham protein cidn duge thu véi luong lon cdc protein
voi mic do tinh khi€t khdc nhau. Cic ch€ phdm thuong mai nhu céc
enzym, cdc protein ¢6 gid tri dinh dudng (isolat dau tuong), mot s6 céc
protein co duge tinh (insulin) 1a c4c san phdm kh4 dién hinh ctia dang ché
pham protein. Cic dang protein c6 miic d¢ tinh khiét yéu cdu dé sir dung
cho phén tich, nghién citu thi luong tinh ch€ yéu ciu rat nhéd (nghién ciu
cdu tric, chitc ning protein).
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D6 déng nhat cha protein trong mot vat liéu sinh hoc : Cé thé ciing lic
t6n tai cdc protein & cdc trang thdi tan khdc nhau : hoa tan trong nudc
(albumin, globulin...) hoac cdc dang khong tan hodc it tan trong nudc
{protein hinh s¢i). Cdc protein con tham gia trong cau tao phiic hop cia hop
chét khdc nhu polysaccarit (hemixenluloza) hodc cdc hop chat nito, lipit,
chat mau...Véi cac dang nay, dé giai phong protein, can thiét c6 cc xir 1y
ban ddu nhu xir 1y hod chét, enzym hoac nghién co hec don gidn. Viée thu
nhan protein phu thuoc nhi¢u yé&u t6, bao gém : do déng nhét cua protein
trong vat li¢u, hinh dang va kich thudc phan tr, d6 phan cuc clia protein, 46
hoat dong bé mat (tinh chat bé mat) cha chiing.

Qua trinh phéan tdch protein khoéi vat liéu dau bao gém 3 giai doan
co ban :

— Hoa tan protein trong dung dich.

— Chiét, tach protein khoi vart ligu.

— Tinh sach protein.

* Hoa tan protein :

Kha nang hoa tan protein trong dung dich c6 thé dugc hé trg bing cich
thay déi cdc y&u 16 hod hoc hoac sit dung enzym.

(c yéu 16 hod hoc c¢6 anh hudng khong déng thdi t6i kha nang hoa tan
protein bao gém : lyc ion, pH, nhiét do va nong do Ca>",

Do 1ai pl, protein trung hoa vé dién tich nén d¢ hea tan cia chiing nho
nhat tai cdc gid tri pl (khoang pH = 4,5 — 6), diéu nay dac biét quan trong
voi cdc protein bién tinh. D€ hoa tan protein, thong thudng gié tri pH duoc
chon 1a kiem nhe do tai d6 d¢ hoa tan ciia protein 12 16n nhét va moi trudmg
gan vdi trung tinh, nguy co bién tinh protein 13 nhé nhat. Cling cdn luu ¥ 12
tai cdc gid tri pH > 9, c6 thé xdy ra hién twong raxemic hod céc axit amin va
tao cic cdu dong hod tri ngoai hodc noi phan tlr protein, 1am thay déi ciu
(ric va gia tri cua protein.

Luyc ion thong thudng dugc thay déi tai cdc pH trung tinh hoic xung
quanh pl nhg viée sir dung céc mudi tan. Tai cdc lyc ion cao hoic thip qua,
do tan cuia protein giam.

Viéc hoa tan protein nén thyc hién & nhiét do thap dé giam nguy co
bi€n tinh protein va nguy co méu bi pha huy béi vi sinh vat. Néu protein
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can tach c6 kha nang chiu nhiét t6t, chi¢t ching & nhiét d6 cao gidap han
chi¢ cdc chat khong mong mudn hoa tan trong dung dich vi nang cao hiéu
gua thu nhan protein,

Tuy vay, viéc lua chon cdc yéu t6 nay luén gén 1ién véi phuong phdp thu
nhan protein tuong (ng. Vi du, néu thu nhan protein biang két tha tai pl cia
chung thi yéu 16 pH Ia quan trong nhit trong khi luc ion (néng do mudi
trong dung dich) doi khi lam tang do hoa tan cia protcin tai pl. Tuong tu
nhu vy, néu sir dung cdc k¥ thuat séc ky ion, gid tri pH cuia dung dich
protein cin tuong thich véi dién tich cdn cé dé viéc phan tich protein trén
cot sac ky duge hic¢u qua.

Viéc st dung cdc cnzym trong hod tan protein khd han ché do cic
enzym phd v& cdc lién k&t ngoai phan tfr cia protein, tao ra su hod tan kha
dé cha protein va thudng kém theo vige hoa tan trong dung dich nhiéu hop
chiit khic, gay khé khin cho qud trinh chiét tAch sau nay. Ngoai ra., viée sir
dung enzym c6 thé mang lai vi dang cho san phim sau xir Iy néu sir dung
cho thue pham.

*Tach protein :

Viée tich va thu héi cde protein nhu protein ciia mdu dong vat trong
cong nghiép @it mo, cazein, betalactoglobulin tir lactoserum clia cong
nghi¢p sira, protein cha ca (surimti), protein clia thuc vat nhu dau twong di
dugc thuc hién 6 quy mé cong nghiép.

Viéc tach protein khoi dung dich protein nha céc k¥ thuat khac nhau ¢6
thé sir dung céc ky thuat :

- Keét tua protein trong pha long va tach két tha khéi pha long.

— Ky thuat loc dya trén kich thude phan .

- C6 dinh protein trén céc chat mang (hdp thu/hap phu) sau do rira thu
héi protein tir cdc chat mang dé.

Céc k¥ thuat ké trén duge xem 13 161 wu vi hiéu sudt thu héi Ién, tréanh
bién tinh protein, tuy vay viéc thuc hién céc ky thuat niy & quy mo 16n van
can dugc xem xét,

(6 3 thong s6 can xem xét khi tich protein :

- Hi¢u suat tdch  Hi¢u sudl tich protein 12 ty 1& gifta lwong protein
tach duge va lugng protein can tdch cta vat licu d6 (ham lugng protein dé
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cta nguyén li¢u). Hiéu suat nay thuong thap khi tach protein thuc vat (tri
dau wong).

— Kha nang tich chon loc : Thong thudng cdc ky thuat trén khong co
tinh chon loc cao. Trong 1ing dung cho thyc phdm thi dic diém nay khong
cin xem xét nhung d6i véi cdc protein cho muyc tiéu duge pham thi cin cé
cdc qud trinh tinh ché protein tiép sau.

— Chi phi : Chi phi cta qud trinh tich protein phu thudc vao 6¢ do cta
viée chi€lt protein va néng d¢ cua protein chiét duoc.

Nguwi ta sir dung cic k§ thuat sau dé két taa protein :

+ Két riia protein nhe mudi (hiéu itng salting out) :

Két tha protein nh& mudi 13 phwong phdp thong thudng nhit trong cic
phuong phap két tua. Thong thudng nong dé mudi thap lam tang mic do hoa
tan protcin do protein dugc bao boc bai I6p vo ion trdi ddu cha muéi, niang
luong tinh dién tv do cua protein giam, hoat tinh dung moi tang (hiéu ng
salting in}). Nguoc lai, khi tang nong d¢ mudi, cdc ion mudi lam giam luc
hydrat hod cua cic ion mudi, lam gidm do hoa tan cua protein, dan t6i két
tia protein (salting out) — Dinh luat Cohn.

log S=B~KI

S : do hoa tan cua protein ; B : hang s6 (phu thudc pH, nhiét do, néng do
protein} ; K : hing sd sulting out (phu thudc loai protein, pH va nhiét do) ;
[ : luc ion cia dung dich muadi (hinh 2.2).

Log d¢ hoit tan protéin

Néng do mudi

Hinh 2.2. Su phu thugc dé hoa tan cla protein vao néng dé mudi
trong hiéu Ung salting out

Tir hinh 2.2 ¢6 thé thdy & cung mot néng do mudi, cdc protcin khdc nhau
c6 do tan khic nhau. Hay néi khéc di, c6 thé sir dung néng do mudi khac
nhau dé két tia cdc protein khdc nhau (két tha phan doan protein nher mugi).
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+ Két tiia nho dung moi :

Khi dung m6i duge thém vao dung dich protcin lam gidm hing s6 di¢n
moi cka moi trudng. Quan hé gifra do tan protein va hing s6 duoc thé hién
trong cong thiic sau :

In (5/8w) = (A/RT) (1/Dw — 1/D)

S : do tan cua protein trong dung moi him co ; Sw : do tan cha protein
trong dung dich nude ; D : hing s6 dién moi ctia dung dich chida dung maéi ;
R : hiing s6 khi ; T : nhiét do tuyét d6i : A : hing s6.

Ciing cin lvu ¥ ring dung maoi 13 mot tidc nhan gy bién tinh protein do
chiing c6 4i lyc véi bé mat ky nudc cua protein, vi the cén gilt néng do dung
moi thdp. Riéng cdc dung moi nhu 2 metyl — 2,4 —pentane diol (MPD),
dimetyl sulfoxit (DMSQ) va etanol c6 thé sir dung & nong do cao. Cic dung
moi thudong hay duge sir dung 1 ctanol va axeton, cac dung mai khic {t duoc
st dung do dé lam bién tinh protein.

Céc protein c6 thé bi két tha khi bd sung dung moi & néng do xic dinh
do vi¢c thém dung moi lam gidm lugng cdc phan tir nudc tuong tac véi
protein. Ciing ¢6 thé két tha phan doan mét dung dich protein bing céch
thay déi néng do dung méi khdc nhau d€ phan tich céc protein do céc
protein khac nhau bi két tia tai cac néng d6 dung méi khdc nhau. K¢t tiia
protein bang dung moi c6 thé dat hiéu qua thap tai néng do protein cao va
pH xa diém dang dién. Thong thuong, két tha nh dung moi thuc hién tai
nhi¢t d¢ thip trong dung dich ¢6 luc ion 0,05 — 2M. Néng do protein cao
hoac thap hon déu lam giam hiéu qué két tha. Viéc lua chon dung moi phu
thudc vao khéi luong phan tlr clia protein, protein ¢6 khoi luong phan tir
cang cao thi lugng dung méi cin cang it hon. Vi axeton, cé thé tinh theo
phuong trinh sau :

F(viv)%e)=1.8-0.12 In [MW]
Trong dé6 : (v/v)% = phan tram thé tich
MW = khéi luong phan tir protein
+ Két tia dang dién cdc protein :
B¢ phéan cuc cha protein phu thudc vao ty 1é cdc mach bén phan cuc
dugc ion hod (-COO ™, —~NH>*...) hoac khang ion hod (—SH, ~OH...) so véi
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cdc g6c ky nudc khong phan cue (mach bén vong, cacbuahydro). D6 phéan
cuc cua chiing con phu thudc vao cdu tric khong gian ctia protein. Cin ci
vio tinh phan cuc cha protein, ¢6 thé tich protcin nhéy vao viée két tia chiing
tai cdc dung dich ¢é luc ion va pH khac nhau.

Protein bi bién tinh bdi cc tdc nhan nhu axit, nhiét do, etanol... ¢6 thé bi
két tiia hoan toan tai gia tri pl ctia chiing. Viéc lua chon tic nhan bién tinh
protein can tinh dén kha ning bién tinh thuan nghich hay khong cia protein
can thu nhan. Dic biét trong trudng hop protein can thu nhéan la protein ¢6
hoat tinh sinh hoc, khong ap dung dugc cdc tac nhan bién tinh khong thuin
nghich nhu nhi¢t dé do sy bién tinh 1am mét hoat tinh cla ching. D¢ két tha
protein cé thé sir dung tricloaxetic d¢ diéu chinh pH dung dich protein vé pl
cua chiing.

+ K§ thudt dong két tau — hdp phu — gidi hap phu .

Viéc k&t tia protein ¢6 thé duge thuc hién nh& sy hd trg trong dung dich
clia cac téc nhan nhu hexametaphotphat, polyetylen glycol, axit deoxycholic,
axit polyacrylic, bentonit, chitosan, clorua sat, lingosunphonat hoac cic chat
keo am dién khéc. Trong truémg hop sir dung hexametaphotphat, c¢é the két
toa téi 90% protein cha lactoserum. Két tha nay sau d6é dugce thu lai va hoa
tan lai trong dém pH = 3, khir nhém photphat bang cot trac d6i ion va loc
gel. Co thé sir dung axit polyacrylic hd trg thu nhan protein trong huyét
tuong cé tinh chat tuong ty véi albumin trong long trang tning. Dau tién, cdc
protein dugc két toa tai pH = 4 khi c6 mat axit polyacrylic, kél tha sau 4o
dugc hoa tan lai trong dém pH = 6,5. Axit polyacrylic dugc loai khoi dung
dich protein nh& két tha v4i mudi magie cacbonat. Mot s¢ tic nhan két tia
khic & quy mo6 phong thi nghiém nhu chitosan, betonit, lingosunphonat...

+ K¢ét tia protein bang enzym :

Cic enzym c6 thé sir dung két tia protein c6 kha nang tao cdu ngoai
phan tir gitta ching, lam két tu cdc khéi protein, nho vay ching duge tich
khoi dung dich. Enzym d6ng tu sifa (renin) 12 mot vi du dién hinh cia viéc
sir dung enzym cho két tha protein trong dung dich (sifa).

Cidc két tha protein dugc nia lai bing chinh dung dich két tha ching va
duoc tach khéi dung dich bing cdch loc don gian hay ly tAm (cho hiéu sudt
thu héi cao), sau d6 dugce hoa tan trong dém cé pH thich ung. Pong thoi véi
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viée tich protein khéi dung dich ban ddu, giai doan két taa ciing cho phép c6
dic protein trong méu ban dau 6i néng do cao hon nhiy sit dung mét the tich
dém hoa tan két tua nho pht hop. Dung dich protein dam dic niy sau dé
duge dem tinh sach cho cdc muc tiéu su dung khic nhau.

¥ Tink such protein :

Viée lua chon dang nguyén liéu ddu 13 nhan t6 quan trong trong thiét ké
qud trink tinh ché protein thu héi tir nguyén liéu do. Céc protein dac biét ¢6
gid 1r1 cao thudng phan bo khong déng déu trong t&€ bao thuc va dong vat,
thuong tap trung ¢ mot sé co quan hodc mé6 nhat dinh. Viée sir dung hoac
chon nguyén licu 13 cdc co quan hodac moé chita ham lugng cao cdc protein
quan tam lam giam su phic tap cho coéng doan tinh ché protein.

Mot qud trinh khai thac protein tinh khi€t bao géom rit nhi¢u giai doan :
tach protcin khoi cdc vat liéu khong protein, réi sau dé tdch profein quan
tam khoi cac protein khic. Vice tdch mot protein khéi cac protein khic dua
trén ddc trung vé kich thude protein, tinh chat 1y —hod hoc va ai luc cta
ching, la cdc qud trinh khé khan va t6n kém nhdt trong khai théc protein.

Qud trinh tdch protein khoi cdc protein khdc va tinh ché ching thong
thuong sit dung cdc tinh chit clia protein, nhd dé viéc tinh sach protein duoc
thuc hi¢n nho hang loat cde ky thuat loc, sac ky va dién di :

— Tinh phan ly ding dién cia protein : Protein tich dién tai céc gia tri pH
khidc nhau cua dung dich ; protein trung hoa di¢n tai gi4 tri pl cia chiing.
Tinh chat nay lam cho protein tao lién két véi cdc ion hodc di chuyén trong
di¢n truong trong dung dich ¢6 pH # pl cua ching, nho dé, protein duoc tich
khoi céc protein khic.

— Tinh chat bé mat cha protein : Protein ¢6 thé hap thu/h4p phu trén bé
mat cdc chat mang khdc nhau. Nho dé protein ¢6 thé duge phan tich nhau
nhd sac ky 4i luc.

— Kich thu6e phan tir cda protein : Protein ¢6 thé duge tich khoi cac
protein khdc nh& vao kich thude phan tir cha ching nhef vao k§ thuat "sang
phén " hay sicu loc.

+ K thuct loc

Protein 1a cao phan tlr, do vay cdc phuong phdp phan t4ch protein sir
dung mang loc phan tir kha hitu hi¢u. Tuy nhién, cdc phuong phap nay chi sir
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dung duge d6i véi cdc ngudn protein dong vit trong dung dich sinh 1y nhu
sita, mau, huyél thanh ma khong dp dung duge d6i véi cdc ngudn protein
thuc vat do ching ndm trong phiic hop cic polyme khéc.

Cic k¥ thuat phan tich protein theo kich thuée phin 1 cua chiing nho
mot mang "ban thaim" hoac mang loc phan ur (bang 2.2). Dung dich protcin
khi do dugc phan thanh 2 pha : pha (1) khong di qua mang loc chita cac cao
phan tr, trong d6 ¢6 protein va pha (2) di qua mang lgc chi chita cac phan
¢6 kich thude nho hon kich thude mang loc (peptit, gluxit don gidn, mudi...)
vdi nong d6 can bang vai chiing trong pha (1),

Bang 2.3. Phan doan ky thuét loc mang

K¥ thuat loc Kich thudc (LLII-“I-) !’h:‘in tu
L(_)L_ i s ; - .
3 Nhii tuong Sinh vat
1 don bao
Viloc Tép hop virut
0.1 Keo cazein
Cao phan tir tong hop vi tu nhién |
Si¢u loc : (E;;o‘phﬂn twr tong hop va nhiéﬁ- |
0,01 Hat virut
Vi khuan nho
0,001 Hoocmon, vitamin, phic hitu co
Tham thau nguge Phan ti hitu co don gidn |
| i 0,0001 lon va nguyén tir

Mang loc cho protein duge phin thanh 2 loai theo kich thude mang :

e Mang vi loc (microfiltration) : Theo nghia thong thudong, vi loc ¢6 kha
nang giir lai cdc phan tr ¢o6 kich thude cd 0,1-1 pm. Trong k¥ thuat vi loc
protein, mang ceramic hodc mang oxyt nhom cé kha nang giir cdc phiin 1w
I6n tao thanh trén bé mit mang vi loc mot mang phan cuc dong vai trd nhu
mang si¢u loc.
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* Mang siéu loc (ultrafiltration) : Cic mang c6 ban chét hitu co hay
khodng, ¢6 kha nang giif cdc phan tir 10> — 10 ’um hodc khéi luong phan
ta > 10 000 Da.

Mang loc c6 thé duogc thiét k€ duéi nhiéu dang hinh hoc : dang bén,
dang 6ng, dang s¢i hoac dang cdu. Nguyén tic loc va vi du hé thong loc
duogc trinh bay trén hinh 2.3.

Trong ky thuat siéu loc, nhiéu yéu t6 anh hudng t6i qua trinh loc. Hiéu
ing mang phén cuc protein han ch€ néng do cta protein chiét duogc trong
phén tr giit lai & ngudng 20 — 30%. D€ qué trinh loc ¢6 thé thuc hién tiép tuc
va 6n dinh, dp dung mot dp luc khi nito 6n dinh cho dong hoac pha lodng
dong loc v6i nude sao cho luu lugng dong nude pha lodng bang luvu luong
dong qua mang (diafiltration).

pri=s ey

Céu tric mang Phan tir Phan tir
qua mang gilr lai loc mang

Hinh 2.3. Mang va hé théng siéu loc

Khi sir dung k¥ thuat siéu loc dé tinh ché protein, cic ciu tir chiét dugc
khong duoc chifa cdc cao phan tir khong c6 ban chat protein. Vi thé, ky thuat
nay khong dp dung dugc d6i véi cac nguyén liéu ddu nhu mdu, lactoserum
hoéc dich chiét tir thuc vat.

Ngoai ra, khi chi muén loai nuéc, c6 thé sir dung cic loai mang c6 do
rong thap : ky thuat thdm thau ngugc. Mot k§ thuat méi c6 thé sir dung 12 loc
qua mang loc nano. Mang loc nay cho phép loai mu6i, nuéc ma giir lai tat ca
céc hop chat cé kich thude nhu peptit.

+ Ky thudt sdc ky trao doi ion :

Séc ky trao d6i ion gii lai cdc chét cdn phan tich nhdy tuong tic ion véi
phan tir cdn phén tich. Pha ¢6 dinh trong k¥ thuat sic ky nay chita cic nhém
ion hod ¢6 kha nang tuong téc vé6i chat phan tich mang dién trai ddu. Sic ky
trao d6i ion dugc chia thanh hai loai : trao déi ion 4m va trao déi ion duong :

44



» Cot trao déi ion duong ¢6 kha ning gilt lai cdc ion duong do cic nhém
chifc cia pha c6 dinh mang di¢n tich &m (vi du axit photphoric}.

o Cot trao déi ion am ¢6 khé nang giir lai cdc ion am do cac nhom chite
ctia pha c6 dinh mang dién tich duong (vi du NH,").

Séc ky trao déi ion phan tich protein dua trén kha nang tich dién clia cdc
nhém chite cla protein. Kha nang tich dién cda mot protein fai phu thugce
vao pha déng, vao pH clia pha dong, do vay thay doi pH va lyc ion cia pha
dong 1am tang kha nang gan hodc tich protein khoi pha finh va vi th¢ tach
protein khéi hdn hop cic protein khac. Vi du, mot protein tich dién duong tai
pH = 7, khi &y né gén v6i cot ion &m, duoc gifr lai trén cOt trong khi cac
protein tich dién am bi rira troi khoi cot sac ky. Khi thay d6i pH (ting pH),
protein nay tich di¢n am, khi &y n6 bi rira troi khéi cot. Bén canh do, thay
déi luc ion cua pha dong tao ra tdc dung nhu "sang ion" : Cic ion trong pha
dong tuong tdc véi ion trong pha tinh, tdch céc ion gan trén pha ran theo luc
ion tuong ung.

C6 hai phuong phap trao d6i ion dugc sir dung & quy mo cong nghiép :
phuong phdp Vistec sir dung dém anion yéu DEAE (dietylaminoetyl -
xcllulose) va phuong phap Spherosil sif dung dém trao ddi anion y&u hoac hé
théng trao déi cation két hgp véi dic tinh ky nude cua khoi dém. Phuong
phap Spherosil cho phép lua chon chon loc va phan tach t6t cac protein, dac
biét cho cic protein khé phan tich bang cdc k§ thuat thong thuong. Tuy vay,
cic k¥ thuat sic ky nay vin ¢6 nhiéu han ché€ do si nhiém cic ion trong dich
rira giai protein va can co it nhat hai cot trao déi ion khi lam viéc tai pH
trung tinh.

Protein sau khi tinh ch& dugc ¢6 dac nho siéu loc, sdy hay dong kho tuy
vao dic tinh cha ching.

2.2. M6t s& céng nghé protein dign hinh
2.2.1. Cong nghé lectin
2.2.1.1. Luoc sit vé lectin

Trong nhilg nam gin day, viéc nghién ctu cic chat ¢6 hoat tinh sinh
hoc (bioactive compounds) tir cdc co thé sinh vat nhu cdc chit ¢6 hoat tinh
khang sinh, cdc hoocmon, cdc doc 16 c¢6 ung dung trong thuc tién, cic
enzym v cdc chit kim hdm enzym tir nguén dong thyc vat va vi sinh vat...
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phat trién rat manh. Ben canh d6, lectin mét chat ¢6 hoat tinh sinh hoc dac
bi¢t khéac véi cde hop chit trén cfing di duoc phdt hién hon mot thé ky nay
(tr nam [888) va dang duoc nghién ciu manh mé&, siu sic vé ciu tric va
chic nang cia ching,

Vay lectin 1a gi ? Tai sao cide nha sinh hoc vi y hoc lai dac biét quan tim
dén ching ? Chang ta hidy néu so qua vé lich sir phat hién v qud trinh
nghién citu 16p hop chat ty nhién nay.

Vao nhing ndm 1887 va 188% tai phong thi nghiem Kobert cu trudng
dai hoc Dorpat, trén doi tuong 1a cay thau dau (Ricins commnis ), Stillmark
da chiét xuat duoc chat ¢6 kha nang ngung két 1€ bao hong céu ngudi, 1am
mdt chic nang van chuyén oxy cia chung. D6 1a mét chat doc va ong goi 1a
ricin. Khi cong trinh duge cong ba (1888), ricin dugce dong dao cac nha sinh
hoc va y hoc dac biét quan tam (Kocourek J., 1986 ). Sau dé cling chinh nha
khoa hoc Stillmark lai tim thdy mét hop chét c6 tinh chit tuvong ty nhir ricin,
cing 1a mot doc 6 duoc chiét tir hat cay Croton tiglinm via Ong goi 12 crotin,

Nam 1891, mot nha khoa hoc khic 1a Hellin cung da tach dugc mot
doc 16 khdc trong hat ctia cay Abrus precatororins ¢6 kha nang fam ngung
ket 1€ bio hong cdu nguoi, dé 1a abrin. Cic doc 16 ricin, crotin va abrin ¢6
nguon gé¢ thue vat da thu hit su chi ¥ dac bi¢t cua nhiéu nha khoa hoc
cuoi the ky XIX,

Trong hai nam 1897 v 1898 mot s6 nghién citu di chuyén sang doj
tuong 1a cac loai dong vat. Ngudi mo ddu hudng nghién ciéu nay Bdfstrand
(1898). Ong da chi ra rang : Trong cdc t€ bio moé thuan khiét cia maot s6 loai
dong vit ¢6 xuong s6ng cling ¢6 nhing chat cé dac tinh doc (6 twong tur nhy
ricin. Ching lam ngung két 1€ bao hong céu ctia mot s6 lodi dong vat : bo,
lon, cd vugce... (Barondcs, [986).

Diu thé ky XX, cic hgp chit ¢é tinh chat dac bi¢t lam ngumg két & bao
hong cdu cla ngudi va mot s6 loai dong vat duge phdt hién ngay mot nhiéu
trong giGi sinh vat tir virut dén con ngudi (Golstein, ct al, 1980).

Nam 1920, Karl Landsteiner di phat hi¢n ra cdc nhém mau dac trung ¢
ngudi theo he thong A, B, O va AB. Sau niiy céc nha di truyén hoc da tim ra
dac diém di truyén cua ching la do su tuong tac giita cac gen alen va tuan
theo dinh luiat Menden.
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Bén canh nhimg nghién ciu vé sy tuong tic cha cac chit kidu ricin véi (&
bao hong cau ngudi theo nhém madu, Landsteiner (1900) cung vai
Raubischeck (1903) di nghién ciu ban chdl cta cdc doc 16 ¢6 nguon goc
thuc vat noi trén. Bang thuc nghiém déy tinb thuyét phuc hai 6ng di chi ra
rang : Cdc chat lam ngung k&t héng cau ngudi va dong vt tan trong nudc, bi
két tiia bai axeton, alcol va ¢6 thé xdc dinh bing phan ing Biure va phan ung
xantoprotein 1a cdc phan tng dédc trung cda protein va cic axit amin vong.
Ké 1ir d6 cac chat doc t6 kicu ricin duge thira nhan c6 ban chdt protein.

Thoat ddu cdc nha khoa hoc nhan thdy, sy ngung két t€ bao hong cau
cua cic doc 10 trén la mang tinh chon loc. Vi vay Krupe (1954) da xem céac
chdl nay 1 khang th¢ w nhién va goi la "protein nhin biét dic bigt". Vi
cting chinh nam do, nha khoa hoc Boyd (1954) dua trén dic tinh ngung két
chon loc cua cdc loai protein nay da goi ching 1a "lectin”. Thuat nglr nay
xudt phat wr chir Latin "Lectus” 1a dong tir qud khid cua "Legere” nghia [a
chon loc. Mic du sau ndy cic nha khoa hoc nhan thay s6 lugng cdc lectin ¢é
kha nang ngung két t¢ bao hong cau dac hiéu nhom mdu {a rat {1, chi€ém
khodang 25% tong s6 cdc dang lectin song thuft ngir nay van duge ding nhu
mot thuat ngir khoa hoc.

Tir nira cudi nhimg nam 60 cha th¢ ky ndy mot s6 dac diém hod sinh cia
lectin da duge nghién ciu tuong déi k§. Mot trong nhimg dac tinh hod sinh
guan trong cua lectin 1a kha nang ngung két 1€ bao va tuong tic véi cac loai
dudmg dac biét 12 cdc mono va disaccarit. Tir dac diém nay khi dua ra khdi
niém vé lectin, Goldstein (1980) da viét : "Lectin la protein va glycoprotein
¢6 kha nang gay ngung két t& bao hong ciu”.

Khdi niém nay dd néu bt duge ban chat hod hoc cua lectin va hai dic
tinh hod sinh dac trung ciia chiing. Khéi niém nay ciing dong nhat véi dinh
nghia vé lectin ma Houston va Dooley da dua ra nam 1982 : "Lectin 1a
protein tuwong Lac dac hiéu duong, dac tinh co ban cia né 1a kha nang gay
ngung két té bao hong cau”.

Nim 1995, Peuman va Van Dame di dua ra mot s6 khai niém mdi vé
cdu tric lién quan dén chiric nang cua lectin do nhimg tién bo trong viéc tich
dong phan tu cic lectin va nhimg protcin ¢6 quan hé vdi lectin. Theo hai tic
gia niy, dua vao cau tric phan tir va biéu hién hoat tinh sinh hoc ¢é thé phan
chia lectin tam 3 loa :
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— Merolectin ¢6 khéi lugng phan Y tuong ddi nhé va chi ¢6 mot trung
tam lién két véi dudng, do dé khong ¢6 hoat tinh ngung két & bao va khong
gay ket tha cdc hgp chit tien hgp dudng (glycoconjugates). Thuoe vé loai
nay la mét s6 protein cta cdc cay ho Lan (Orchiduceae).

— Hololectin ¢6 chifa it nhét hai trung tam lién két véi dudng, 1am ngung
ket t¢ bao va gay két tha do tuong tic véi nhiéu chat cong hop dudng. D6
chinh 1a cdc lectin quen thudc da duoc nghién ciu nhiéu nhat, dé phat hién
nhat vi kha nang gay ngung két t& bao ca ching va thudmg duge goi [a
haemagglutinin.

— Chimerolectin 1a nhiing phan tr trong d6 c6 it nhat mot vi trf lien két
voi dudng va c6 mot ving chifc nang sinh hoc khéc (c6é thé 13 chic nang xuc
tic sinh hoc). Thudce vé loai ndy Ia protein kim him riboxom typ 2 (RIP,
Type 2). Ngudi ta thay phan tir RIP 2 cha nhing hat thau dau (Ricinus
communis L.,) v hat cay cam thao day (Abrus precatorius L.) bao gom hai
chudi polypeptit : chudi A c6 hoat tinh xtc t4c ARN — N — glycosidaza, cé
tdc dong loai di phan tr purin trén ARNt clia hat riboxom gay bt hoat
riboxom va lam ngimg téng hop protein ; chudi B cé hoat tinh ngimg két ¢
bao va lién két dac hiéu voi galactoza, lién két véi mang t& bio dé tao didu
kién cho chudi A tham nhap gay doc cho t& bao dich. Hai chudi A va B ciia
RIP 2 n61 v6i nhau bang céc lién két disunphua va cdc lién ket cong hoa tri
khic. Tuy nhi¢n, chuéi B & phén 16n céc phan tir RIP 2 da duoc nghién citu
chi c6 trung tam lién két cacbonhydrat (trir ricin va abrin) nén ching khong
¢ hoat tinh lectin nhu cdc hololectin theo quan niém ctia Peuman vd Van
Dame. Nhu vay, theo hai ong, chi c¢6 hololectin méi dugc coi la mot lectin
thyc sy, con ricin va abrin cé hai trung tam lién két duong, c6 hoat tinh xiic
tac ARN — N - glycosidaza chi 1a mot ngoai ¢ cha lectin.

Tir khi phat hién ra ricin dén nay da trén 100 nam. Trong khoang thdi
gian d6 cdc nha khoa hoc tir nhiéu nudc khac nhau trén thé gidi da phit hién
va tinh ch€ dugce nhiéu dang lectin khdc nhau c6 nguén géc tir cic co thé
dong vat, thyc vat, vi sinh vat va ca co thé ngudi. Song 14t ca cdc nha khea
hoc déu thira nhan ring ngudi chinh thitc mé dau lich st nghién ciu lectin 13
Stiltmark va ricin duge xem nhur 12 lectin ddu tién dugc phdt hién. Nam 188§
da di vao lich sir sinh hoc nhu moét méc ddng ghi nhé, mé diu cho maot thoi
ky mdi, thdi ky nghién ctu va ving dung lectin phuc vu doi sdng con ngudi.
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2.2.1.2. Su phdn bo'lectin trong gidi sinh vt

) Sir phan b6 lectin trong gici thiee vt

D6i voi thue vat ¢ mach tac gia Allen va Brillantine (1969) da ti€n hanh
diéu tra 0 2663 loai thue vat va c6 két qua cho thay ¢6 800 loai chifa lectin,
trong dd ¢ cic cay ho Dau (Fabaceae) chiém trén 600 loai. Céc lectin cé
mat ¢ thuc vat di dugc mot s6 tic gia goi la phytohemagglutinin (nghia la
lectin thuc vat). Loai lectin thuc vat duge nghién cdu sau séc nhat 1a ConA tir
hat dau rua (Cunavalia ensiformis) (Edelman et al, 1972 va Cuningham et
al, 1975). Ngoai cic cay ho Pau cé s6 luong loai 19n nhét c6 chia lectin,
mot sO thue vat khac nhu ho Lan (Orchidaceae), ho Trinh nit (Mimosaceae),
ho Thuy tién (Amaryllidaccae), ho Hoa thao (Poceae), mot s6 loai trong
chung ciing chta lectin.

Nam 1983, nhém tac gid Nguyén Qudéc Khang, Nguyén Thi Thinh va
cong su di tién hanh diéu tra so bo cic loai dau dang ducc tréng phé bién &
Viét Nam di cho biét : ¢d t6i 60% cédc loai duge dicu tra ¢6 chira lectin.
Lectin ho Dau tam (Moraceae) & nudc ta ciing da diéu tra trong nhimg nam
gin day. Tit ca cic loai mit va mot s6 loai khdc nhu chay (Artocarpus
tonkinensis), (D6 Ngoc Lién, Tran Tuin Quynh (1991)) saké (Artocarpus
incia) chi Artocarpus déu chita lectin ¢6 hoat do rat cao. Cdc cong trinh diéu
tra sy phan b6 clia lectin ¢ cdc cay thuée dong y ciing da ti€n hanh trong
nam 1993 ¢ nuée ta do céc tic gia Nguyén Van Loi va cong sy tién hanh
trén pham vi cdc cay thudc dan toc mién bac Viét Nam,

Né&u nhu thuc vat ¢é mach, sy phian bo caa lectin khé rong thi ¢ thyc vat
khong ¢6 mach, lectin chi méi duge tim thiy ¢ mot s6 loai ndm (Fungi), dia
y (Lichenes) vi tao (Algac). Trong 105 loai tdo bién & nudc Anh duge diéu
tra thi chi ¢6 19 loai tao chida lectin ¢6 hoat do thap. Tir nam 1950, lectin clia
lodi nim cing di duoc didu tra. Doi twong didu tra 12 loai ndm that
(Eumycophyta). Trong 390 loai duge nghién cdu chi ¢é 4 loai chita lectin.
Céc loai nam thap ma dién hinh 12 ndm nhdy (Myxomyceles), lectin ciing di
duge tim thdy.

Nam 19535, Estola va Varitia da tién hanh diéu tra lectin cta khoang 100
loai dia y (Lis va Sharon, 1986).

Mic dii con rat nhi¢u loai thuc vat chira dugc nghién citu nhimg céc din
lieu khoa hoc & trén di chitng t6 rang lectin 1a protein khd phé bién trong
gigi thuc vat nhung & mitc do khac nhav.
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b) Sw phdn b6 ciia lectin rong gidi dong vt

Lectin ¢6 nguén gdc tir dong vat ciing duoc phat hién kha sém. Lectin
trong gidi dong vat duge phdt hién ddu tién tir mot loai sam bién chau My
(Limulus polyphemus), sam bién chau A (Tachypleus tridentatus) (Bii
Phuong Thuin, DS Ngoc Lién, 1995) va tom hum (Homarus americanus)
thudc 16p Gidp xdc. Mot s6 lodi dong vat khdc ciing thude 16p Gidp xdc va
céc loai dong vat thuéc nganh Rudt khoang ciing da duoc tién hanh diéu tra
v€ lectin. Tuy nhién, ngudi ta chi phat hién duoc mot sd loai ¢6 chifa lectin
nhung hoat 6 thap va khong dac hiéu nhém méu. O Viét Nam khi diéu tra
30 loai thudc rudt khoang & viing bién Nha Trang — Khanh Hoa chi thdy 10
loai ¢6 chuia lectin (Cao Pang Nguyén va Nguyén Quéc Khang, 1998).

O mot s6 loai doéng vat c6 xuong séng, lectin cling d3 duoc diéu tra co
ban. Mot s6 loai thuoc 16p Ci xuong (Osteichthyes), 16p Ludng cu
(Amphibia) 16p Bo sit (Reptila), 16p Chim (Aves) va 16p Thi (Mammalia)
¢6 chia lectin. Mot s6 dang lectin tir huyét twong c4 chinh (Anguilla
rastiata), tu tring cd vuge (Perca piuviatitis)... (Barondes, 1986).

Mot s6 ket qua that bat ngd 1a mot s6 mo va cd quan co thé ngudi nhu
mo ¢0, cdc co quan nhu tim, phéi va cac t€ bao cha hé mién dich ciing chua
lectin (Chilads va Feiry, 1979 ; Powell, 1980 va Whitmy, 1985, Mongsny et
el, 1985, Grillon et el, 1990).

Nhu vay, c6 kha nhiéu loai dong vat c6 chia lectin. D6 ciing I3 bing
chimg vé tinh phé bién ciia lectin trong <inh gidi.

) Lectin ¢6 nguon goc vi sinh vt

Virut va vi khudn ciing dugc cong b 1a c¢6 chua lectin, Hirst (1941,
1942) da phdt hi¢n virut ciing ¢6 chita ch4t 1am ngung két t& bao héng cau
ga con. Day 1a lectin ddu tién tir vi sinh vat dugc phdt hién. Sau nay, mot s
cong trinh khoa hoc clia Bruoly (1948), Stone (1949) va Bruet (1951) cling
da phat hi¢n thy lectin & mét s6 loai virut khiac (Doyle va Slifkin, 1997).

Trén déi twong 12 vi khudn E. coli, Ofek (1977, 1978) di cho biét : trén
b¢ mat clia vi khudn nay c6 chéa chat cé kha ning gay ngung két 1€ bao.
Hoat tinh nay mat di khi ¢6 mit mét s6 loai dudng nhu galactoza va din xuit
amin cia nd. D6 chinh 1a lectin bé mat mang € bao vi khudn. Dang lectin
nay ciing da dugc phat hién & mot s6 loai vi khudn khéc trong nhimg nam
gan day (Houssto et el, 1983, Smit ct al, 1984).
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Nhu vay, lectin phan bo khd rong trong gi6i sinh vat. Sy phan b6 nay
vira mang tinh pho bién tirc 1a c6 nhiéu loai sinh vat dén con nguoi lai vira
mang tinh riéng biét nghia 12 khong phai moi loai déu chua lectin. Day la
diém khdc biét co ban giita lectin vi enzym.

d) Su dindt khu ctia lectin trong 1€ bao va co the sinh vit

Trong cic ca thé dong vat, lectin ¢6 trong huyét thanh & mot s6 mo va
co quan dac biét 12 mo co. Ngoai ra con ¢6 & giao tir — t€ bao trimg (Tyler va
Metz, 1944, 1945).

Vi cac co thé thue vat, su dinh khu clia lectin kha rong : & 14, & hoa, 6
than vi dic biét 12 & hat, hidu hét cdc loai thuc vat hat kin, hat thudng chia
nhi¢u lectin nhat.

Nghién ciru dong théi Jectin di cho thay, trong mot co thé, lectin ¢6 & bo
phin ndy ma khong cé & bo phan, co quan khac. Ham lugng lectin tang lén
trong qud trinh sinh truong cda ching.

O mic do 1€ bio su dinh khu lectin ciing da duge phat hign. Mot $6 cong
trinh di khang dinh lectin c6 trong nguyén sinh chat va mot s6 bao quan cua
t€ bio. Gan day ciing da ching minh su t6n tai cuia lectin & trong nhan 1€ bao
& cdc t€ bao clla mot s6 loai bd sat va dong vat c6 vii (Atseve, 1986).

Viéc nghién citu su dinh khu cla lectin van dang ti€p dién. O day chiing
tdi mudn nhin manh sy phan bé cha lectin khac v6i su phan bo cua protein
néi chung. Khai qudt quan trong ma ching t6i mudn dé cap ¢ day la : Du sy
phan bd cha lectin mang tinh dic thit nhung chiing vin nam trong moi tuong
quan chung vé€ vai trd cha protein d6i véi su séng cua t€ bao va cd thé.

2.2.1.3. Cdu tao cua lectin

a) Kioi lvong phdn ti lectin (Mr)

Lectin duge xem 14 mot polyme sinh hoc, vi khéi lvong phan tir cua né
16n. Cac phuong phip di sit dung dé xdc dinh khai luong phan tlr cia lectin
la phuong phdp sang loc phan tr, phuong phip dién di trén gel
polyacrylamit, phwong phdp siéu ly tam. Khéi lugng phan tir clia lectin duoce
xéc dinh theo cdc phuong phép trén thuong chi mang tinh twong doi. 9]
nhimg diéu kién thi nghiém khdc nhau cédc s6 liéu thu dugc thudng co su
chénh léch. Vi vay, khi din ra s6 liéu v€ khoi luong phan tir cia lectin, ngudi
ta thudmg dua kém theo phuong phép xdc dinh. Vi du. lectin tir méc nhay khi
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xac dinh kh6i luong phan tir bang phuong phdp dién di tréen gel
polyacrylamit ¢6 mat SDS 1a 26 kDa. Nhung khi x4c dinh khéi hreng phan tir
bang phuong phdp loc ge! phan tir thi Mr = 28 kDa.

Bing cic phuong phdp nghién ciu trén, khoi luong phan tir cha kha
nhi¢u dang lectin da dugc xdc dinh. K&t luan c6 thé dén ra & day 1a khéi
luong phan tir cua lectin ¢6 sy dao dong lon va lectin ¢6 nguén goc khic
nhau thi Mr ¢6 thé khdc nhau hoac gidng nhau.

Lectin nguon gdc tir thuc vat ¢6 Mr bé nhit 13 lectin iir ré cay Urtica
dioica thudc ho Gai (Uriticaceae), khoang 8,5 kDa. Lectin ¢ nguén goc tu
dong vat c6 khoi luong phan tr nho nhit 12 lectin tir trimg ¢4 vuge (Pere
fluviarita) gobm mot chudi polypeptit khoang 13 kDa (Krahazh, 1978).

Cé thé dan ra nhiéu cong trinh da cong b vé khéi lugng phan tir coa cic
dang lectin dé thay dugc miic do bicn déi rong Ién cia né.

Teichberg (1975) da tinh ch€ lectin tir huyét thanh c4 chinh bing séc ky
al lyc va di xédc dinh Mr cia né 1a 16,8 kDa. Lectin tir lodi éch Runu
japonica ¢6 Mr cia né 1a 13,5 kDa. Dang lectin nay khong tuong tic véi
mannoza ma lai tuong tic véi glycoprotein va glycolipit (Sakakﬂaza 1979).
Con lectin co lung cia ngudi ¢6 Mr khoang 14,5 kDa.

Mr ciia lectin tir cic loai dong vat khong xuong séng 16n hon Mr ciia
fectin tir cdc loai dong vat ¢6 xuong séng. Mr cla loai sam bién chau My
Limulus polyphemus ¢6 Mr khoang 335 kDa. Lectin sam bién Viét Nam
(Tachypleus tridentatus, Leach) ¢6 khoi lugng phan tir trén 700 kDa (Bui
Phuong Thuan et al.) Mot s& lectin tir cdc loai thuc vat ciing di duoc xic
dinh khoi tugng phan tir. Lectin tir mdm lda my c¢6 Mr 1a 26 kDa, lectin tir
hat dau rva (Canavalia ensiformis L.,) (ConA) c6 Mr khoang 108 kDa.
Lectin cha mot s6 loai mit chi Artocarpus ciing duge xic dinh ¢é Mr khoang
50 kDa. Lectin tir mot s& loai thuc vat khong cé mach ciing da duoc x4c dinh
Mr. Lectin tl tio 40 (Plumosu plumosa) ¢6 Mr 1a 150 kDa. Lectin tir mée
nhay gém 2 dang lectin (izolectin), dang dia I dang dia Il ¢6 Mr tuong (mg 14
28,1 kDa va 24 kDa.

Hién nay cdc dan liéu vé khéi lugng phan tir cia lectin ngdy mot nhiéu
hon, kho c6 thé Ti¢t ke hét duoc. Song mot nhan xét ma chiing t6i mudn néi
0 day 1a : Chua thé tim thdy dugc méi quan hé nio giita khéi luong phan tir

52



va hoat do6 cua lectin. Khoi lugng phan tr cha lectin khong mang tinh dic
trung cho loai va ci thé va khong phu thudc vao muc dé tién hod cha ca thé
va cua loail.

b) Cdt tao phdn nr lectin

* Cdu triic bdc nhdt

Khi nghién citu trinh tu axit amin trong phan tir lectin ciac nha khoa hoc
da nhan thdy : Trinh tr axit amin trong phan tir ¢6 phan 4nh méi quan he
trong qua trinh tién hod. Véi cic loai khic xa thi s6 lugng va trinh tu axit
amin la khac nhau (Irwin, Ronald et al, 1978, Soni, 1982). Trén d6i nrong 1a
mot s6 loai chia ho Dau (Fabaceae) : dau Ha Lan (Pisum sativum L.), dau
twong (Glyxin max L), lac (Arachis Iiypogae L.} cic tdc gia cho biét : lectin
tr 3 loai nay ¢6 25 axit amin tan cliing dau N giong hét nhau. Khi nghién ctiu
cdu tric bac nhét chudi o cia lectin & 3 lodi cing chi Artocarpus 13 mit
thuong (A. intergrifolic L), mit 6 nit (A. chumpeden 1.) va chay (A.
tonkineis} tac gia D6 Ngoc Lién va cong su da cho biét : trinh ty ctia 20 axit
amin t4n cung dau N cua ching giéng hét nhav (Do Ngoc Lien, et al, 1993)
(bdng 2.4).

Bang 2.4. Trinh tu sap x&p cac axit amin diu tan cung N cla cac chudi o
clia mét s loai mit Viét Nam

heterophylius 17kDa | GKAFDDGAFTGIREINLSINKETAIGD

- integrifolia a—chain'” | GKAFDDGAFTGIREINLSINKETAIGD

Trén co so cia nhiéu din Héu khoa hoc vé ciu triic bac nhit ctia cac
phan tir lectin, Soni (1982) da nhan xét : Céc loai cang ¢6 quan hé ho hang
cang gin gii thi cdu tric bac nhét cha phan tlr lectin cang gidng nhau nhiéu
hon. Phdi chang day 12 mot ddu higu dé phén loai sinh vat & miic do phan tir
(Lis and Sharon, 1986).

3 Loai Polypeptit Trinh tu sap xép

A. tonkinerisis 17kDa | GKAFDDGAFTGIREINLSINKETAIGD
A. tonkinensis 14 kDa | GKAFDDGAFTGIREINLSINKETAIGD
A. (-hampe;!en 14 kDa B GKAFDDGAFTGIREINLSINKETAIGD
A

A

{*) Trinh tr axit amin ddu N chudi o« cha mit A.integifolio theo Young et al (1991)
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* Cdu tric khong gian cua lectin :

C6 khé nhiéu cong trinh khoa hoc di chi ra ring mot s6 phan tir lectin
duoc cdu ao tir mot mach polypeptit con da s6 cac dang lectin di dugc
nghién citu ¢6 cdu tao tir hai mach polypeptit tr¢ 1én. Mdi mach polypeptit
tac thanh 1 ti¢u don vi (subunit). Cac tiéu don vi nly c6 khéi luong phan tir
giong nhau hodc khac nhau (Strosberg et el, 1986). Nho dp dung cac phuong
phdp hién dai nhu : sicu ly tam phan tich, nhiéu xa tia Ronghen, quang pho
huynh quang hdp phu... Mét s dang lectin da dugc nghién citu kha ky vé
cadu tric khéng gian phan td. Cau truc khong gian cGa phan tir lectin dugc
nghién ciru kha k¥ 13 lectin tir hat dau rua (Carnavalia ensiformis L..,) con goi
la ConA.

Cau tric phan tr ConA duge Bourillon dua ra nam 1973 khi dp dung
phuong phdp nhiéu xa tia Ronghen véi 4o phan giai 3A. Lectin nay ¢6 dang
hinh cau kich thudc 42 x 39 x 40A do 4 tiéu don vi tao thanh, méi tiéu don
vi ¢6 khéi lugng phan tr giong nhau bang 26 — 27 kDa. Méi tiéu don vi cé
237 axit amin & pH = 7, do d6 Mr cia ConA 1a 108 kDa. Cdc tiéu don vi nay
lién k€t v4i nhau bing cic lién két khong cong hod tri va tao thanh phan nr
g1a ur dién.

Lectin tir mam YWaa my (Triticum vilgarae) ciing da duoce khao sat ky vé
cdu tao. Phan tir nay gém 2 tiéu don vi khong doi ximg. Méi tiéu don vi lai
c6 4 phan khong tuong déng vé ciu tao. Mot phan gém 42 g6c axit amin,
Bon phan nay nhd 4 cau disunphua (- S - § -) da tao thanh mot cdu hinh
khd chic chin gébm mot s¢ doan gép khitc. Tuy nhién, su gdp khiic nay la
khong tuan theo quy luat.

Bit ky mot dang lectin ndo dii ¢é cdu tnic bac I hodc ¢6 ciu tric khong
gian phtc tap déu chita trung tdm hoat dong. D6 1a trung tam lién két
cacbonhydrat. Chinh trung tam nay quyét dinh hoat do lectin. Néu nhu &
enzym, trung tam hoat dong cua ching la cdc gbc axit amin hoac phéan phi
protein (cdc coenzym) thi & hau hét cic lectin trung tam hoat déng cla
chung la do mot s6 géc axit amin nhu tyrozin, xerin, treonin, triptophan...
c6 kha nidng lien két manh véi cic gée dudng tao nén. Theo Decastle va
cong su, lectin tr hat dav than do (Phaseolus vulgaris), g6c axit amin
triptophan trong trung tam lién két cacbonhydrat giit vai trd quyét dinh
hoat déng cua no.

54



Nghién cifu céu tac phan tir ConA, tdc gia Agrawal (1967), cho biét : 2
gbc tyrosin ¢ vi tri 12 va 100 giit vai trd quyét dinh trong trung tam hoat
déng. Su thay déi 2 géc nay 1am giam hoat d6 lectin Con A.

Ciéc dang lectin khdc nhau, t4t nhién cé thanh phdn axit amin trong
trung tam hoat dong 1a khac nhau. Cho dén nay, vian dé trung tam hoat dong
cta lectin van con phic tap.

Theo Bourillon (1973) ngoai cidc gdc axit amin tao nén trung tdm hoat
déng, mét sd ion kim loai cling tham gia vao hoat dong lectin. Thudng gap
nhat 14 cic ion Mg2+, Ca?*, Mn®*. bén nay vai trod cua cdc ion nay trong
trung tam hoat dong vin chua duge sdng td, mac di ngudi ta cling da biét
chiing rat can thi€t cho hoat dong cua lectin.

Vay méi phén tir lectin chifa bao nhiéun trung tam hoat dong ? Céc nha
khoa hoc di khang dinh, méi phan tif lectin phai c6 tir 2 trung tam hoat dong
trg 1én. Vi do d6 lectin 1a phén tir ¢6 c4u tric da tri (polyvalent).

Nho phuong phdp nhiéu xa tia Ronghen, ngudi ta d3 chitng minh rang &
mdi tiéu don vi cua Con A ¢6 mot trung tdm lién két cacbonhydrat (trung
tim hoat dong) va 2 vi tri gén ca Ca®* va Mn®*. Céc trung tam hoat dong nay
déu cach vi tri gén Ca”* 12 7A va cdch vi trf gdn Mn®* 1a 6,8A. Gifra cdc
trung tam hoat dong c¢6 mot khoang cich tuong déi. Trong qua trinh hoat
dong, cdc trung tam xich lai gdn nhau, twong tdc vGi nhau tao nén diém tiép
nhan cacbonhydrat. Nhd diém ti€p can nay, lectin di lién két dugc véi céc
goc duimg trén bé

Khi mot trong cdc trung tam hoat doéng bi bién déi thi su tuong tac giita
cdc trung 1am nay khong xay ra, diém ti€p nhan khong hinh thanh va phéan i
lectin mat hoat tinh. Phan ti lectin tir hat dau tuong (Glycine max. L.) ¢6 hai
trung tam hoat dong. Phan ti lectin tir loai Lotus tetrugonolobus 1 ¢6 2 — 4
trung tam hoat dong. Con phan tlr lectin tit 6¢ sén (Helix pomatia) c6 dén 6
trung tam hoat dong.

Cho dén nay chua tim thdy mot dang lectin nao chita mét trung tam hoat
dong. Di¢u nay da dugc Peuman va Van Dame néu ra nam 1995.

C6 thé n6i ring, cdc trung tam hoat dong trong phan tir lectin ¢6 ciu tric
gibng nhau hodc khédc nhau. V§i nhitng phén ti lectin ma cdc trung tam hoat
dong cdu tao giéng nhau thi chiing chi lam ngumg két mot hoac mot vai dang
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t¢ bao. Dic¢u do lam cho lectin ¢é tinh dac hi¢u nhém méu cao. Cdc dang
lectin c6 chita cdc trung tam hoat dong khdc nhau thi hoat tinh da dang hon.
Céc lectin nay thuong khong dic hiéu nhém mau. Day 14 dang lectin rat phd
bién trong tu nhién.

V& co ché hoat dong cua lectin, cdc nha khoa hoc déu da thong nhat
nhu sau :

Cac trung tam hoat dong cta cdc phan i lectin déu ¢6 kha nang lién ket
céc gbc dudng trong cdc thu thé tiép nhan (receptor) (rén bé mat mang &
bao. Cic lién két glucozit duge hinh thanh gilta cic receptor trén bé mit
mang t€ bae véi cdc trung tam hoat dong cha lectin. Nhéy cac lién két ndy ma
lectin dd k¢t dinh cdc € bae, tao nén hién tugng ngung két 1€ bao. Cdc dang
lectin khdc nhau, kha nang lién k&t v6i cdc receptor trén bé mit 1€ bdo la
khong gidng nhau.

Cling nhu enzym, cdc trung tam hoat dong cla lectin chi hoat dong khi
n6é nam trong mot chinh thé théng nhat, hoan chinh clia ciu tric phan tr. Bat
k¥ mot tac nhan nao phd v& cdu triic phan ur lectin cing déu lam gidm hoic
mdt kha ning hoat dong cua cdc trung tam ndy. Chinh vi vay, hoat do clia
lectin phu thugc chat ch€ vao mot 6 tdc nhan 1y hod clia moi truong.

2.2.14. Tinh chdt hod ly hoc cua lectin
* Tinh tan va két tua

Lectin hoa tan dugc trong nude nhung ching dé tan trong cdc dung dich
mudi loang. Dac unh nady tuong tu nhu globulin. Vi vay, trong qud trinh
nghién cifu lectin, cdc dung dich mudi lodng da duge sit dung lam dung moi
dé chiét nit. Lectin ¢6 ban chat protein nén ching dé bi két taa bdi mot s6
tdc nhan ly hod cua moi trwdng nhu : tde dung cia alcol, axeton, ciia mot s6
mudi trung tinh & ndng d6 cao dic biét 13 amon sunphat. Hién nay axeton va
amon sunphat duge ding phé bién dé két tiia lectin. Mudi chia mot s6 kim
loai ndng dé lam cho protein bién tinf, vi vay it ducc sit dung.

* Thanh phan didmg cria lectin

Trai qua hon 100 nam, dén nay ¢ic nha hod sinh di khi’ing dinh lectin ¢é
ban chat hod hoc 12 protein va glycoprotein. Pa s lectin 14 glycoprotcin,
phén phi protein 1a saccarit. Phin protein do mot hay nhiéu mach polypeptit
hinh thanh bang lién két cong hod tri hoac khéng cong hod tri. B&i vay lectin
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¢é thé duoc ciu (ao it mot hoiac nhiéu chudi polypeptit d¢ hinh thanh nén
céc tiéu don vi (subunit) vi cdc isolectin.

Phin cacbonhydrat chinh la phdn phi protcin trong phan tir lectin. Hau
hét cac dang lectin da nghién ciu déu chira thinh phin nay. Tuy vay, c6
mot vai dang lectin khong chia cacbonhydrat nhu ConA 14 lectin (ir hat
dau rua (Canavalia ensiformiy), lectin tr mam loa my (Tritium vulgarae).
Cacbonhydrat ¢6 trong lectin thudng 1a monoza loai hexoza va dan xudt cua
né : glucoza, manoza, galactoza, fucoza, glucosamin, galactosamin... Mot 86
loai cacbonhydrat khdac nhu xiloza, arabinoza... it gip hon.

Thianh phdn protein : phin ndy do cic axit amin két hop v6i nhau qua
lien ket peptit tao thanh, Cic nha khoa hoc déu ¢6 mot nhan x¢t @ Thanh
phan axit amin cta nhiéu dang lectin 12 khac nhau. Diéu nay hoan toan phi
hop v6i nguyén tic ¢du tao phan tt protein. Khi phan tich cdu tric bac moét
clia protein lectin, ngudi ta nhan thay hau nhu cé mot s6 loai axit amin ¢6 ty
l& thdp hodc hau nhur khong ¢6. Cac loai axit amin chiém ty 1¢ cao thudng
gap la serin, threonin, arginin, tryptophan, axit aspactic. Cac axit amin it gap
trong phan tr lectin hodc cé ty 1¢ rat thip la nhimg axit amin ¢6 chia luu
huynh : xystein vi methionin. Vi du, ConA va lectin tir 8¢ sén
(Helixpomatia) 6 ty 1& xystein 14 rit thap hoac khong cd.

* Sur rwong tde cua lectin voi cac loai diong

Trong mot s6 thi nghiém v¢ kha nang ngimg két 1€ bao cha fectin, ngudi
ta thay n€u nhu ¢é mat mét loai dudng nao dé thi hoat tinh lectin giam hoic
mat han. The 12 nhiéu cong trinh di di sau tim hiéu dic tinh ny.

Phuong phip xdc dinh sy twong tdc gifta dudng va lectin dang duge sir
dung hi¢n nay 1a xic dinh hoat do ngung két hong ciu cia lectin khi ¢6 mit
mot loai duong nao dé. Trudng hop hoat do lectin gidm hoac maét hoan tean
chuang t6 duomg da kim ham hoat tinh cua lectin. Nguoce lai, hoat do lectin
vin on dinh chiing to duong khong tc ché. Theo Sharon, phin i6n lectin chi
tuong tac voi mot loai dudng don ¢d cau tao hod hoc tuong tuy. Cic dang
lectin khdc nhau, duong iic ché hoat dong ctia chiing ¢é thé khic nhau hoic
giong nhau. Cac loai dudng glucoza va dan xuit amin cua nd, galactoza va
dan xudl amin cta nd, fucoza, manoza...c6 kha nang kim ham hoat dong cua
nhiéu dang lectin, Mankela trén co s& phan tich cac dan liéu khoa hoc vé
tinh chét nay da mit ra nhan xét : cdc manoza phan tng vdi lectin theo 4 nhém.

57



Ca s& d€ phan chia 4 nhém nay I dya vao sy lién két clia phan ti dudng véi
cac nhom hydroxyl (nhém OH) & vi tri C; va C, clia cdc loai dudng trong
thanh phan cia cic loai lectin khéc nhau 13 khéng giong nhau. Do dé6 4i hue
hod hoc cua cdc loai lectin nay doi v6i dudng 1a khdc nhau. B&i vay lectin da
lwvong tac voi cdc loai dudng mang tinh chon loc. Nhimg lectin ¢6 nhém
hydroxyl cua C; va C; nam & dudi vong pyranoza vi tri o thi thugc nhém 1,
lién két dac hiéu véi L —fucoza. Nhitng dang lectin ¢6 nhém hydroxyl cha
C; va C; ndm & trén vong pyranoza vi tri B thi thuoc nhoém 11, lien két dac
hi¢u v6t D —galactoza va N — axetylgalactozamin. Nhém III bao gom cac
lectin li¢n két dac hiéu vdi manoza va glucoza, khi nhém OH cua C; nim
trén vi tri B vong pyranoza con nhém OH clia C4 nim & dudi vong vi tri .
Céc lectin thuoc nhém IV ¢6 vi tri khong gian ciia cidc nhém OH cha Cyva
C4 nguge v6i sy phan bé nhém OH ctta Cy va C, thudc nhém III. Lectin
thuéenhom nay khong twong tic dac hiéu véi dudng.

V1 tri khong gian clia cdc nhém hydroxyl cia C; va C, duge bicu dién
nhu sau :

Nhom I': Lectin tuong tac dac hiéu véi L — fucoza.

Nhém Il : Lectin tuong tic dac hiéu v6i D — galactoza va N — axetyl
galactozamin.

Nhém 111 : Lectin tvong tic dic hiéu véi glucoza va manoza.
Nhoém IV : Lectin khong twong téc dic hiéu véi cac loai dudmg.

Co ch€ wiong tic dac hiéu dudng clia cdc dang lectin da duoc Antoniuk
(1977) gidi thich. Ong cho ring : Khi c¢6 mat phan tir dudng, trung tam lién
k¢t cacbonhydrat clia lectin bi phong toa mét hoat tinh hod hoc nén khong
thuc hién cdc lién ket hoa hoc véi cdc receptor trén bé mat mang t&€ bao. Do
d6 lectin khong con kha nang gay ngimg két € bao. Co ché tuong tc véi cic
loai dutng cia lectin ConA la mot dn ching. Trén co s& phan tich su tuong
tic clia ConA véi o — metyl manopyranosit bang tia X, mot s tac gia di cho
rdng su tuong tic nay la do nhém cacboxyl (COOH) ciia cic goc axit amin
aspactic vi tri 16 va 108 va nhém hydrooxyl (OH) cia céc gdc amin tizozin
vitri 12, 100 va serin 108 trong trung tam hoat dong cha ConA lién két véi
dudng néi trén tao ra. Nhung ban chédt hod hoc cha lién két gitia dudng va
lectin dén nay véin chua dugc thong nhat.
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C6 thé néi ring co ché clia sy tuong tic véi dudng cda lectin van con
nhiéu bi 4n. Mac du vay, dic tinh nay cé y nghia cyc ky quan trong trong
cdc nghién ciru vé lectin. Vi céc lectin tuong tic dac hiéu véi mot loai
dudng nao dé thi ¢6 the sir dung lectin nay dé nghién cu sau cau tnic mang
t€ bao. Mot s6 nhi khoa hoc ciing di str dung lectin tuong tdc dac hi¢u véi
dudng dé xac dinh khang nguyeén trén bé mat mang 1€ bio hong céu. Gan
day, dua vao cic loai dudng tic ché dac hiéu hoat do lectin ma ngudi ta da i
dung chimg d€ tinh ch¢ nhiéu loai lectin bang sic k¥ di lyc va hon nira nguoi
ta ciing sir dung cot & luc lectin dé tinh ch€ va nghién ciu nhiéu loai
glycoprotein ¢6 chic nang sinh hoc.

2.2.1.5. Tinh chdét sinh hoc va mién dich cua lectin

* Khd ndng gdy ngung két té bao

Loai t€ bao dé bi lectin 1am ngung keét 1a cdc € bao hong cau cua dong
vat vi nguoi. Day 1a ddu hiéu dac trung nhat dé nhan biét lectin. S6 lugng
lectin ¢6 kha nang ngung két héng ciu chi cia mot nhém mau la rat {t. Theo
cdc tic gia Allen va Billantine (1969) trong hon 800 dang lectin dugc phat
hién chi cé 90 loai chia lectin dac hi¢u nhém méu, 711 loai chua lectin
khong dac hiéu nhém méu. Cac lectin dic hi¢u nhém mau co y nghia thuc
tién rat quan trong. N6 12 cong cu hitu hi¢u dé€ dinh loai nhém méu theo h¢
théng A, B, O. va AB ma khong cén sir dung huyét thanh méau. Trong nhiéu
nam qua céc nhia nghién ciu da tim lectin dac hiéu nhém mau. Dudi day la
danh muc cédc dang lectin dac hieu nhém mau cta ngudi da duge xéc dinh.

Bang 2.5. Cac dang lectin dac hidu nhém mau cla ngudi

_ Lectin tir loai Nhém mau dac hiéu
Vicia cracea A
Phaseolus lunatus A

Helix pomutia A
Banderirae simplicifolia A
Dolichos biflorus A,

| Sophora juponica A+B
Ulex europens 0

Lotus tetragonolobis O

Anguilla angiilla O
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Mot 56 lectin khong nhiing gay ngung ket 1€ bao héng ciu ngudi ma con
c6 kha ning gay ngung két t€ bao ciia mot s loai dong vat va vi sinh vat.
Theo Sharon (1986), cic lectin gay ngung két 1€ bao dong vat va t€ bao clia
mot s6 loai vi sinh vat khic da dugc tim thay trong mot s6 loai dudi day.

Bang 2.6. Lectin gy ngung két t& bao

1

Lectin tir loai Loai té biao bi ngung két

Glycine max Hong cau tho

Tuchypleus tridentatus | Hong céu lon

Limpdus polyphemus Hoéng cdu ciru, thd, ga
Lathyrus odoratus Te bao dong vat nguyén sinh
Ricinus T¢ bao vi khuan va dong vat

nguyén sinh

Mot s8 lectin khong c6 kha nang gay ngung két t& bio héng ciu ngudi
nhung lai gay ngung két ¢ bao héng ciu ctia mot s6 loai dong vat. Vi vay
néu chi ldy mau ngudi lam phuong tién dé xdc dinh sy c6 mat ciia lectin
trong tu nhién la phi¢n dién va khong chinh xdc.

Mot s6 thye nghiém khoa hoc xdc dinh ring lectin trong cac bo phan
khdc nhau cia mot co thé rét giéng nhau va ¢6 kha ndng gay ngung kél hong
cau. Ching chi khéc nhau & mitc do hoat dong. Lectin tir hat, 14 non, tir hoa
cua cay dau van den (Lablab purpureus L.Sweet) déu khong dac hiéu nhém
mdu nhung lectin tir hat ¢6 hoat do manh nhit. Hoat dd ngung két € bao
héng cau cia lectin cling c6 sy thay déi trong qué trinh sinh truong va phat
trién ctia co thé sinh vat.

Lectin tr cdc lodi khdc nhau ¢ thé gay ngung két 1€ bao hong cdu
cung nhém mdu hoac khic nhém méu, Khi phan tich su ngung két té€ bao
héng cau dudi nhém mau, cic nha khoa hoc da c6é nhan xét : mot dang
lectin ¢6 thé chi ngung ket cdc t€ bao hong ciu cia dudi nhém nay ma
khong lam ngung két cic 1€ bao héng cdu cha dudi nhém khic trong cing
mot nhom. Vi du, lectin tir hat daw Dolichos biflorus chi ngung két (€ bao
hong cau cta nhém mdu A,, khéng ngung két t€ bio héng cdu cda nhém
miu A, ctia nguoi.
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Ngoai cdc t€ bao héng cdu, hong cdu ngudi va héng ciu clia mot s
lodi dong vat, lectin con ¢ kha ning gay ngung két mot sé loai t€ bao
khéc. Bourillon (1973) di xadc dinh cdc 1€ bao giao i, t€ bio khéi u, 1€ bao
ung thu, cic t&€ bao phéi cling bi ngung két bai mot s6 dang lectin. C6 thé
dan ra day mot vi du di¢n hinh : Lectin ConA ¢6 kha nang gay ngung ket
t€ bao ung thu. Bourilon (1973) da nghién ctu cu thé vin dé nay. Ong da
xac dinh ConA 6 néng do thip c¢6 kha nang 1am ngung kel t&€ bao bién dang
do ung thu, Con cédc 1€ bao binh thuong, néng dé ConA phai rat cao méi co
kha nang lam ngimg k&t ching. Su sai khdc nay da dugc giai thich theo cédc
gia thuyét khic nhau. Mot s6 tic gia cho riang trén bé mat mang cua 1€ bao
ung thu, s& lugng receptor nhiéu hon so véi sd lugng receptor trén bé mat
cta t€ bio binh thudng, vi viy (& bao ung thu dé bi ConA giy ngung ket.
Mot s6 tic gia khdc lai cho ridng, ¢6 su sai khiac vé mitc do gay ngung ket
1€ bao cia ConA va do cdc t€ bao ung thu, cic receptor ¢ gan nhau va boc
10, vi vay tao diéu kién cho phan Gng gifra receptor véi lectin dé hon so véi
cac t¢ bao binh thuong.

Kha nang giy ngung két t& bao hong cdu va céc loai t€ bao khéc, ké ca
céc 1€ bio bién dang do ung thu ¢é v nghia 16n trong y hoc va mién dich.
Tong ket cic cong trinh khoa hoc nghién ciu kha ning gay ngung két t& biao
cua lectin, Soni (1982) di chia lectin thanh ba loai :

— Cdc dang lectin gay ngung két 1€ bao héng ciu ngudi theo cdc nhom
mtdu, cé mot 6 lectin chi dac hiéu mot nhém madu.,

— Cic dang lectin chi gay ngung két mot loai t& bao ¢6 ngudn gdc tir cic
loai khdac nhau. Dang lcctin nay duge goi la dang lectin dic hiéu cho moi
dang t& bao.

— Cdc lectin chi ngung két cic 1€ bao cita mot hoac mot vai loai dong vat.

* Kl ndang kich thich va kim ham phdn bao cua lectin

Né€u nhu kha nang gay ngung két 1€ bao la mot dac diém sinh hoc dac
trung thi kha niang gay kich thich phan bao cua lectin dd gay an tugng sau
sac. Dac tinh ndly dugc phat hién tir fectin dau than do (Phaseolus vulguris),
khi dimg lectin nay 1am tdc nhan gay kich thich su phan chia cua € bao
lympho ngudi. Chinh nho kha nang kich thich phan bao (mitogenc) dién
hinh, lectin da dugce tinh ché va thuong mai hod ding trong nghién ctu &
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bao va mién dich (ché¢ pham PHA). Cic nghién ctru gan day di xic dinh
rang mét vai dang lectin tit chi Arfocarpus c6 kha nang kich thich sy phan
chia dong t€ bao lympho T — CD," clia ngudi. Nhu ching ta da biét dong (€
biao nay ¢6 chic nang bao vé co thé tiéu diét cic vi sinh vat va virut. Cic
protein la khi xam nhéap vio co thé nhu nhilmg khing nguyén di kich thich
sy phan chia dong 1€ bao nay c6 y nghia quan trong trong viéc tang cudng
kha nang mién dich cla co thé. Ngoai cdc 1& bao lympho clia ngusdi, lectin
con ¢6 kha nang kich thich phan bao nhiéu loai t& bio khdc : cdc t€ bio binh
thuong va céc t€ bao phoi gia. Céac t€ bao ndy khéng nhiing phan chia nhanh
ma con tang nhanh qud trinh sinh trudng va san xudt khang thé. Tinh chit
nay cua lectin da duge ting dung trong mot s6 nghién ciu vé mién dich hoc.

Co ch€ cha qua trinh kich thich phan bao dén nay chua that ro. Co ¥ kién
cho rang cacbonhydrat trén mang t&€ bio 1a y&u t6 kim him sur phan chia coa
t€ bao. Do vay khi lectin tuong tdc vdi ching, sy kim ham bi phé4 v&, t€ bao
tang kha nang phan chia. Tuy vay, lugn diém nay chua di sdc thuyét phuc &
chd khi xir Iy t€ bao bang cdc enzym glycosidaza thich hgp, phan
cacbonhydrat trén mang bi mat di va su ¢6 mit cua lectin ciing khong lam
tang nhanh hon qua trinh phan chia 1€ bao.

Bén canh dac tinh trén, mét s6 dang lectin ¢6 kha ning itc ché, kim him
su phan chia € bao. V6i t€ bao ung thu, lectin ¢6 kha niang kim ham vi
phong toa su phat trién, lay lan cda chiing. Bruke (1965) da gidi thich vin dé
nay nhu sau : Cdc phan tir lectin xam nhp vao (€ bao chd, tdic dong dén
phan tr ADN, khoi dong cdc interferon. Interferon tir t€ bao vat chi xam
nhap vao cdc t&€ bao ung thu va lam ic ché sy phdt trién cla cic khéi u. Mot
s& dang lectin thuc vat 1a doc 6 d6i véi mot s6 co thé dong vat. Ching lam
cham qud trinh sinh trudng cia co thé.

Kha néang kich thich su phan chia clia t€ bao binh thudng, déng thai Kim
ham sy phit trién cha 1€ bao ung thu 1a mot tinh chit dac higu quy cua lectin.
Rét c6 thé trong mot tuong lai khong xa lectin sé 12 cong cu, 1a dugc lieu dé
ngan chan hai can bénh thé ky ctia nhan loai : bé¢nh ung thu va hoi chimg suy
giam mién dich méc phai (AIDS).

2.2.1.6. Vai tro cua lectin doi voi viéc bdo vé co thé sinh vit
Céc lectin khong phai 14 mot khidng thé chong lai cdc tidc nhan gay bénh
(nhu cic khang nguyén la, cdc virut va vi khudn) nhung ching cé vai tro bao
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vé co thé. Diéu nay da duoc khang dinh. Kha nang nay cla lectin la dua vao
tinh chit két dinh t€ bao cia né. Céc nghién cifu nhimg nam gan day da
khéng dinh : Lectin c6 tdc dung gin t€ bao vi khudn va khdng nguyén la véi
cac dai thuc bao. Vi vay vi khudn va khing nguyén la bi tiéu diét va bi dao
thai ra khoi co thé. Qua trinh nay ¢6 & cdc co thé thuc vat. Sharon (1986)
cung nhém nghién citu ¢ vién Weizman da phat hién thdy lectin c6 kha nang
lién két véi cac oligosaccarit kiéu chitin. Theo tdc gia thi lectin & mot s6 loai
thuc vat ¢6 kha ning wong tic dic hiéu véi cac oligosaccarit kiéu chitin ¢6 ¢
nim Trichoderma viride. Do d6 lectin ¢6 thé két hgp vdi cic € bao cha cée
soi ndm nay va kim ham sy sinh trudng cia chiing, han ché su nhiém bénh
cua mot s6 co thé thuc vat. Cic nha khoa hoc ciing da xdc dinh ring mot s¢
loai lectin ¢on ¢6 kha ning twong tdc, két hgp véi mot s6 loai nim mée. Sy
can trg sinh trudng cua cdc loai ndm bai lectin 43 goi ¥ rang : Lectin thuc vat
cing nhu céc hop chét alkaloit 13 nhitng mét xich quan trong trong hé thdng
bio vé cha co thé ching.

Vi ¢é ban chét 12 protein va glycoprotein nén mét sé nha khoa hoc du
dodn lectin ciing ¢6 thé 1a mot chat du trir trong 1€ bao. Hai tdc gid Marylynn
va Etzler (1986), khi nghién ctiu lectin trong cic hat nay mam & mot s6 loai
thuc vat da thiy cé su thay déi ham lugng lectin twong tu nhu cdc dang
protein du trir khdc. Khi nghién ctu dong thdi lectin tir cady déu van den
(Lablab  purpurews L. Sweet) vad tir hat cay mit mat (Artocarpus
heterophylus) tic gia Truong Van Chau va cdng su (1994) da nhan thay su
ting hodc giam ham lugng lectin twong déng véi su tang hoac giam ham
luong protein néi chung. Mac di cdc cong trinh nghién citu vin dé nay con
it nmmg ciing da ggi mo rang lectin ¢6 chiic nang nhu 13 mot dang protein
du trir trong 1€ bao va co thé sinh vat.

Lectin ¢6 vai tr0 sinh ly nhu mét enzym da dugc Halina va Sharon
(1987} phat hién. Hai ong da tach dugc wr hat dau mung mot enzym la
galactosidaza ¢6 hoat tinh lectin khd manh, ¢6 kha nang giy ngung két 1€
bao héng cdu va ¢6 khéi luong phan tr khoang 16kDa. Dang enzym ¢ hoat
tinh lectin nay ciing dd duge tich ra tir t€ bao try dudi 14 mam cua mot s6
loai thuc vat khdc. Tu loai Vicie fuba ngudi ta da tich duoc enzym
galactosidaza tu hat ¢6 hoat tinh lectin, Lectin ndy tuong tdc dic hiéu véi
lectin D — glucoza va D - manoza (Dey, 1982). Mot s6 enzym khéc la
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mannosidaza tich ti hat dau Phaseolus vulguris ¢6 kha niang gay ngumg két
va kich thich phan chia (&€ bao binh thudng nhu moét dang lectin {Paus va
Sten, 1978).

Nhu vay, trong mot chimg myc nao dé, lectin ¢6 hoat tinh ctia enzym.
Tuy nhién, ¢é nhiéu loai cnzym khong cé hoat tinh lectin nhu amilaza,
galactoxydaza (Leviski, 1964 ; Honejsi, 1979).

Hién twgng mot s6 dang lectin ¢6 hoat tinh cnzym 12 mot diéu rat thi vi
dang duge nhiéu tic gia quan tam.

* Khd ndang tham gia dap g mién dich ctu lectin

Trong nhimg ndm gan day, ngudi ta da phdt hién ra hang loat lectin c6
chiic ndng sinh 1y vad mién dich trén bé mat & bao dong vat bac cao va &
ngudi. Cac lectin nay dugce goi 1a selectin, cé kha ning lién két véi nhiéu
chat két hop duong (glycoconjugates), c6 vai trd chil yéu lim két dinh cdc t&€
bao ndi mo thanh mach, ki€m sodt hién tuong viem va di can ung thu. Cic
lcctin dong vat nay dugc chia thanh 3 nhém ¢

— Nhém lectin C (hodc lectin E) hoat dong phu thude vao ion, xuit hién
G mang t€ bao ndi mo (endothelial cells) cé vai tro gay viem sau khi duoc
hoat hoa bing IL-1B, TNF- va déc t6 LPS cia t&€ bao vi khudn.

— Nhom sclectin — L hoat dong phu thudc vio ion Ca, cé mat & 141 ca
cdc (€ bao bach cau va & dang hoa tan trong huyét thanh déng vai trd tao két
dinh cdc bach cau va ngi mo tham gia vao ddp dng mién dich.

— Nhém selectin — P biéu hién & cdc tidu cdu va & ca cic t& bao ndi mo.
Chiing xudt hién trén mang t& bao sau khi dugc kich thich bang histamin,
thrombin, cdc peroxit v phan ing véi chét két hop (ligand) ¢6 ban chat
lactosaminoglycan cia cdc bach cdu don nhan to, bach cau trung tinh va
cac t€ bao lympho T ~ CDI, tham gia vao dap img mién dich qua trung
gian t&€ bio.

* Cde quyél dinh khdng nguyén nhdn biét

Céc nha khoa hoc da fim thdy lectin t6n tai bén canh cdc chat kim ham.
Mot s6 tic gia phat hi¢n thay trong nhua clia cay Riboniu prewdoacania ¢6
lectin chifa thanh phan N — axetyl — D - galactosamin va mét s dudng
trong ho galactoza. Tuy vay, lectin trong nhya nay lai bi kim him bdi ho
dudng galactoza, tham chi cdc galactosit cling khong duge van chuyén trong
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¢o quan thuc vat ndy. Nhu vay, ¢d thé néi khong phai 14t cd cac lectin trong
thyc vat déu truc ti€p tham gia vdo co ché van chuyén dudng ma hinh nhu
chu y&u déng vai tro bao vé.

Lectin ciing ¢6 thé gidp cho thuc vat va dong vat nhan biét duge céc vi
sinh vat cling nhu nhan biét giita cdc t¢ bao cila co the (Monsygny va cdc cong
su, 1986). Kha nang nay cho phép giai thich hang loat su tuong tac giita cdc €
bao nhu su két dinh cha t&€ bao vi khuin vao dong vat, su lién két cia vi Khudn
¢6 dinh dam voi ré cay ho Dau, su ti€p cén tinh tring véi tnimg...

Nhiéu nha nghién citu cho ring tac dong cua lectin ngoai sinh 1én cac t&€
bac dong vat in vitre ¢6 thé gidng nhu tdc déng cla protein lién két véi
dudng ¢6é & bé mit cua nhitng t&€ bao 1an cén.

Gidng nhu enzym, khiang nguyén va khing thé, lectin ciing 1a nhimg
protcin ¢6 kha nang nhan biét tinh vi trinh tr cacbonhydrat trén bé mit t&
bao va do dé cling anh hudng dén vicc dicu chinh hang loat chiic ning sinh
1¥ clia t& bao.

*Vai tro cia lectin trong lién két ciia vi khudn ¢8 dinh dam

Theo Lis, Sharon vi moét s6 tac gia khdc, lenctin ¢6 thé déng vai trd van
chuyén chat dy trit va 1am nguyén liéu du trit, lam chat trung gian lién két
gilra vi khudn va thuc vat trong hién tuong ¢6 dinh dam. Su lién két giita cac
1€ bao cua cdc cay ho Dau (Fabacecac) va vi khuén ¢ dinh dam (Rhizobium)
¢ tinh dic hiéu cao. Nhiéu nghién ctiu di chimg minh ré cay cia mot s6
loai cay ho Dau chi nhiém mot s6 loai vi khuan nhét dinh. Chang han, vi
khuan chi tao ndt sén cho dau tuong (Glycine mux Merr) ma khong thé tao
ndt san cho dau Ha Lan (Pisum sativum) va cédc cay dau khdc. Bang phuong
phdp ghi ddu huynh quang ngudi ta thdy rang, lectin dau twong lién két dugc
vOi 23 ching loat trong $6 25 ching Rhizobium japonicum nhiém vao cliy
dau trong, nhung khong thé lién két dugce véi bat ki chiing nao nhiém vao cay
déu khac. Céc nha khoa hoc ciing tim thdy su lién két cia ConA véi cdc chiing
Riuzobium c6 kha nang (ao not san cho cay dau rua (Canavalia ensformis ).

Lectin ¢6 thé ¢6 nhimg chic niang khéc trong sy twong tic gifta thuc vat
va vi khudn ¢@ dinh dam. Lectin chiét tr cay ¢ ba 14 ¢6 kha nang twong tic
gitra khdng nguyén trén bé mat (€ bao vi khudn ndy véi (€ bao chia ré cay.
Nhu viy. lectin ¢é tic dung nhu ciu ngi gilta bé mat 1€ bio nét sdn véi
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khang nguyén vi khudn. Tuy nhién, trong cdc loai dau khéng phai lodi nao
cling ¢4 chira lectin nhung di sao véi nhitng loai dau cé chia lectin thi hinh
nhu lectin ¢6 vai tro nhét dinb trong viéc gin céc vi khuin vao t€ bao nél
san. Vin de nay con dang dugc tiép tuc nghién citu.

*Vai tro cua lectin trong viée bdo vé chong lai tée nhan gdy bénk

Lectin khong phai Ia khdng thé chéng lai tdc nhan gay bénh (nhu cic
khdng nguyén la, vi khuén va virut) nhimg chiing lai ¢6 vai trd bdo vé co thé.
Diéu nay da duoc khing dinh do kha nang ké&t dinh 1€ bao cla lectin. Cac
nghién ciu gan day da ching minh lectin ¢6 tic dung gin vao t& bao vi
khudn, virut hay cdc khang nguyén la khac va dé dé lien quan vai qua trinh
hap dan dai thuc bao nudt vi khusn, xay ra & co thé dong vat.

Tac dung bao v¢ nay cia lectin con thé hién ¢ co thé thuc vat. Su tuong
tdc cua lectin v6i sgi ndm lan ddu tién di duge Sharon va cdc tac gia chiing
minh. Ho thdy rang lectin cia mam dai mach bi kim ham dic hi¢u béi
dudng oligosaccarit ki€u chitin ¢6 & ndm Trichoderma viride gay bénh nam
mdc ¢ hat thée. Trén co s& lién két d6, lectin cha mdm dai mach c6 thé ¢6
chiic nang bio vé mam théc non chéng lai cdc ndm méc gay bénh. Cdc nha
khoa hoc ciing thdy rang ngoai lectin mam dai mach, cic lectin khdc ciing
€6 tac dung kim ham sy sinh truéng cua nim méc néu trén bé mat ndm moe
chia loai dudng c6 kha nang tuong tdc dic hiéu véi cdc lectin nay.

2.2.1.7. Anh hudng ciia mot s6 moi triwong dén hoat dé lectin

* Anh Ineong cia pH

Céc nghién ciiu vé diém ding di¢n cla lectin da cho thdy : Tai diém
dang dién (pH;) hoat do lectin 1a bé nhat. Tai d6 lectin dé bi két tia. pH
ngoai diém dang dién, lectin ¢ trang thai phan ly tich di¢n, dé hoa tan va ¢6
hoat do. Mo6i dang lectin thudng c6 pH thich hop véi hoat dé clia né, dé Ia
gid tri pH ma & d6 hoat do lectin manh nhat. O pH viing axit va kiém manh
hoat do lectin giam hodc maét hoan toan.

* Anh huong cia nhi¢t dé moi tricomg

Lectin ¢6 ban chat 1 protein va glycoprotein nén nhiét d6 c6 anh hudng
rat 16n dén hoat do cha chiing. O nhiét do thip, hoat d6 lectin gidm. Nhiét do
tang dén lén, hoat d6 lectin cling tang lén va dat cuc dai & nhiét do thich hop.
Hau hét cdc lectin hoat do bi mat & nhiét do cao. O nhiét dé cao protein
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lectin bi bién tinh khong thuan nghich. Hién firong séc nhiét ciing ¢6 thé lam
mdt hoat do lectin, Vi vay, nhi¢t do cna moéi trudng duge xem la mot yéu to
quan trong trong nghién cuu lectin,

* Anht Ineong ciia mot s6 nhan 16 khidc

Emzym ¢é kha nang lam tang hoat do iectin. Trong mot s6 thi nghiém,
cic hong cdu duge xUr Iy bing cdc emzym nhu tripxin, kimotripxin, papain...
thi ching rdt dé bi lectin lam ngung két. Vi du, khi xir I héng cdu nhém
mdu O bing papain thi hoat dé ctia lectin 1t tdo Uhva luctuca tang 1én 7 — 8
l1an. 8¢ di ¢d hién tugng nay la khi hong ciu x& Iy v6i enzyimn thi chinh
enzym da thuy phan gidi han mot s¢ protein trén bé mat 1€ bao hong cau,
lam boc 10 cdc nhdém dudng cla nd, vi vay lectin d& gan vao mang t€ bao
héng cau hon, din dén hoat do lectin tang lén.

Mot s6 ion kim loai cling anh huéng dén hoat do lectin. Trong nhiéu thi
nghi¢m khi ¢é mat mot loai ion kim loai nao dé hoat do lectin s€ giam
xudng hodc tang 1én. Anh huéng clia ching kha phic tap va héu nhu khong
theo quy luat. Cé nhimg ion kim foai & ndng d6 cao thi kim him hoat dong
lectin, nhung & noéng do thap lam ting hoat tinh cha chinh lectin dé. Trong
mot 6 trudmg hop khidc cing mot loai ion kim loai, & cing moét néng do, voi
dang lectin nay thi kim ham hoat do véi dang lectin khdc lai lam tang hoat
d¢ ién nhi¢u lan. Cho d€n nay chura cé mot ¢ong trinh nao nghién ciu diy du
vé vin dé nay.

2.2.1.8. Cdc phuong phdp tdich chiét va tinh ché lectin

a} Cde k3 thudt chiét xudt lectin

Lectin ¢6 ban chat la protein hay glycoprotein dé tan trong nudc nén
viéc chi€t xuat lectin ra khoi cde mo dong vat, thuc vat hay vi sinh vat ¢6 thé
thuc hi¢n dé dang bang cdch dung cac dung dich muéi lodang hoac cdc dung
dich dém chia mudéi lam dung moi chiét xual. Tuy theo tinh chit cia moi
loai lectin ngudi ta ¢ thé sir dung ciac dung mai chiét xuat khac nhau nhu
dung dich nude muéi sinh 1y NaCl 0,9% ; CaCl, 0,1M ; dung dich dém mugi
photphat, d¢m Tris — HCI ...

* K thudt két tua bang mudi trung tinh

Phén l6n protein — lectin bi két 10a boi mét s mudi trung tinh & néng do
cao vi ¢6 thé dugc hoi tan trd lai. Cic muéi thuomg diing dé két tia protein
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la mudi cation hod tri 1, anion da hod tri nhu : (NH,),S0,, Na;0,, Na,S0O,...
Cdc protein khdc nhau dugc két tiia ¢ nhing néng do mudi trung tinh khéc
nhau. Ngudi ta st dung phuong phdp ndy trong cic quy trinh chiét xut
lectin dé c6 dic dung dich protein cén tach.

* Két tua phdn doan bdng dung moi

Mot s6 dung moi hitu co ¢é thé dé hoa tan trong nuéc nhu axeton,
polyetylenglycol, etanol... lam gidm do hod tan trong nudc cha protein dén
muc ching c6 thé bi két Wia nhanh chéng. Nhuoc diém chi yéu cia phuong
phdp nay la rat dé gay bién tinh protein, vi vay viéc sir dung dung moi dé két
tha lectin can phéi duoc 1ien hanh & nhiét do thap.

* Thdm tich

Phuong phdp thdm tich dugc tién hanh dya trén nguyén 1y sir dung mang
ban tham véi dac tinh cho qua nhitng phan tir nhd hod tan va giir lai nhimg
phén tit 16n. Trong phuong phdp nay, ming ban thim & dang tdi chita chat
cin thim tich dat trong méi trudng c6 pH nhit dinh, cic phan tir nho trong
tii s¢€ khuéch tan ra moi truong ngodi nhy tac dong clia mdy khusy (ir. Tham
tich thuong diing dé loai mudi va nhimg chét phan tir nho khong phai protcin
ra khéi dung dich chia lectin c4n thim tich.

b) Cdc k¥ thudt tinh ché'lectin

* Sdc ky loc gel

Day la phuong phdp tich lectin ra khéi hén hop protein dwa vao kich
thudc phan tir. Chét gid thuong duoc sir dung 1a Sephadex. Méi hat Sephadex
c6 ban chat la polysaccarit chira nhiéu lién két ngang tao thanh h¢ thong 16
ludi x6p. C6 nhiéu loai Sephadcex, trong d6 méi loai c6 muic do lién két khic
nhau tao nén kich thude cia 16 x6p khiac nhau. Chinh mirc do lién két nay
quy€t dinh kha nang phan tich céc chit ¢6 kich thuée phan tir khic nhau. DBé
tinh ché lectin, ngudi ta thudng dung loai Sephadex G75 va Sephadex G100.

Phuong phap sic k¥ loc gel con dugc diing dé x4c dinh khéi lugng phan
tr cua chat cin tach.

* Sde ky trao doi ion

Lectin ¢6 ban chét protein nén phan tir cta né mang dién tich. Tuy thuoc
vao pH cla moi trudng ma lectin mang dién tich duong hoac am. Loi dung
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tinh chat nay nguoi ta da st dung cot sic ky trao déi ion dé tinh ch€ lectin.
Céc chdt nhya gan cic nhém chifa ion tich dién duong nhu DEAE — sephadex,
DEAE — xenluloza, DEAE - trisacryl... dugce sir dung 1am chit trao déi anion.
Céc chat nhua gén cdc nhém chic ion tich dién am nhu CM - Sephadex,
CM - xenluloza, CM — trisacryl... duge sit dung lam chat trao déi cation.
Méi chdt trao d6i ion déu ¢ kha ning trao d6i mét lugng ion nhét dinh goi
12 dung luong trao doi. Ngudi ta c6 thé sir dung hai loai chit trao ddi ion &
trén d€ tinh ché lectin dira vo ban chat ion hod va kha nang trao déi ion clia
phan t lectin trong nhitmg diéu ki¢n moi truémg pH nhat dinh.

* Scie ky ai e

Nguyén tac cta phuong phdp sic ky i luc 12 dua trén 4i huc két hop dac
hi¢u cua lectin véi mot phan 1 khdc goi 12 chat két hop (ligand) duge gan
vaoc mot chit gia tao nén pha tinh cha cot sic ky. Chit gia duge sir dung
nhiéu nhat 1a mot s6 loai gel : Sephadex, Sepharose, Sephacryl, Agarose,
Ultrogel... Qud trinh thye hién sac ky di luc duge tién hanh qua 3 giai doan :
giai doan | la tao cét 4i lyc v6i lectin ; giai doan 2 13 gin hay hdp phu lectin
vao ot ai luc va giai doan 3 13 phan hdp phu lectin khoi ot 4i luc.

—Grai dogn I 'Thi€t k& ¢ot di luc lectin @ Viéc lua chon chat két hop ¢6
di lye dac hi¢u (ligand) véi protein cin tich ¢é ¥ nghia rat quan trong. Vi
vay, cin phai dua vao tinh chat cla protein can tach, dac tinh 1y hoa cua chat
ket hop va dac bi¢t 1a kha nang lién két dac hiéu gifra protein va chat kél
hop. Nguoi ta thudng str dung mot s6 cap protein — chat két hop nhu & bang
2.7. Trong cdc thi nghi¢m tinh ch€ lectin ngudi ta thudmg Iwa chon c4c chit
duong, glycoprotein hodc chit cong hop dudng c¢6 di luc hod hoc véi mét
lectin nhat dinh. Ching han, ngudi ta thiét k¢ cot chal gia (Sepharose hodc
Agarosc) lien két vdi dudng galactoza hodc din xuwat N - axetyl —
galactosamin d¢ tdch cic loai lectin dac hieu véi nhém dudng nay.

Heé s6 litn két giita protein va ligand dong vai rd quyét dinh kha nang
lién ket gifta hai hop chat. Hé s6 ndy tang déng bién véi kha nang gin cia
protein va do dé dnh hudng ding k& dén hiéu sudt thu héi cla quy trinh.
Khéng nhimmg thé hé s6 con tuy thudc vio mot s6¢ yéu 6 mai trudng nhu
nhi¢t do va pH. Khi nhiét do va pH thay déi thi hé s6 lién két ciing thay déi.
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Néu nhi¢t do tang qud cao hé s6 lién két s& giam. Thong (hudng nén thuc
hién qud trinh sac ky ¢ pH 6n dinh va nhiét do thdp (10 — 15°C).

— Giul doun 2 Hap phu lectin vdo cot va loai bo cic chét khong ¢ di
luc voi cot : Cic protein c6 i luc vdi cot cdn duge tao didu kién 16t cho qua
trinh hap phu (pH, nhiét d¢, qua trinh hap phu nhiéu 1an), & giai doan ndy
cdc protein khong ¢6 4i luc véi ligand va cde protein hay lectin thira s& bi
day ra khoi cot.

—Giui doyn 3 : Giai hay phan hap phu lectin ra khéi ¢6t : Cin phai dung
mot dung dich giai hap phu cé 4i luc thich hgp dé phan hap phu lectin ra
khoi ¢ot.

Qua trinh thuc hién sac ky phy thude vao rat nhicu yéu t6 dung dich gidi
phap phu, téc do dong chay.

Bang 2.7. Mot s cap protein — chat két hap sir dung trong sac ky ai luc

: Protein dugc tinh ché Chat két hop
| Khing thé Khang nguyén
Enzym Coenzym, chat iic ché canh tranh |
Receplor Hoocmon, vitamin
Lectin “ Duong, hoiac chat cong hqp. dutng mucin
hodc mot $6 glycoprotein
Protein van chuyén kim loai | Ion kim loai

2.2.1.9. Quy trinh tinh ché'lectin ConM

ConM da dugc tinh ch¢ bing dém TBS pH = 7,4 chia 3mM Ca’* va
Mn”*, dich chiét tho duge dua truc tiép (bo qua giai doan két tha) qua cot
sic ky Sephadex G75. réra cot bang dem TBS pH = 7,4 chita 3mM Ca>* va
Mn®", gidi hap phu bing dém TBS pH = 7.4 chita 3mM Ca®* vi Mn®" hoA
tan glucoza U,5M. Quy trinh tinh ch€ lectin ConM dugc hoan thién nhir sau :
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Bot hat dau dao bién

Chiét xudt 3 1an bang dung dich dém
4 TBS pH = 7,4 ;_cé Mn?* va Ca®* 3mM.
\ Khudy tir tr moi 1&n 10 phat. Ly tam
8000vong/phut/20 phat. Thu dich néi.

Dich chiét thé

Nap cot

. Rlta cot bing dém TBS pH = 7,4 ¢6
Giai hdp phu béng dém TBS 0,02M pH
= 7,4 c6 Ca*, Mn® 3mM, cb hoa tan
glucoza 0,5M. Tham tich loai dudng.

Ché pham lectin ConM
tinh sach

Kiém tra d St dung lam khang Su dung lam khang
j nguyén dc hidu dé nguy&ngén ban trong ky
thuat LECTIN - ELISA
dé dinh luong IgG

tinh sach bang
SDS - PAGE tinh ché IgG

Hinh 2.4. Quy trinh tinh ché lectin ConM tir hat dau dao bién
(Canavalia maritima Aublet)

ConM dugc chiét nit bang dém TBS pH =74 ; ¢c6 Mn”* va Ca®* 3mM. Dich
chiét tho dugc dua truc tiép 1én cOt Sephadex G75, bo qua giai doan két tla.
* Danh gia dé tinh sach ctia ché’ pham lectin ConM
Dé kiém tra do tinh sach va xdc dinh khéi lugng phan tir cta lectin
ConM, bang ky thuat dién di trén gel polyacrylamit.
on T Aemed Rt

94 e
687 [ —
45
= Chd thich :
30 e — — § Giéng 1 : Protein chuén _
' . Giéng 2, 3 : Ché pham lectin ConM
soE Sty tinh sach
ity Giéng 4 : Dich chiét th

14.3 Lectin ConM thé& hién 3 bang co6 khéi

1351 SROUI & lugng phén t& 33kDa, 23Da va 18kDa

Hinh 2.4. Bién di SDS - PAGE, danh gia dé tinh sach cGa ché& pham lectin ConM
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Két qua dién di trén gel polyacrylamit 12% c6 SDS va p — mercaptoetanol
cho thdy ch& pham lcctin ConM thé hién 3 bang : Mot bang chinh 16n nhat
¢6 khoi lugng vao khoang 33 kDa, mot bang ¢6 khéi lugng vao khoang 23 kDa,
mdt bang nhd nhat cé khdi lugng khodng 18 kDa : Mércio V.R. (1996),
Moreira R.A. Renato A M. (1993).

2.2.1.10. Ung dung ciia lectin

Lectin da va dang dwoc Gng dung rong rii trong nhiéu Iinh vuc khéc
nhau cia doi séng. Céc ting dung d6 c6 thé duoc tém tit nhu sau :

—~Trong luyét hoc :

S& dung lectin dé phan loai nhém mau 13 tmg dung sém nhat va dén
nay van con duge dp dung rong rii. Phuong phdp xdc dinh nhém mdu bing
lectin cho két qua nhanh, chinh xdc ma khong cén ding huyét thanh méu.
Tuy nhién, phuong phédp nay doi hoi lectin phéi tinh khiét va ¢é tinh dic
hiéu cao.

—Trong 1€ bdo hoc :

Lectin duge sir dung nhu mét cong cu hitu hi¢u dé nghién ctru cu
tric mang t€ bao va nhiing bi€n doi trén bé mat mang t€ bao trong qui
trinh bi¢t hod bénh ly thong qua su thay déi thanh phan cacbonhydrat
trén bé mat t€ bao.

Vi du, lectin cria Lotus tetragonolobus con goi 1a FBP (fucose— binding
protein) duge sit dung dé nghién citu qué trinh biét hoa t&€ bio phoi & giai
doan thai s6m. FBP lién két véi nhitmg t€ bao biét hod theo hudng quéi thai
ma khong lién k¢t véi nhitng € bao binh thudng. D6 1a do trong qua trinh
bi¢t hod bénh ly xuét hién receptor trén bé mat t& bao chita 1 — o— fucoza
dac hiéu v6i FBP thay vi nhiing receptor binh thudng 12 2 ~ galactoza khong
dac hicu v&i FBP. Nhu vay, st dung ky thuat sic ky lectin (Lectin
chromatography) da giip khang dinh ban chét glycoprotein clia céc receptor
mang t& bao d€ phat hién trang théi bénh Iy,

—Trong linh viee ké'hoach hod giu dinh :

Lectin c6 thé dugc st dung d€ ngan chin su thu thai va chdn dodn thai
som nh¢ khi nang ngung két tinh trung chia lectin va tuong tic véi hoocmon
rau thai cha né.
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—Lectin trong y hoc

Lectin ¢6 tiém nang fng dung rit 1én rong nhicu Iinh wirc. Lectin duoc
st dung nhur mét céng cu chdn dodn cé hiéu qua. Dua viio kha nang phan
bi¢t mot $6 vi sinh vat, lectin duge str dung k&l hop véi cdc xét nghiém thong
thuong khdc dé nang cao gid tri chan dodn bénh. K§ thuat ELLA (Enzym
Linked Lectinosorbent — Assay), duge cai ti€n tir k¥ thuat ELISA, trong dé
lectin dugc gin véi mot enzym. Khi mot khiang nguyén vi khuan bi ngung
két bai lectin thi enzym s€ hoat dong bién d6i phiic hgp co chit khong méu
nay thanh chédt ¢6 mau, cho phép xdc dinh vi khuan mét ciach nhanh chong
(khoang 2 gid, trong khi phuong phdp nuéi cidy théng thudng khic cén it
nhat 24 gid). Truc khudn than (Bacillus anthracis) ¢6 thé duge phat hién nhd
xét nghiem ELLA vdi lectin dau tuong (Glycin max Merr)y ( Doyle and
Shfkin 1994). Ngoai ra dua vio kha ning phan biét (¢ bao binh thuong véi t€
bie ung thu, lectin ¢6 thé duoc sir dung dé phéi hop chian dodn sém mot s6
bénh ung thu. Doéng théi, mot s6 lectin ¢on ¢é khd nang nhan biét su khéc
bi¢t cua glycoprotein mang (€ bao ung thu ¢6 kha nang di can & cdc mic dé
khédc nhau do d6 ching c¢6 thé duge st dung dé theo ddi va tién lugng bénh,
Trong vai nam tré lai day cac nha khoa hoc Nhat Ban ding dau 1a tac gia
Taketa (1997) da sir dung k¥ thuat dién di 4i luc lectin va thdm ai luc khang
thé (Lectin affinity electrophoresis and blotting antibody affinity) ding mot
s lectin tir hat dau lang (Lens culinaris), hat dau d6 (Phuseolus vulgaris)
hat thau dau (Ricimius commumnis)... ¢ i lue dac hi¢u véi AFP trong huy€t
thanh bénh nhan UTBMTBG. Trong 8 loai lectin duge (mg dung trong sac ky
ai luc lectin, lectin dau lang (Lens cudinaris) (LCA) va Erythroagglutinating
phytohemagglutinin A (E — PHA) 12 hai lectin dugc diing phd bién hon ca.

AFP ai luc manh v&i LCA duoc goi 1a AFP — L3 vi AFP di luc manh véi
Erythroagglutinating phytohemagglutinin A (E — PHA) dugc goi ia AFP -
P4. Dua vao ty 1¢ AFP — L3 va ty 1& AFP — P4 duong tinh v6i do nhay, do
dac hi¢u va ty 1¢ du bdo duong tinh, cdc tic gia da phat hién thay AFP — L3
va AFP — P4 1a nhimg dau an (murker) c6 d¢ dac hiéu cao déi vdi bénh nhan
UTBMTBG. Khi su dung hai marker ndy cting mot lic s&€ 1am tang do nhay,
do dac hiéu va ty l¢ du bdo duong tinh bénh UTBMTBG lén rat cao va phan
biét duge vai bénh viém gan cap tinh va mén tinh.
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Vice xdc dinh nhimg marker dic hi¢u nay cang tro nén cé y nghia khi
bénh nhan UTBMTBG c¢é AFP & muc binh thudng, mifc tang nhe, hoac khi
muc tang cua AFP tuong duong véi ham lugng AFP huyét thanh & bénh
nhan gan mén tinh. Vi trong nhing truong hop ndy mitc AFP — L3 hay
AFP — P4 van tang c6 y nghia.

Nhi€u nghién citu d di sau (im hiéu vai tré ctia cic marker AEP —L3 va
AFP — P4 trong viéc theo ddi va phét hi¢n sém UTBMTBG & nhitng doi
tuong ¢6 nguy co cao nhu viém gan man va sg gan. Cdc marker nay thudng
duong tinh 10 thang trude khi xuat hién u gan & bénh nhan viem gan man va
duong tinh 1 3 dén 10 thang truée khi xust hien u gan 0 bénh nhan xo gan
(Taketa ct al, 1998, Vi Van Khién 2000).

—Lectin trong nghién ctat ung thr

Ung thu (tumor, cancer) 12 mot biéu hi¢n tang sinh v han cha mot dong
t€ bao, tao nén nhimg khéi u cé ban chit don dong. Cac dong t¢ bao ndy cé
bicu hi¢n bat thuong vé di truy¢n 1a do sur hoat dong qud muc cia mot s6
gen, su r6i loan v ton thuong nhiém sic thé din dén vi pham vio qua trinh
phan chia &' bao. Su bat thudng ctia bo may di truyén t& bao din dén vi pham
vao qud trinh tr chét theo chuong trinh cia t€ bio (apoptosis). Tir d6 cic &
bao ung thr tang khd nang di can (metastasis) dén khu trd & nhing mo &
bao dac biét khéc nhu gan, nio, tuy xuong, tao ra hién tuong ung thu thi
phat xam nhiém.

Gin day, cdc nha khoa hoc di chimg minh ung thu 1a moét can bénh
hiém ngho ¢6 ban chat gen va ban chét tiép thu di truyén. Hon nita, cac yéu
t6 tdc dong phiic tap bén trong cd thé ciing nhu méi truong xung quanh di
tao ra nhitng nguyén nhan gay nén bénh ung thu.

Da s6 cdc diu dn ung thu (tumour marker) c6 ban chat la céc
glycoprotein, vi du : AFP, CEA... Vi vay, ngudi ta co thé sir dung lectin dé
phit hién cic ddu an ung thu bang cdc phuong phdp mién dich lién két dac
hi¢u lectin. Ngay nay phuong phép nay da va dang duoc nhiéu nha khoa hoc
quan tam phat trién va mang lai hi¢u qua chin dodn sém cdc bénh ung thu.

Nhi€u lectin ¢6 kha nang kim hiam su phét trién cia t€ bao ung thu va
ngan chan qud (rinh di can cla ching, chang han ricin nr hat thdu dau
(Ricinus communis), Hon nita lectin ¢on sit dung d& chan dodn sém c4c bénh
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ung thu, do d6 rdt ¢6 y nghia trong diéu tri. Vi du : ConA da sit dung d¢
phan bigt nhanh chong giai doan sém clia 2 can bénh 12 ung thu budng triing
vi thuong ton gan. Ca 2 bénh nay diéu tiét ra « — feto — protein (AFP) ¢ ham
huong rat thiap (10ng/ml). Song AFP lai dac hiéu véi ConA theo ty 18 12 - 43%
trong bénh ung thu budng tring va dudi 10% trong bénh viém gan.

Nho ¢6 su tuong tic véi dudmg hoac cdc chat lién két dudng tuong tu
nhu tuong tic giira khdng nguyén va khang thé nén lectin da dugc ding dé
phat hién va tinh ch¢ nhicu hop chat sinh hoc chira dudng trong do <6 cic
globulin mién dich (Ig). Chinh vi ¢6 cdc ch€ pham tinh khi€t nay, cac nha
khoa hoc da c6 thé 1ién hanh nghién citu sau hon v¢ cdu tric, ban chat va vai
trd clia chiing déi vé6i co thé.,

Bi¢u hién ré nhit trong ung thu la ham luong cdc khang thé don dong
trong huy¢t thanh tang lén nhanh chéng ¢ nhiéu bénh ung thu. Cac khang
thé don dong hi¢m bi€u hién thudmg la IgD va IgE. Déi véi cac dudi 16p IgG
thi cdc don dong tang wu thé 1a 1gG1 > 1gG2 > 1gG3 > 1gG4 va IgA,.

Bic¢u hi¢n tang don dong cia cdc khang thé con thdy rd ¢ tinh bat thudng
trong cau tric ctiia khdng thé. D6 12 sy tong hop qud mic cdc manh protein
chuéi nhe ctia 1gG & dang dimer 12 protein Bence — Jones (BJP), ¢6 the dugc
phét hién dé dang trong dién di 16p mong agaroza.

Biéu hi¢n bat thuéng thit hai 12 su thay déi cu tric dudng phan tir khéng
thé. Viec nghién ctiu cdu triic phan wr khéng thé trong bénh ung thu (tang
sinh mién dich) cho phép hiéu duoc sy thay doi ciu tric dudng cua céc
khang thé IgA va IgG. Bénh bi€u hién rd nhit 1a chudi nang o (cua IgA),
don dong cé mitc do két hop dudng rit cao (glycosylation), nghia 1a & chubi
nang dugc gin thém cdc géc duomg (Aucouturier ¢t al, 1996). Hau qua cta
bénh chudi nang o cha IgA trong ung thu tuy di tao ra sy déng can nhicu
chudi nang hoic cdc chudi nhe bat thuémg & miic do tiéu cdu than, gay ton
thuomg viém than nghiém trong. Su thay déi cdu tric dudng clia mot so IgA,
IgG lam bién déi dic tinh &i luc hod hoc cua khdng thé d6i véi mot s6 hoat
chat tu nhién, dac biét 1a cdc lectin ¢d nguén goc tir dong vat hoac thuc vit.
D6 1a nhimg nghién ciu méi day cta Hiki va cdc cong su (1999) vé su thay
déi cdu tric dudng clia phan (lr khing thé IgA, trong bénh viém cau than.

Su thay déi cau tric dudng cua cdc IgG u tuy cling da duge chimg minh.
Tren phan nr IgG cha bénh nhin u wy déu gan thém 2 phan tir dudng trén
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chudi nang nhung thigu hut axir sialic va khong c6 nhém Glc - NAc - Bl.
Su bign d6i cac chudi dudng nay xay ra ¢ protein Bence — Jone (BJP), bit
nguon tir phan tir [gG.

Nhu vay, nhiing bi¢u hi¢n clia cac khing thé don dong ciing ¢6 thé xét
nghiém va theo doi tinh trang bénh ung thu bang céc loai lectin gay ngung
két dac hiéu véi chiing ¢6 thé déng gop cho viéc phan bi¢t cic loat bénh ung
thur kKhéc nhau cling nhu cdc bénh truyén nhiém khic.

Lectin con ¢6 kha nang kich thich phan chia t€ bao lympho, kich thich t&
bao B san xuét khing thé nén ching di dugc sir dung dé nghién ciiu co ché
dép tng mién dich cia co thé. V6i kha nang kich thich phan bao, dic biét 1a
cdc 1€ bao ¢4 tham quyén mién dich, trong do c6 dong t€ bao lympho T - CDj
cua nguoi, mot sd lectin thude ho Lan, ho Thuy tién ¢6 tic dung kim hiam
in vitro su phat trién cla virut HIV trong moi truong nuoi cdy t& bao lympho

T — CD} do lectin két hop véi glycoprotein trén bé mat t€ bao T — CDj thé
ché cha HIV.

— Khd nang bat giit khing thé' IgG tix huyét thunh ciia ConM

Viéc sir dung lectin lién két véi mot dong khing thé nao dé cé y
nghia rt quan trong khi theo déi sy bién dong ham luong khang thé cia
dich co thé.

Dé chimg minh duoc kha nang bit giir IgG ctia ConM ngudi ta tién hanh
thuc nghi¢m trong d6 c6 sir dung 5 loai anti cta 5 16p khang thé khic nhau
nhu sau :

1. Sir dung khdng nguyén gin ban la ConM cho xét nghiém ELISA doi
voi IgG tir huyét thanh nguoi va ding anti IgG cong hop véi PO dé nhan biét.

2. St dung khdng nguyeén gan ban 1a ConM cho xét nghiém ELISA d6i
Vi IgA tir huyét thanh ngudi va diing anti IgA cong hop véi PO dé nhan biet.

3. Sir dung khéng nguyén gin ban 13 ConM cho xét nghiém ELISA déi
V61 IgM ur huyét thanh ngudi va diing anti IgM cong hop v6i PO dé nhan biét.

4. Slr dung khidng nguyén gin ban 12 ConM cho xét nghiém ELISA déi
v6i IgE tir huy¢t thanh ngudi va diing anti IgE cong hop véi PO dé nhan biet.

5. Slr dung khdng nguyén gin ban 13 ConM cho xét nghiém ELISA d6i
v6i IgD tir huyét thanb ngudi va ding anti IgD cong hop véi PO dé nhan biét.
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K&t qua thé hién & hinh 2.5 : Tir kél qua ndy cho thdy lectin ConM
khong lién két vdi céc khang thé khac clia nguoi ma chi lién két véi khing
thé 1gG, do lectin ¢o kha nang nhan biét tinh vi cic géc dudng trén cac phan
tir khang thé. Pay 1a mot dac tinh quy cua lectin dau dao bién, duge ing
dung nhiéu trong nghién citu Ho4 sinh va Y hoc.

Giéng 1, 2, 5, 6. : Lectin dau dao bién ConM bét gilr
IgG : duong tinh, o6 su phan biét mau so vdi giéng
ddi chitng va cac 10p khang thé khac.

Giéng 3 : Lectin dau dao bién ConM khéng tuong
tac vai IgA.

Giéng 4. - Lectin dau dao bién ConM khdng tuong
tac véi IgM.

Giéng 7 : Lectin dau dao bign ConM khang tuong
tac vdi IgE.

Giéng 8 : Lectin dau dao bién ConM khoing tuting
tac vai IgD.

Hinh 2.5. K&t qua bt gilt IgG cla lectin dau dao bién ConM
* Lectin trong dicoc hoc

Viéc ung dung lectin dé 1am thuéc tuy con mdi mé nhung di mo ra
nhiéu trién vong trong tuong lai. ConA da dugc st dung lam chét din thu6c
dé dua thude t6i t€ bao dich. Lectin diu tuong cé kha nang ngung két té bao
ty xuong cha ngudi mac bénh ung thu dong bach cdu, khic phuc duoc hién
tugng thai loai mang ghép. Do dé phat huy duge hiéu qua cia ghép 1€ bao
fuy xuong san sinh ra dong bach ciu va hong cdu ciing nhu kéo dai thoi gian
song cho bénh nhan. Lectin tr hat mit (Arfocarpus heteophyllus) cd kha
nang twong tac dic hién v&i phan tr glycoprotcin CDy ¢ b€ madt t€ bao
lympho T ciia ngudi, 1a phan tir két hop dac hiéu véi HIV trong pha dau tién
cua qud trinh nhiém bénh. Do d6 ¢6 thé kim ham hién tuong nhiém HIV va
han ché dugc kha ning mac bénh,

Nhu vay lectin di va dang duoc nghién citu truée hét 13 sir dung trong
chan dodn cdc bénh truyén nhiém va r6i loan trao déi chat, trong nghién ciu
sinh hoc va mién dich, 1am mitogen trong nuéi cdy t€ bao vadi muc dich chita
bénh, muc dich ting nang suft trong trong trot, chan nudi va bao quan
luong thuc.

77



2.2.2. Cong nghé protein ddau tuong

2.2.2.1. Cdu triic va thanh phdn cua protein dau tuong

Khoang 98% protein ciia dau (wong duge cdt giir trong cdc bio quan
cta t€ bao goi la "thé protein”. Céc thé protein nay c6 hinh cdu, dudng kinh
2 — 10 um va chiing van durge gir nguyén khi nghién vira phai vi ¢é thé téch
rieng 1 bot da khir béo. Dua trén chife nang, c6 thé chia cic protein nay
thanh 2 loai :

~ Protein du oy (globulin) ¢6 thé bi thuy phan trong thoi gian hat nay
mam dé¢ lam chat dinh dudng cho phoi sinh trudng.

— Protein cdu tric hoac protein chiic ning nhu enzym vi chat kim
ham cnzym.

Protein dju twong cling ¢6 4 bac cdu trac, chira 20 axit amin véi ty 1 cdc
axit amin phin cyc va kha nang hydrat cao lam cho chitng ¢é do hoa 1an cao
$0 vOl cdc protein thuc vat khdc (nhém cacboxyl, nhém amin, nhém
hydroxyl, nhém sunphidril). Ty ¢ cdc axit glutamic va axit aspactic trong
protein dau wong khd cao, do dé chiing hoa tan (6t trong kiém va c6 gid tri
pH dang dién & 4,5 thap hon nhiéu so véi pH déiing dien clia cic protein thuc
vat khdc. Bing cdc phuong phép sic ky loc gel, dién di hoac siéu ly tam...
nguol ta da tich dugc tir protein dau tuong 4 phan doan khdc nhau ing
vdi he 56 sa lang (Syy,) khdc nhau fa : 28, 7S, 11S va 15 S. (S : don vi
Svedberg & 20°C; 1S = 107 Sec).

Phan doan 2S chiém 22% protein tong s6 (gém céc chat kim him
proteaza c6 vai tro quan trong déi véi gid tri dinh dudng cua protein nay).

Phan doan 7S duge bi¢t dén nhu 1a -conglycinin chiém 37% protein
tong s6 (gém : lypoxygenaza, alpha amilaza, hemaglutinin, globulin). 7S
chita 3 dudi don vi (o, o va B) ¢6 tinh axit va c6 6 déng phan. La mot
glycoprotein chita 5% giuxit.

Phin doan 118 14 protein du triv, chiém khoang 31% va ¢6 tén goi
[a"glycinin”. Glycinin dwge cdu tao boi 12 duéi don vi tuong déi ua béo, 6
dudi don vi ¢6 tinh axit vdi 6 dudi don vi ¢é tinh kiém, cic dudi don vi nay
dugc n6i vér nhau qua cdc cdu disunphua.

Phan doan 1585 chi¢m khodng [1% protcin 16ng s6, duoc coi 1a do su két
tu ctia hai tiéu phin 118,

Dudi tac dong cua cdc diu ki¢n gia cong cong nghé nhir nhie( do,
PH, cic xir Iy hod hoc, sinh hoc déu lam thay ddi cdu tric bac cao cua
phan ur protein,
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2.2.2.2. Tink chdt hod ly cua protein ddu tuong
* Khd ndng gdn két mise

Protein dau tuong ¢ kha nang gin kél nude nho cédc nhom ion hod trén
mach polypeptit, Qué trinh xir Iy bang axit hodc bang kiém lam 16 ra céc vi
tri gan k¢t voi nude. Dich isolat dau twong gin két vai 18,9 ; 19,2 va 21.,6g
nudc/100g dau tuong kho ¢ pH = 4,5 ; 6,0 va 7,5 tuong ting,

* Kha ndng giit nmiée

Khi nang gitt nude duge xac dinh bang lugng nudc duge giir trong
khung protein, bao gém ¢4 nudc lién két va nudc tu do. Tuong tir véi kha
nang gan két nudc, kha ning gili nuée 1ang khi néng do protein ting. Kha
nang gilt nude cling phu thudc vao pH, su ¢ mit ¢ia cic mudi trong dung
dich v nhiét do...

* Kha ndng triong no

Kha nang truong nd cua protein dau twong phuy thudc rat nhiéu vao nong
do, nhiét do, pH vi do ben ion hod cia dich protein. Kha nang hap thu nudc
caa dich protein diu tuong tang khi tang nhiét d6 cua dich trong mét gidi
han nhat dinh. Khi pH cua dich tang dén 9 trong gi¢i han chua xudt hién su
phén ly thi kha nang truong nd cha protein cling tang.

Thudng 70 80 90 100
1 Kha nang hap thu nudc 96 (16,7 120 17.2 14,2
( ul/mg dich) ‘

* Khd ndng hod tun

Khi ¢ pH dang dién (4,5), protcin dau tuong khong hoa tan, con khi &
ngodi khoang pH nay ching dfu hoa tan. Miic do hoa tan phu thudc vao
cac diéu kién cong nghé. Téc do khudly trén manh ciing 1am tang kha nang
hoa tan.

Kha nang hoa tan cla protein ddu tuong phu thuoc vao cdc tuong tic
gitra cdc phan tr protein — protein hodc protein véi cdc dung moi. Tuong tic
nay déu bi anh huéng boi cdc diéu kién moi truong nhu nhiét do, pH, céc
mudi... Nhiét do lam tang kha nang hoa tan cia protein do chiing 1am tang
muc do phan tin cic phéan tir protein. pH anh hudng t6i kha nang tich dién
va tuong tac tinh dién gilta cdc phan tr protein, vi vy noé ciing anh huéng
131 tuong tic protein — protein va kha nang hoa tan. Sy xut hién cic ion
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trong dung dich cling anh huong t6i do hoa tan theo mot s6 cdch. lon trung
hoa di¢n tich ciing diu cua cdc phan tir protein do viy lam ting tuong tdc
protein — protcin, gidm d¢ hoa tan. Viéc tang cdc ion bén & pH = 2 ciing
lam gidm do hoa tan. Do & pH = 2 c¢dc nhém cacboxyl bi proten hod,
protein tich dién duong, khi xuit hién mot s6 ion nhu C1' s& 1am trung hoa
céc protein tich dién duong, lam giam lyc day (inh dién gifra cac protein
din dén giam do hoi tan.

* Kha ndng tao do nhor

D0 nhét cia dung dich protein dau tuong dat cuc tifu GpH =4 vapH =6
tuong img véi diém ding di¢n cta glycinin va conglycinin. Ngoai 2 méc nay
ra d6 nhdét cua protein tang, & cdc gia tri pH qud cao hoidc qua thap do cic
protem bi bié¢n tinh, ddn mach va phan ly thanh cdc duéi don vi, do dé sé
lam tang cudng cdc tuong tic hydro, tuong tac tinh dién va twong tic ky
nuoc gifta cdc nhom chife cla cic canh bén cta cac phan t protein, anh
huong 16n t6i do nhét cta protein dau tuong.

Trong trudng hop protein trvong ng, néu thém natriclorua vao s& 1am
giam do nhét cha dung dich do chiing 1am gidm kha nang tich dién cia cic
phén wr protein dan dén lam giam kha nang hydrat hod cha protein.

* Khd ndng tao gel

Gel protein dau tuong duge tao thanh 1a do dudi tdic dong ciia nhiét va
mot 50 téc nhan khidc lam bién déi cau tric bac cao cha protein tao ra mot
mang lugi khong gian 3 chiéu. Cau triic nay duoc git bén 13 do cic lién két
hydro, li¢n két tinh di¢n va cdc lién két disunphit. Dudi tic dung cla nhiét,
dung dich protein dau tuong tré thanh dang tién gel. Dich isolat protein dau
tvong néu khéng cho thém cdc chat khdc sé tao ra cic gel cimg va tho. Néu
thém dén 30% nudc gel thu duge thudmg mém va long 1éo.

Dé ta0 gel, nong d¢ protein 161 thiéu phai dat 8%. Nhi¢t do cho su tao gel
t6i uu thay doi theo néng do protein ban ddu. Nhiét dé nay ting 75 — 100°C
khi nong do protein ting 8-16%. Théng thudng khi gia nhiét & nhi¢t do
thdp, gel tao thanh s& mém, diéu nay ¢ thé giai thich bdi su gdp nép cia
mach polypeptit khéng hiéu qua.

Anh hudng ctia pH t6i qua trinh tao gel ciing di dugce khao sat. Khi moi
truong tao gel qud axit hodc qué kiém s& 1am gidm kha nang tao gel. Trong
nhimng di€u ki¢n nay, cdc tuong lac protein — protein tao mang ludi khong
gian 3 chi€u bi giam. Nguyén nhan ¢ thé 1a do lam tang lyc ddy tinh dién

80



giita cac nhom tich dién. Khi ¢ pH trung hoa cédc tuong tic tinh dién lam
ting do bén cna gel.

Cau triic va do bén cta get ¢on phy thudc vao ngudn protein dau tuong
(phu thudéc vao ham lugng glyxinin va conglyxinin). Glyxinin chita mot
lugng 16n cac nhom xystein do vay s€ tao mot lugng 16n cdc lién két
disunphua (rong gel, con mang trong conglyxinin gel dugc tao chi y&u boi
cdc lién két hydrophop. Do vay, Uir cic ngudn protein dau tuong khac nhau
s€ thu dugc cdc gel ¢é cau tric va do bén khic nhau.

2.2.2.3. Mot 56 sdn phdm thu nhan tir protein ddu tuong

Hat dau tuong chita mét ham luwong didu va protein khd cao, thong
thuong chira khoang 20% diu, 40% protein, 35% gluxit va khoang 5% tro.

Phan 16n dau tuong hién nay dugc sir dung dé ép ddu, kh6 dau tuong
(dau twong da loai dau) dugc dung 1am nude cham hodc 1am thic an cho gia
stc. Ngay nay cdc nha khoa hoc trén thé gidi rdt quan tAm nghién ciu sin
Xuat mot s san pham tr dau tvong 6 chat lugng cao (ham luong protein
cao, khong ¢ vi ding, vi ngét, d6 hoa tan cao...). Sau day gidi thiéu mot sG
cong nghé, dac tinh, dng dung céc protein dam dac :

Khd dau tuong (52% protein)}

Y }

R fa b .
Ha qua dung Rua bang Bién tinh
dich con - dungdich axit | b&i nhiét
{50 dén 60%) (pH = 4,5) )
| v
Boc hoi Trung hoa Rira bang nuéc
dung mdi
l ¥ L
Chat tan : Say kho Ch‘é't tan : Ch‘a”t tan:
dudng, tro dudng, tro dudng, tro
¥
Dich protein Dich protein Dich protein
(= 65%) {= 65%) (= 65%)

Hinh 2.7. Sa d6 t8ng quéat qua trinh thu nhan protein dam dic
(Soybean pretein concentrate — SPC)
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a) Soybeun protein concentrate (SPC)

SPC 1a mot loai san phidm thyc phdm méi. San phim thuong mai SPC
déu tien dugc ra doi nam 1959. Trong vong 30 nam tr& lai day, ching da (r&
thanh mot thanh phan quan trong, dwoc st dung rong rdi trong cdc nganh
cong nghiép thuc pham. Trong nhiéu ting dung, SPC chi don giin 1am chat
thay th€ cho bot dau tuong, nhung trong mot s6 tmg dung khic, SPC cé chiic
ning dic biét ma bot dau tuong khéng thé cd duge.

Trén thyc t€, viéc phat trién SPC ban dau nham 2 muc dich {4 : [im tang
ham luong protein va dé cai thién huong vi cho san pham.

Theo cic phuong phdp thong thudng, cdc san phdm bot dau tuong
nguyén béo va chua rang hay bot dau tuong da tich béo rat khé mat vi dau
lwong tuoi. Vi vay, bot dau tuong tuoi bi han ché sir dung trong san xudit.
Mot s6 qud trinh cdi ti€n sau ndy da tim cach tich cic cdu tr gay vi déng vi
vi dac trung cua dau tuong.

Ham luwong protein 161 da trong bot dau tuong, ngay ca khi da hoan toan
loai bo vo va déu, ciing chi khoang 55%. Xé1 & mot mic do (ng dung nhat
dinh, ham lugng protein trong dau twong ¢6 phin tram cao hon, nén thuéng
dugc diing trong ché bién thuc pham, vi du trong céc san pham thit.

Nguyen lieu dau cho san xudt SPC la bot xay dau tuong tho, di duoc
tach vo va tdch béo v6i ham lugng protein hoa tan cao. Tién hanh c6 dic
protein bang céch loai bo cic thanh phén hoa tan khong ¢6 ban chat protein.
Nhimg chat nay khéng chi 12 cdc loar dudng hod tan nhu mono, di va
oligosaccarit, ma con mét s6 chit chita nito ¢6 khéi lugng phan tir thip, céc
loai khodang chat. Thong thudng tir mot tan bot ddu twong xay tho da tich
béo c6 thé thu duge 750kg SPC.

(6 3 phuong phédp chinh dé tich nhimg cdu tir ndy ma khéng can phai
hoa tan phan doan céc protein chinh. Cic phuong phap nay khong phai dé
san xuat cing mét san phdm, ma moéi phuong phdp sé tao ra mot loai sin
phim sau ¢6 dac khic nhau, v6i nhimg tinh chét khic nhau va g dung
ri¢ng biét. Nhitng phuong phédp dé la

— Phuong phdp chiét bang ctanol pha long.

— Phuong phdp chiét bang axit.

— Phuong phdp chiét bang bi¢n tinh nhiét / nudc.
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* Dinkonghia, thanh piin va phdn loai

Hi¢p hoi kiém soét dinh dudng cta My (AAFCO) dinh nghia SPC nhu
sau : "Protein ¢6 dac diu tuong (SPC ~ soybean protein concentrate) duge
tao ra 1ir hat diu tuong chat luong cao, khong bi héng, sach, tich vo ; loai bo
phin 16n ddu va cdc thanh phdn hoa tan trong nudc ¢6 ban chit khong phai
protein ; SPC phii chita khong dudi 70% protcin & diéu ki¢n kho tuyét doi."
(‘Theo "89 Soya Bluebook),

Dudi day li thanh phan cta moét SPC dién hinh (SOLCON, san xudt boi
Solbar Hatzor Ltd.) :

Bang 2.8. Thanh phan mét SPC dién hinh

Protein 70%
_Hiﬁn am - : 8%
Sqi .thO R 4,5%
Tro ” | 7%
Cac hat nho 95% < 150 microns
I__Hiu.n lirgng béo l%
Vi sinh vat L(')’ng_.sf)' (Slanda;d plate cou_r;t) 15.000/ ¢
Salmonella tr-ong 200g Am tinh
' Am -[fllljl ) ‘

1 Eocoli trong g

Nhu da dé cap & trén, ¢6 3 loai SPC co ban, phu thuoc vao phuong phip
st dung dé tach cac thanh phan hoa tan khong phai 12 protein. Ca 3 loai SPC
nay déu c6 nhimg thanh phén vé co ban xap xi véi miic nhu sau

Protein (N x 6,25) 70%
Cacbonhydrat khong hoa tan 20%

Tro 5% — 8%
Chat béo 1%

SPC con duge dac trung bdi chi s6 ham luong protein hoa tan. Bing cdc
phuong phip chiét tich néi trén, protein dau twong tén tai & dang khong

83



hoa tan. Tuy nhién, sau dé cé thé lam tang tinh hoa (an cla protein trong
hén hop o, vi du nhu trung hoa axit trong san pham c6 dac bang kiém. Dich
¢0 dic tao ra theo phuong phap bi€n tinh nhiét la dang bi¢n tinh protein
khong thuan nghich va mau sic s€ bi dam hon. Phuong phdp chiél bang
etanol ¢6 gia tri NSI thap (10 — 15%) do qua trinh bién tinh protein bang
etanol. Tuy nhién, nhimg thay déi & mirc d6 phan t do etanol gay ra khéc
hoan toan so véi cidc phuong phap bi¢n tinh bang nhiét. Do do6, mac du do
hoa tan cia protein thdp (theo cdc chi s6 chuan NS!I vi NDI), san phim thu
duoc theo phuong phdp nay van giir dugc hdu hét cic dac diém chic nang
(nhu d¢ s¢t, kha nang tao nhii...),

6 phan tin va chic nang cia san pham theo phuong phip etanol ¢é thé
dugc cdi thién bing cich phun hoi (steam injection) hoac ndu (jet — cooking),
101 sau d6 dem dong hod lic manh (Hoi déng protein tir dau tuong ~ Soy
Protein Council 1987).

Nhiéu dic diém cua huong dau tuoi ciing bi tich khoi san phdm chiét
sau qud trinh trich ly. San phdm dau twong co dac tuong déi nhat. Nhimg loai
oligosaccarit tir bot dau tuong nhu raffinoza, stachyoza ciing bi tdch bo theo
dung moi sir dung trong qua trinh chiét.

SPC trén thi trudng & nhiéu dang khdc nhau : dang hat, dang vién, dang
bot hodc bot sdy phun. Ngoai ra con c6 dang dich dic.

Do mét s¢ protein thip phan tir cling bi tdch ra cling dudmg, nén thanh
phdn axit amin trong sdn pham co ciing khic so véi dang bot dau twong ban
dau (bang 2.9).

Bang 2.9. Thanh phan axit amin cla SPC va bét dau twong

Soy protein concentrate (SPC)
Axit amin Bot dau tuong Phuong phap | Phuong phapﬁ
etanol axit
.Alanin 4,0 4,86 4,03
AXit aspartic 6,05 7,08 6,46
Half — xystin 11.26 12,84 11,28
Axit glutamic 17,18 20,20 18,52
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Soy protein concentrate (SPC)

Axit amin Bot dau tuong Phuong phap Phuong phap

etanol axit

“(_}lyxin 3,99 4,60 - 4,60
Histidin _ 2,60 - 2,64 2,59
_lsol(rxm M4,8() 4,80 _ 5,26
Loxin 6,50 7,90 8,13
‘fml;ysin 5_?'{} 6.40 6.67
Mcthionin : 1,34 o 1,40 1,40
Phcnyluli;l.l-i.n 472 5,20 5,61
“_[_’rolin 4,72 6,00 5,32
Serin 5,00 5,70 5,97
Threonin 4,27 N 4.46 3.93
_"i‘ry-;)lophan “ 1,80 1,60 1,35
Tyrosin . 340 3,70 4,37
___\_/alin -.4-1“,60 _5,00 5,57

* Que trinkh yan xudt :

— Qua trinh tich bang etanol :

Qua trinh dién ra dua trén kha nang hoa tan trong pha 16ng ctia mot sé
loai rugu mach ngin (metanol, etanol va isopropanol) dé chiét phan dudmg
hod tan trong bot dau tueng da dugce tich béo, ma khong hoa tan protein cha

néd. Nong dé nrou t6i da cho qua trinh nay 12 khoang 60% vé khéi luong.

Ly thuy¢t vé chiél bang dung méi duge dp dung dé tach protein khdi bot
dau tuong duge tich béo véi etanol @ pha 1ong,

Qua trinh goém cdc budc sau :

+ Trich 1y 16ng — ran.

+ Téach va thu hoi dung moi tir pha 1ong.

+ Tdch va thu hoi dung moi tir két tha.
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+ Sdy kho va nghién két toa vay (flakes).

o Trich ly long — ran : Qud trinh ¢6 thé duoc dién ra theo tiing mé hoac
lién tuc. Trich ly lién tuc cé thé duoc dp dung déi véi cdc qua trinh & quy mo
tuong doi 16n. Theo Campell va dong nghiép (1985), qua trinh lién tuc ducc
dung cho ciac nha may vdi cong suat trén 5000 tan/nam. Khong gidéng nhu
nganh cong nghiép €ép dau tir hat, nhilng xi nghiép nho hon thuong khong
dung duge phuong phiap nay. Do vay, qud trinh gian doan duoc dp dung rong
ral hon. Phuong phap va loai thi¢t bi st dung tuong déi giong véi nhimg thiét
bi dung cho tich dau tir thuc vat. Trong truomg hop tich chiétl bang ctanol,
dung mdi dung rat dé bay hoi va dé bat chdy vi the cin ap dung cdc bién
phap an toan v6i dich 16ng nham tranh hoa hoan va né.

Ly do sur dung bot dau twong véi ham luong NSI cao lam nguyeén liéu
dau khong hoan toan lién quan (i muc dich tao sin pham ¢6 ham Juong
protein cao. Ly do chinh dé sir dung loai bot nay la do ty 1& phin tram cic
loai dudmg hoa tan ¢6 thé tdch duge trong bot cao hon so véi loai dau da
rang. Cac loar dau rang s€ lam cho duong khé hoa tan hon vi ching da bi
lién két voi protein (phan tng Maillard) hoac bi caramen hod. Vi thé, sau
qud irinh chiét, dudng khong bi tich béi dung moi va vin con trong san
phém. lam giam ham lugng protein. Hon nita, mau sic cua san pham co
cling bl dam hon va gid tr1 dinh dudng cling bi giam {do ham luong lysin
thip hon).

o Tach va thu lioi dung moi khot dich Iong : Ruou duge tach ra khoi
dich léng bang cdch cho bay hoi hodc bing phuong phdp chung cit. Sau
do chung duge hoa lai v6i nong do thich hgp va tdi st dung trong cic
thiet bi chi¢t. Phan dich con lai sau qud trinh chung cdt 1a dung dich long
chira duong va cdc chit hoa tan khdc. Ching duoc co lai 16 nong do
giong nhu & mat ong va duge bdn nhu 14 ri dau twong (soy molasses).
Thong thudng, ri dau tuong chia 50% 16ng lugng chat ran hod tan. Nhitng
chdt ran nay bao gébm cacbonhydrat (60%), protein va cdc chit ¢6 chita
nito {10%), khodang {10%), chat béo vi cdc hop chat lipoit (20%). Ri dau
twong thuong duge s dung lam thanh phin nang lugng (caloric ingredient)
va lam thac an chan nuéi.
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o Tdch dung moi khoi chdt rdn két tia © Sau khi tach, dung méi chira
trong két tha duogc tach ra. Phuong phdp sir dung tuong tu nhu phuong phip
tach hexan khoi dan tuong. Hoi & nhiét do cao chira hén hgp nude — ruou cé
tic dung tich nhanh dung moi, nudc con lai trong phidn rin duge tich nhe

phuong phip sdy bang khi néng.

e Nghién . Sir dung thi¢t bi nghién gidng thiét bi trong san xuit bot

dau tuong.

- Quy trinh san xuit SPC bang phuong phap etanol (trich ty 3 lan) :

Bat, vay dau tuong

Hexan —s | Chiét bdng hexan

Vay dau loai dau, cd thadm hexan

l

——— Hexan
Dung mdi
chira dau

—— Dau

Etanol — Chiét bing hexan/etanol

Dung mbi
chira lipit

[

Vay loai dau, co thdm chira hdn hep hexan/etanol

l

Vay loai diu, co tham etanol

Loai gung mdi |—— Hexan

Nuoc—»| Chidt biing etanol/ineéc | CAC hop chat

¥

Loai dung mdi

l

Protein dam dic

tan trong nwéc

Hinh 2.8. Sg d& cong nghé san xudt SPC theo phuang phép etanol
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— Qua trinh tach bang axit :

Phuong phap nay dua trén kha nang hol tan clia protein diu tuong & céc
khoang pH khdc nhau. Hau hét protein dau trong ¢6 do tan kém nhat &
khoang pH = 4,2 - 4.5 (diém déng dién). Do do, khi diéu chinh pH té6i
khodng néi trén, protein két tha. Ching ta c6 thé tich protein khoi duomg tan
cling dung moi sir dung 1a nuéc (c6 bd sung axit).

Phuong phdp nay sit dung dung méi nudc — 1a mot dung méi ¢6 uu diém
hon so v6i dung moéi rugu cén : khong bat Iira, khong chiay né, khong gay
doc va ré tién. Tuy nhién, day cling 12 nhuoc diém ciia phuong phap. Qud
trinh tdch chat ran két tha khéi dung moi nudc sé kho hon va khong triét dé
do phan két tha hap phu mét lugng nudc 16n va truong nd. Phuong phép ling
nho trong luc la khong thich hgp cho phéan tich rin — long. Thong thuong
phai str dung t61 mot s6 phuong phép thay thé khic nhu loc thung quay chan
khong hoac ly tam,

Quad trinh san xudt gidn doan sit dung may ly tam tich cin. Bot dau
twong da tich béo dugce tron véi nude pha axit trong thing tron. Dich sét
sau dé duge chuyén sang thiét bi ly tdm, ¢6 nhiém vu tich chat rdn da
trich ly khéi dich chiét (whey). Chat rin dugc ldy ra lién tuc véi thanh
phan khodng 30% nong do chat kho. Két tha sau khi ly tam cé thé duoc
lam kho d€ tao thanh protein chiét dang dién — protein ¢6 do hoa tan thap.
N¢u muén tao ra san phim c6 gid tri cao hon, cin phai trung hoa san
pham chiét : banh ran & trang thii ding dien duoc pha vio nudc va ton tai
& dang huyén phu. Sau dé, trung hod bang axit. Ti€p tuc ly tam ldn hai
va san pham c6 dac sé ¢6 ham luong protein chiém 75% lugng chit
kho. Bdnh thu dugc van chira khoang 70% nudc. San phim & dang dm,
sau dugc co thanh dang dic sét va cudi ciing sdy phun thanh dang bot.
Khi nang hoa tan cta san phdm sau trung hoa la khd cao, gid tri NS!
trén 60%.

Quy trinh san xuit SPC bang phuong phap axit
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Bot, vay dau trong (50% protein)

Nwoc
\ — Hoa tan
At T Két tlia protein ¥ pH=42-4,5
y
Ly tam tach két tda protein » Dichléng
!
¥ ¥
Say khd chira 65 - 756% protein
Nurére va tac nhan . Bua vé pH
trung hoa dé két tua protein

3

Ly tdm
tach két tia protein

Dich I6ng, cé thé cho Phan két tha
quay tré lai giat doan 1 S&y kho chira 65 -75% protein

Hinh 2.9. So d6 san xuéat SPC theo phuong phap axit

— Qua trinh tich bing bién tinh nhiét :

Quy trinh san xudt nay, protein trong bot dau tuong di tich béo duge
tich bing cich cho bién tinh nhi¢t sir dung hoi nuéc bao hoi. Bot sau khi xir
ly nhi¢t, dugc tach cung nudc nong cd chira duong tan trong do.

Do qui trinh sif dung nude nhu dung moi dé phan tach rin - long, nén
van hanh va hé théng thiét bi tuong ty nha phuong phép tach bang axit.
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. - Dich axit
BOt hoac vay - Nw&e XU Iy nhiét

Dung mai . )
— Ho6n hop nwédcirecu
k.
Chiét suét nhiéu giai doan bang » - :
trich ly nguoc dong Thu hoi | San pham
dung moi phu hoa tan
A
| > Chiét suét
Dich dac
Trung hoa
¥
Say

Protein dam dac

Hinh 2.10. So do san xuat SPC bang phudng phap xI Iy nhiét

Bang 2.10. Thanh phan hoa hoc ctia SPC theo cic phuong phap khic nhau.

| : —
' Phuong phap n':;:l" /:l-r”gc *;::::’ (:233’ Bién tinh nhiét
Protein 70,7 70,7 72,2
Chat béo 0,3 0,3 1,2
Sqi tho 3,7 3,6 3.8
Tro 6,0 5,1 3.8
| Nsi 5,0 6.9 3.8

* Ung dung :
~ Ung dung chung

Gidng nhu bot dau tuong, SPC duge sir dung nhu mot san phim thuc
pham nho dac tinh dinh dudng hay dac tinh chic nang sinh hoc hoac két hop
ca hai tdc dung trén.
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Vé dinh dudng : SPC 1a mot loai san phdm c¢é ham lugng protein cao,
khong chia antitrypxin va cdc yéu td phan dinh dudng khic, khong con chat
day hoi va chia chit xo cdn thi€t cho tiéu hod. Gid tri dinh dudng cla
protein & cdc néng do khic nhau dugc thé hién qua ty s6 hiéu qua proiein
(Protein Efficiency Ration : PER). Thudng SPC va SPI ¢6 gid tri PER thap
hon protein bot dau tuong.

Bang 2.11. Gia tri PER* ¢lia san pham protein dau tuong

San pham Ty sé hiéu qua protein (PER)
Bot dau tl:r(mg (da tach béo va rang) 22d6n 23
"+ 1.0 % metionin 2,25 hodc cao hon
| Soy Protein Concentrate éU -2,2 ,
+ 1.5 % mclio:.'.lin 2.5 hoac cao hon "
| Soy Protein Isolate 1,1 — 1.7
+. 1.5 %% metionin - 2,0 hoic cao hon

* Gia tri PER duoc hiéu chuan : cazein = 2,5
Nguon : Soy Protein Council (1987)

Dac diém quan trong nhit ctia sén pham protein dau tuong co dac (SPC)
la kha nang lién k&t véi nude (hap phu nude), kha nang lién két véi céc chit
b¢o va kha nang tao nhd.

— Sir dung trong cdc san pham banh my :

Khong c6 mot quy dinh cu thé nio vé viéc st dung protein dau tuong co
dac trong cdc san pham banh my, trir khi san phidm dé yéu cidu ham luong
protein cao. V& mit dinh dudng vi chic ning, bot dau tuong ciing ¢6 tic
dung twrong tu nhung hi¢u qua vé mit kinh € cao hon.

— Cdc san pham thit :

Day co € 1a ung dung quan trong nhat caa SPC trong cong nghiép thuc
pham. SPC dugc sir dung chi y&u trong cdc san phdm thit nghién, thit gia
cdm va ¢de san pham tr ¢a (cha, cic loai xuc xich thé nhi...) nham 1am tang
him am vi duy tri dugc do dui. SPC con 1a mét thanh phan quan trong trong
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cdc san phdm c6 do dam thap, do béo cao va c6 gia thanh thdp. Dién hinh

miic do st dung SPC & mot 56 loai thue pham kho tuyét déi nhu sau : S — 10 %

trong cha, 2 - 8% trong thit bd ham, 2—12% trong thit vién, t8i da 3.5%

trong xtc xich, 5 — 10% trong cha ca (Theo Campell va déng nghiép, 1985).
~ Mot s6 1ing dung khic :

Protein ¢o dac tir dau twong duge sit dung nhu mot chat phan tin bén
trong cdc san phim do udng dang sita va cdc san phdm gid sira nhu san pham
tuong ty kem. Nam 1985, Campell va déng nghiép dua ra cong thitc cho dé
udng giong sita. Cong thitc nay duoc cong ty A.E Staley Mfg ( mot hdng sin
xudt SPC ) dé nghi b6 sung cho san phim sita siro ngo.

Bang 2.12. Céng thifc cho san pham "Sita ¢6 dac dau tuong”

Soy protein concentrate 6,0% ]
Sucroza -. 0,6%'

Siro ngd dang r;inﬂ 2{}% .
Chit béo | | 304
E\/Iono vadi ~ glyxerit 0,1% |
Mu_C)'i ) | U,US%
Nu&c . 88.25%

SPC dugc hoa vé6i nuée trong mot thimg khusy véi tée do khudy cao, sau
do6 tat ca cac thanh phin con lat (trir chat bée) duoge bé sung va khudy déu.
Hon hop dugc dun néng téi 65 — 70°C. Chat béo (diu da duoc hydrat hod va
duge Khir mili t6t) cling mot s6 tdc nhan tao huong vi ciing dugc bo sung,
Hon hop sau dé duge déng hod, 1am ngudi va cudi cung dong goi.

Non — dairy coffec whitener ciing ¢6 thé duoc tao ra, s dung nguyén
tac trong Ly nhung thanh phan va ty 1¢ cic chat c6 khdc bict,

h} ISOLATED SOYBEAN PROTEIN (ISP) (Isolut protein diau tuong)

* Gidi thiéu :

ISP la dang ¢6 dac nhét cha cdc san phidm protein tir dau tuong hién
dang c6 trén thi trudng. Ching chua trén 90% 12 protein ¢ diéu kién kho
tuyét doi.
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ISP dugc bict tdi va san xudl trong cong nghiép tir trude Chién tranh the
gidi Thit hai, chil y&u 1am hé, keo dé phu 1én gidy. Tuy nhién, ISP con duoc
st dung lam thitc an, dac biét trong vong 50 nam tro lai day.

Nguyén tic san xuat ISP kha don gian. Tir ngudén nguyén liéu dau 1a bot
dau tuvong da duge tach béo, protein diu tién duge hoa tan trong nudc. Cac
chét ling can duoc tich ra khoi hén hap long. Cudi cing, protein duge két
tua, tich khoi dung dich va sdy kho. Trong qud trinh san xuat ISP 1am thuc
pham, khdc v&i cdc nganh cong nghiép khac, can t6i thi€u hod nhimg bién
déi vé mat hoa hoc ctia protein trong sudt qud trinh. Ngoai ra, cdc yéu cdu vé
vé sinh cling phai duogc thue hién nghiém ngat hon.

ISP t6n tai O dang gan nhu protein tinh khiét, nd da tich duge cic chat
a0 muli, vi, mauv khong mong muén, cac chat khong ¢6 gid tri dinh dudng ra
khoi san pham. Hon nira, ham lugng protein cao cho phép dé diéu chinh vé
thanh phan ISP hon khi chiing duoc sir dung trong c4c san pham thyc phim.
Nhimg wu diém néi trén 14 nhimg du bdo hét siic kha quan cho viéc sir dung
rong rai san pham ISP. Mic di quy mo san xuét 1SP ngly cang tang & M§,
chau Au, Nhat Ban, An Do va Brazin, nhung nhimg con s6 san xuat hang tan
ISP hang nam la khé thip so v6i du bdo khi ISP bat ddu duge ban trén thi
truomg. Do chi phi san xudt con twong d6i cao, cac sian phdm ISP khong canh
tranh duge véi bot dau {uong ¢6 va SPC, ngoai ra con cd su canh tranh gilta
ISP vé&i cdc san pham protein co truyén théng khic nhir cazein. Tuy nhién,
ciing phai chi ¥ ring rit nhiéu loai protein c6 dac ly tuong duoc tich tir cic
ngudn nhu hat bong, lac, c4... khong thanh cong bang ISP. Nhiéu sdn phdm
trong s6 ké trén khong (hé tgo thanh sin phdm thuong mai.

ISP ¢6 thé¢ duge ti€p tuc ché bien dé tao ra cac san pham t6t hon nhy sgi
ISP duoc xe — [am thanh phén cho cédc sdn pham thyc phim tuong tu nhy thit
bip, cdc san pham protein vi enzym tir ISP,

Gia thanh ctia san pham 1SP cao hon gap 5 dén 7 ldn so véi san pham
bot dau tuong da duoc tich béo do phuong phédp san xuat ISP.

* Dindr nghta, thanh phan va phdn loai

Hiép hoi kiém sodt dinh dudng cha My (AAFCQ) dinh nghia ISP nhu
sau : "Soy Protein Isolate 12 san phdm ¢6 thanh phén chinh 1a protein nr hat
dau tuong. ISP duge tao ra tir hat dau wong duge tach vo va loat bo céc can
tir khong phai 14 protein, phai chifa it nhit 90% protein & diéu kién kho tuydt
d6i” (‘Theo "90 Soy a Bluebook).

93



Khéng ¢é mot dinh nghia chinh thitc hay mot chudn vé cic loai ISP.
Chiing dugc mua va bdn trén thi trudng dua trén céc dac tinh va thanh phan
cung cap boi nha san xuat hodc ngudi st dung,

Quy trinh san xuat ISP dua trén do hoa tan cla protein & pH trung tinh
hodc kiém nhe, sau d6 tién hanh két tia bing cich axit hod t6i viing dang
di¢n ( pH = 4,5). San pham tao thanh 13 "ISP ding dién", ¢6 tinh chat {1 tan
trong nude, hoat tinh chifc nang bi han ché. ISP ding dién ¢é thé duge hoa
lar vao nudc, trung hoid véi cdc bazo khic nhau, 16i dem say phun dung dich
hogc dich huyén phu. Ty thudc vao timg loai bazo ma 1a ¢6 céc san pham
proten chia jon kim loai khac nhau nhy : natri, kali, amoni hay canxi.
Protcin dich trung hoa bang cdc bazo kim loai nhu natri, kali vi amonj ¢6
kha ndng hoa tan 16t trong nudc, tao thanh dung dich ¢6 do nhét cao, tao bot,
nhii tuong va ¢o tinh tao gel. Protein tir canxi lai cé do hoa tan thap hon. San
pham ISP ¢6 do hoa tan thdp (tro) sé duge dung cho nhiimg san pham yéu
cdu ham lwong protein cao ma khong lam dinh cdc thinh phan chic nang
khdc trong san pham.

Do phuong phap sdy phun 1a mot phuong phap phd bién trong san xuat
ISP, nén trang théi vat 1y co ban cta ISP 14 dang bagt. Cac dung cdu (ric nhu
dang hat, dang sgi duoc tao ra bing cdch ché bién tiep tuc.

* Qud trink san xudt

— Nguyén ligu diu :

Nguyén li¢u sir dung la bot dau twong di tdch vo, tich béo, c6 theé an
dugc vi c6 chi s6 vé luong protein hoa tan cao nhat. Mac di t6¢ d¢ qua trinh
chi¢t protein ur bot nguyén nhanh hon, nhung nguyén liéu bot di tach béo
lai dé tich sau chiét hon. Trong chiét gidn doan, n¢u thoi gian chiét trén 30
phuit, kich thude hat khong anh huong 16i san lugng protein duoc chiét ra.

— Chiét protein :

Bot dau wrong duge tron voi moi trudng chiét trong céc dudng ong dugc
ddo tron va dun néng. Moéi truong chiét 13 nude co bd sung cdc loai kiém
nhur natri hydroxyt, voi song, (NH,),PO, hoic Na;PO, dé pH & trung tinh
hoac kiém nhe. Trong diéu kién nhu trén, phan 16n céc protein duoc hoa tan
treng dung dich. Dudng va cédc hop chat khdc ciing tan trong dung dich,

+ Do kiém : O pH cang cao, cang nhi¢u protein duge chiét. Tuy nhicn,
nhiing protein nay cé thé bi bi¢n déi vé mat hod hoc trong diéu kién moi
truomg kicm manh, ¢6 thé 1 bich (inh protein hodc thay déi hod hoc trong
cac axit amin. pH néu ¢ khoang cao qud, con cé thé tao lien két gira dudng
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va axit amin (phan {ing Maillard), lam mau cha san pham 16i va mat gia tri
dinh dudng. Hon nita, nhimg protein két ta trong moi trudng kiém cao ¢o
xu hudng giit qui nhidu nude va khong 6n dinh. Theo thuc nghiém, khoang
pH = 7,5 — 9.0 la khoang thich hop nhit cho qué trinh chiét.

Béng chii ¥ ohdt Ja trong moi trudng kiém, axit amin xystin & bi phd
huy va tao ra dehydroalanin. Ngoai anh hudng do thi€u hut xystin, chat méi
tao thanh ¢6 thé gay doc. Dehydroalanin c¢6 thé phan ung véi nhitng nhém
£—NH, tu do cua lysin, tao thanh lysinoalanin. Hop chat nay theo cic nghién
ciu ¢ thé gay t6n thuong & chuot trong mot s6 diéu kién nhat dinh. Tinh
doc cua lysinoalanin d6i vdi co thé ngudi hién van 12 mot cau hoi.

+ Th&i gian chiét : Qud trinh chiét nito khoi bot diun twong, s dung 0,03
mol Ca(OH), lam chat trich ly. Luong nitg chiét duge dudi nhitng diéu kién
niy tang lién tue trong 30 phit dau, sau dé dat t6i gdn mic bdo hod sau 43
phat. Trong quy mo cong nghiép, thdi gian chiét kéo dai khoang mat gio.

+ Nhiét dé : Hiéu suat protcin chiét tang khi tang nhiét do 16i 80°C.

+ Ty 1é ran — long : Cung mot lugng bot dau wrong di tich béo, hicu
suat chiét protein € tang lén khi lugng moi truong long sir dung tang lén.
Sau khi chiét va tich bang phuong phdp ly tam hoic loc, bot dau tuong sau
tich con lai trong dich chi¢t véi mot ty 1é ding ké, khoang 2,5 lin khai
lugng chdt ran. Trong qua trinh tich gidn doan mot pha, néu sir dung chat
long trich ly cang nhiéu, thi néng do protein trong dich c¢hict it hon,

Viéc lya chon ty 1¢ rin ~ long cho qud trinh trich ly 13 mot van dé ¢6 ¥
nghia. Nhimg ty 1 thuong duge sir dung trong cong nghiép thuong ia 1 : 16
val : 20.

+ Quad trinh khuay trén : Trong bat cit qua trinh trich ly nao, khudy tron
cing lam tang toc do hoa tan cha protein. Tuy nhién, trong thoi gian chiél
gian doan (khoang mot gid), néu tang t6c dé khudy i6n hon 16¢ do hop ly
cing khong 1am tang ty & protein duge chiét ra khoi dich huyén phit. Hon
nita, Khudy trén manh con lam v& cic hat, tang ty 1¢ cac hat min trong trich
ly, gay kho khan cho qud trinh phan tdch 1ong — rin. Téc do khudy hop 1y 1a
qud trinh troén nham giir c4c hat trong dich chiét ¢ dang huyén phu,

+ Qua trinh tdch 16ng — rin sau khi trich ly :

Dich chiét chia mot hugng dang ké cédc hat bot da duoc chiét protein. DE
loai bo cdc hat niy dau tién phai két tia nhim thu duge protein ¢6 do tinh
khi¢t chap nhan duoc.
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Bang 2.13. Anh hudng qua trinh loc dich chiét téi dé tinh khiét cta ISP

Kich thudc mit sang sir dung % protein (N x 6,25) san phiam
cho tach chat ran (pm) protein kho

20 83,2

B 40 83,9
60 84.5

80 85,8

100 88,7

140 89,5

200 81,2

Ly tam 93.3

- So d6 quy trinh san xuét ISP :

NaOH
Nuéc

HCI

Nudc

Nugc—=  Hoa lai tha

NaQH——-

Hink
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Khé dau tugng (dm 52%)
Y
Chiét tach bang kiém
(pH=8-9)

'

Ly tam —» Can (xa)

I K&t tia bang axit (pH =4,5) —I

- Nudc ndi {chifa dudng
Ly tam }——P
I y‘ va cac chat tan khac)

'

Ly tam — N UGG rifa

!

Trung hoa
(pH 6.8 -7)

'

Say phun I w Nyac

'

ISP ( 290% protein}

2.11. So dd cong nghé san xuat ISP




Bang 2.14 , Thanh phan dién hinh cia mét san pham ISP
(diéu kién khd tuyét déi)

Th?élnh phin Nong do (%)
Protcin %0
Chat béo 0,5
Chit tro N 4,5
Dudng tong s6 0,3

~ Xir 1y dich chiét :

Dich chiét sau loc duge x{r ly nhiam loai bo céic chét tap, do dé 1am cai
thi¢n, mau sic, gid tri dinh dudng va lam bién déi dac tinh chic ning cha
san pham cudi cung. Xir 1y dich chiét bao gém : trao d6i ion dé loai bd
phytat, lam gidm thanh phan chél tro, xir Iy bang than hoat tinh dé loai bd cac
hop chét phenol, siéu loc nham co dich va tich cac hgp chat thap phan ni...
Mac dir nhimg qud trinh nay di dugc khuyén cdo sir dung nhung hién vén
chua c6 co s§ cong nghiép san xudt ISP ndo sit dung. O chau Au va Nhat
Bin (Elias, 1979), thuong diing mang loc dé loc va co dich chiét.

- Két tia :

Protein duogc két ta tir dich chiét bang cdch ha pH xuéng diém ding
dién. Loai axit sir dung ciing nhu shiét do qud trinh két tha khong anh huéng
i san luong hay do tinh sach cia protein,

— Qua trinh tach va rira protein :

Protein sau k¢t tia duge tich ra khoéi dich huyén phit (whey) béng
phuong phap loc hoac ly tam ; cé thé dung cdc loai mdy ly tam desludger
hodc decanter. Protein thu phai duoc rira nham loai bd cdc thanh phan tan.
Ta c6 thé ti€n hanh hoa tan lai vao nudc réi ly tam lai. Qud trinh rira 12 qud
trinh quan trong, anh huéng téi d tinh sach cia protein.

- Lam kho : Phuong phap lam khé thong dung nhat ta phuong phap
say phun. '

* Nhitng van dé gdp phdi trong qud trinh sdn xudt :

— Tén that cha qua trinh : Qud trinh thong thudng tich cic chat rén dau
twong thanh 3 phan chinh : phan chiét con lai, phdn protein thu (ISP) va whey.
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Phan chi€t con lai (okara) 1a vat liéu rin khong tan con lai sau qué trinh
chiét va tach khdi dich chiét bing phuong phédp loc hoic gan, chiat. N6 chi€m
khoang 40% luong chat rin trong vat liéu tho va lam tiéu hao mat 15%
lugng protein tham gia qud trinh. Okara thudng dugc ép, 1am kho va bédn trén
thi trudng nhu mdt sén pham phu cia qud trinh san xudt ISP. N6 ¢6 thé duoc
dung lam ngudn protein trong thdc in gia sic hoac 1am thitc dn dang soi
(dietary fibre) trong dinh dudng ¢ ngudi. N6 ciing ¢6 thé dugce dung trong
san xvdt thuc pham nhd kha nang khéng hip thu nudc.

Whey 1a dich huyén phi, sau khi protein da duoc tich ra khoi dich chiét.
Whey gom cdc duong va cdc chit chira nito khong bi két tha do qud trinh
axit hod.

Khoang 25% lugng chat kho ciua nguyén liéu the va 10% luong nito
trong nguyén liéu déu mam trong whey. Nhiéu nghién ciu trudc day
(Hackler va déng nghiép, 1963) cho ring whey cta dau tuong c6 thé cé doc
cho déng vat. Nghién ctiu nay ciing di duge khing dinh sau d6. Hen nira,
whey ISP dugc hoa lodng ¢ muic dé cao, chita khoang 1 — 3% chit rin, phu
thuge vao ty 1¢ gitta dung moi va bot dau tuomg dung cho qud trinh chiét. Chi
phi cho qua trinh c6 dac va say kho whey ISP qud cao. Do d6, whey duge coi
la mot phén thai cha qua trinh tach.

Phin thu protein {curd) 12 phan két tha tao ra do qud trinh axit hod cia
dich chiét. Sau khi rira va siy kho, san pham tao thinh ia ISP dang dién. N6
¢0 chita 75% ham lugng protein trong nguyén licu ddu. Gan 3 14n bot dau
tuong da tach béo san xuat ra | tan protcin ISP,

Do san luong thdp nén gid thanh cta ISP khd cao.

— Chat lugng : ISP san xuit theo quy trinh thong thudng ¢6 chira mot vi
loai tap chat (vi du nhir cdc hop chét phenol, dang phytat), doi khi lam gidm
chat lugng vé chiic nang sinh hoc, gid tri cam quan va gid tri dinh dudng ciia
san pham.

— Cic qui trinh thay doi
Trong san xudt ISP, mot s6 khau trong qua trinh ¢6 thé dugc thay déi :

+ Protein dau tuong duoc két tha trong dung dich muéi (salting — in),
sau do hoa tan lai protein bing cich pha lodng véi nudc.
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+ Qua trinh két tta & nhi¢t do gin nhiét do soi, st dung mudi canxi
(gidng nhur trong qua trinh san xuat Tofu).

+ Tién hanh loc dich chiét bang phuong phép siéu loc nhim loai bo cdc
cu trr cé khoi lwgng phan o thap coa whey, thu dich ¢6 protein con lai ; sau
dé dem sdy phun,

+ C6 thé tdch theo phuong phip vat ly protein fir bot dau twong nhu
phuong phap phan doan .

+ Tinh sach phén chi¢t bing phuong phip siéu loc, loc qua than hoat
tinh va trao d6i ion, nham lam tang d6 tinh khi&t cia phén thu protein.

* Ung dung :
— Trong cic san pham thit :

Trong cic san pham xdc xich dang nhii hod, nhu frankfurter va bologna,
ISP va cdc san pham protein dugc sir dung do cdc tinh chal vé do am, lien két
vO1 chiit béo va hoat dong nhu mot chat [am bén hé nhii. Ngudi ta thudng sir
dung ISP ¢ ham luong 1 — 4% & trang thai tién hydrat. Viée sit dung ISP
trong cdc san pham nay cho phép lam giam ty I¢ thit dit tién trong cong
thiic, ma khong lam giam ham lugng protein hay chal luong cam quan cia
san pham,

Vige sir dung san phdm protein dau tuong trong cdc loai thit bap di va
dang duoc phét trién trong thoi gian gan day. ISP dugc bé sung trong san
pham thit mu6i xong khéi va duge tiem vido thit bap. Ngoai ra, ¢ thé lién
k€t protcin isolat (ISP ) 1én be mat cua thit bang céch lin hodc bdp thit bip
vdi protein isolat, gidng nhu trong nganh cong nghiép san xuit thit xong
khéi. Cong thitc dién hinh cho thit muéi gém : musi, duong, photphat, nitrit
hoac axit ascorbic.

~ D6 bién : Ung dung quan trong nhat caa ISP 13 bé sung vao cha cd va
surimi — mot trong nhimg san phdm (ruyén théng ctia Nhat Ban. Surimi 13
san pham thit cd dugc téch xuong, rita sach va nghién nhd.

— Cdc san phim ngii c6c : ISP d6i khi duoc sir dung thay the hoic két hop
vl bot dau tuong, hodc sir dung trong hdn hop thay thé sita ddi véi san pham
banh my. ISP duoc sir dung dé lam tang ham luong protein trong my 6ng va
cdc Joar banh my dac biét. Trong nhimg (ng dung nay, ISP t6 ra ¢6 vu diém
hét site 16 rét vé ham lugng protein cao va do nhat thich hop cho san phim.
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— Cic san pham dang sita : ISP duge sir dung trong chdt 1am (ring cafe
khong chua sita (non — diary coffce whitener ) loai coffce whitener nay c6
chiia ciac chét béo, protein, dudng, chat tao nhii vd mot lugng muéi lam én
dinh, di dé lam bén lién két giita chat lam trang vé6i cac diéu kién axit va
nhi€t coa cafe ma khong lam anh hudng t6i vi va mii clia chat 1am trang
(freepatentsonlinc.com/4092438 . html ), 16p kem long (liquid whipped
topping), kem chua hay phomat, cdc loai d6 tring miéng dong lanh khong
chifa sifa... Di€m cg ban cta nhimg ting dung ndy 1i céc san phiam thye phiam
khong chira sita (dung cho an kiéng, khong chia colesterol, khong chira
allergen) va ¢6 gia tri vé kinh té.

Nhimng loai san phim twong ty phomat cé thé dugc san xudt tir ISP, ¢6
hodc khong ¢6 cdu ur sita whey. Nhimg loai phomat dé c6 thé 1a phomat
mém, ban mém va phomat cig 4 chin.

— Thae an danh cho tré so sinh :

Thiic an danh cho tré so sinh trong dé sita duge thay (hé bing cac san
pham dau tuong 14 loai san pham thuong mai dugc sir dung rong rdi nhat.
ISP la san pham dau wrong dugc ua chuéng bdi nd dé tieu hod, khong chua
dudng gay diy hoi, chita lugng soi khong dang ké. Pac biét sian phdm nay
khong chita lactoza, gay khé tiéu hod cho tré nhé. Tuy nhién, san phim dau
tuong dang ngay cang duoc su dung nhiéu hon cho ngudi gid vi danh cho
ché do6 an dac biét d6i véi nhimg ngudi gidm can.

— Mot 6 img dung khéc :

Protcin dau tuong (ISP ) di duge hod tan mot phin cé dac tinh lam bén
bot t6t va ¢6 thé sir dung 1am tic nhan ddnh kem, két hop véi albumin trimg
trong cdc san pham banh keo va d6 trdng miéng.

Protein d4u tuong ISP ciing [a mot chat hd trg sdy phun hi¢u qui trong
dich ép hoa qua. ISP s thay th& maltodextrin, 13m tang ham lugng protein
trong san pham cudi ciing.

2.2.2.4. Ung dung protein ddu tuong trong san xudt plastic

Ngoai gia tri dinh dudng, protein cla dau tuong da duoc nghién ciu st
dung nhu mot vat liéu sdn xuit cde plastic tir nhitng nam 1940. Vio thai gian
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do protein dau twong duge ding lam chit don dé gidm gid thanh cha cdc
plastic dugc san xuat tir dau mo. Ngay nay protein van dugc dung lam chét
don trong cic plastic tir ddu mo dé tang cudng kha nang phan huy sinh hoc
cua cdc san pham nay vi mot s6 tmg dung khéc.

* Qued trinh ché'tde protein din ticong lam chdt déo :

Qua trinh ch¢ tdc nay chd y&u lién quan t6i viée 1am thay doi trang thdi
vt ly cha vat licu thong qua mot vai phan img hod hoc. Qua trinh ndy thong
thuong duge thyc hién qua moét s6 cong doan chinh sau : vart liéu duge tron
déu, ndu chdy, chuyén hod, dinh khuon dich chay va sau cing la [am dac
dich chiy.

— Anh huong chia cde chit hod déo

Cdc chat déo tir dau twong néu khong c6 céc chat hod déo thuong cing
vi ran. Tuy nhién, khi thém mot s6 chét hoa déo vio s& lam tang do déo va
muc do co dan cua plastic.

Anh huéng clia ham 4m 16i thuoc tinh co hoc va kha nang hap thu nuéc
cua plastic 1 protein dau tuong da dugc khao sit. Khi ham am cao, gel
protein thu dugce hoan hao hon, mang lugi khong gian 3 chiéu cua phén tir
duge tao thanh ¢6 trat ur hon, dan dén gel it bi 16 va kha nang hdp thu nude
cling giam hon.

Mot s6 polyhydric alcohol duge thém vio trong qud trinh tao plastic
protein diu tuong lam tang do bén kéo cua plastic nhu etylen glycol,
glyxcrol, propylen glycol. Cc chat nay tuong tic véi phin ky nudc ciia phan
wr protein dau tueng, phén co it cdc lién két hydro, it cdc twong tac tinh dién
va (urong tdc ludng cuc.

~ Anh hudng cia phiét do

Nhi€t d6 cling 1a mot trong nhitng y€u t6 quan trong dnh hudng 16i mot
6 thuoc tinh cta nhua protein diu tuong. Nhi¢t do dun chay (molding
temperature) anh huéng 16i thude tinh co hoc va kha nang hap thu nudc caa
nhua. D6 bén kéo cia nhua protein dau tuong tang 1 15 — 39MPa khi nhiét
d6 dun chay tang tir 80°C dén 140°C. Tuy nhién, khi nhiét d6 dun chay tang
dén 160°C d6 bén kéo lai giam xudng c6 1& do su phan huy boi nhiét cha
protcin dau tuong.
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— Xir 1y voi axit

Khi protein dau wong duge xit 1y véi axit & pH ding dién 4.5 s& lam
giam kha ning hoa tan va gay két tia protein. Su két taa protein lién quan tdi
su tao thanh phite hop protein. Khi xir 1y protein dau tuong ¢ moi trudng axit
manh ¢6 th¢ gay nén cdc hién tuong phan ly, bién tinh, két y protein va dan
dén két tha protein. Protein xur 1y bang axit (pH = 4,5) thutmg cho plastic ¢6
kha nang hdp thu nude thap hon so vdi plastic duge ché tir nhimg protein diu
tuong khéng qua xir 1y axit.

Plastic dugc chudn bi tir dich isolat dau tuong xir 1y voi axit axetic va
axit propionic cho thady khéng bi anh hudng dang ké ddi véi do bén kéo va
do kéo dan ctia mfu thir. Tuy nhién, véi plastic duge chuan bi tir isolat dau
tuong xu 1y véi axit sunphuric thi ca do bén kéo va dd kéo dan déu bi giam.
Kha nang hip thu nude cua cic miu thi nghiém duge chuan bi tir isolat dau
tuong xir 1y bang axit bi gidm ding ké tir 90 dén 50% so vé6i khi khéng xir ly.

— Tao lién két ngang

Qua trinh tao lién k€t ngang dan t6i tao thanh mot su két tu 16n cac
protein, kéo theo vice tang khai luong phan tg, giam kha ning hoa tan va
tinh dan hoi. Protein dau (wong chita nhiéu nhém chifc hoat dong nhu —NH,,
-OH, vd —SH ¢6 kha nang tao lién két véi mot $6 chdt nhu formaldehyt,
glutaraldchyt, adipic/axetic. Truong hop hoa dich solat dau tuong vai 1%
formaldehyt s& lam tang do bén kéo ctia mau tir 37 dén 41 MPa va lam giam
tinh dan hoi tir 4,1 xudng 3,9, khi nang hdp thu nudc cling bi giam dan tir
90% dén 32%.

— Axetyl hod

Protein dau tuong chira cdc nhém o amin cta lysin dé dang phan tng
vOi cdc chal hod hoc khic. Qua trinh axetyl hod 14 mét trong nhimg phucng
phédp dé bién doi hoa hoc nhimg vi tri phan ing nay. Cac isolat protein dau
trong bi axetyl hod thudng cho cdc plastic ¢6 do bén kéo, do kéo dan thap
hon 0 moi gid tri ham am,

- Este hod

Este hod nhom cacboxyl trong phan tir protein 1a moét phirong phéap khac
dé bién ddi hod hoc phan tir protcin dau tuong. Mot s tic nhan cé thé duoc
chon nhu @ diazometan, metyl sunphat, metyl halit,
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Qua trinh estc hod protein diu tuong lam giam cdc nhém cachoxyl c¢o
kha nang ion hod, do vay ciing lam gidm s6 nhom tich dién trén phan tir
protein. Chinh sy giam kha nang tich dién nay sé& lam gidm tuong tic finh
dién gilra cdc phan 1 protcin ma chuing chiu trdnh nhiém mot phin cho
tinh gidn cva plastic protein dau tuong. Su este hod protein dau tuong thiic
day cd do kéo dan, do bén kéo va kha nang hap thu nudc ciia céc plastic
protein dau tuong.

— Ghép déng tring hop

Protein dau tuong dugc ghép vdi cdc monome vinyl khéc nhau theo k¥
thuat tring hop chudi gbc (r do. Cdc vinyl monome bao gém : metyl
metacrylat, etyl acrylat va hexyl acrylat. Cac két qua thir nghiém cho thiy do
bén kéo va kha nang hap thu nude cha plastic proicin dau tuong ghép dong
trung hop nay thudng thap hon so véi déi chitng. Qué trinh ghép nay thuong
tao ra cac nhdanh phd huy manh cic luc 1ién két bén trong va bén ngoai phan
wr dugce tao nén do céc cdu hydro, tong tic tinh dién va cu disunphua. Do
déng nhat clia cdc monome véi protein dau fuomg trong cic plastic ghép
dong trung hop cling déan 16i sy khéc nhau vé d6 bén kéo chia cac polyme.
Etyl acrylat, butyl acrylat va hexy! acrylat thudmg it phan cuc hon so véi
metyl metacrylat va metacrylat, do vay né it wong hop véi protein dau
tuong. Cic monome nay khi ghép véi protein s& tao ra mot polyme hai pha
vit c6 do beén kéo tuong dai thap.

— Gan véi cdc polyme sinh hoc khic

Céc thudc tinh co hoc va kha nang hip thy nuéce clia plastic protein dau
tuong khong nhimg phy thudc vao ciu triic hod hoc cita protein ma con phu
thude vao bin chat va ham luong cdc chat phu gia thuong dwoc goi 13 cic
chat nén. Chat nén thudng 1a nhimg vat liéu twong d6i tro duge thém vao
plastic d¢ 1am thay d6i thuéc tinh co hoc hoac dé giam gid thanh. Chat nén
thuong duge thém vao plastic protein dau wrong 14 xenluloza dudi cic dang :
tinh thé, xenluloza sgi ngan, s¢i dii. Xenluloza tinh thé khi thém vao
plastic protein dau tuong khong dnh hudng 161 d6 bén kéo cia plastic
nhung lai lam tang dé cing chéc cho chiing, d6 kéo din cha plastic bi giam
1 4,1% xuodng 3,2%.
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Kha nang hép thu nuée clia cdc mau plastic bi giam nhe khi ¢é mat cia
xenluloza. Plastic ¢6 20% tinh (hé xenluloza hap thu duoc 28% nudce sau 26
gi0 nhing ngap trong nwéc & nhi¢t do phong con mau déi chitng hdp thu
duoc 32% nude,

Hién nay khoang 0,5% protein dau tuong dugc sit dung cho sin xudt
cong nghiép, chu yéu dung 1am chat phi gidy. Nho cé thudc tink két dinh
tuy€l voi ma protein dau tuong duge su dung dé gin két dat sét vao gidy, tao
cho gidy c6 mot bé mat trang, ¢6 do bong va chic nhat dinh. Henry Ford,
nhé ché tao 616 ndi ti€ng nguvi ddu tién da sit dung plastic dau tuong dé san
xuat vo 0td vao nam 1940,

Céc nghién ciru thue nghiém gin day da cho thdy protein dau twong
duge tron mot phin véi tinh bot dé tao nhya, ché tao mot s6 do dung nhu
thung dung rac, dé choi, cdc dung cu thé thao... Céc dung cu nay déu dam
bao cic thuéc tinh bén nude va thudce tinh co hoc. Sau khi sir dung, chiing cé
thé dugc thu héi lai 1am thic an cho gia siic hodc 1am chét n dinh cho dit,
giai quyét duge van dé 6 nhiém méi trudng.

Protein dau tuong c6 thé dugc ép dim tao cic mang dung lam vat liu
bao go6i chong sy xam nhap cha cdc (ia 1 ngoai, giam thiéu qud trinh oxy
hod va phd huy miu. Cic mang protein dau tuong con duogc st dung cho
noéng nghi¢p 1dm cdc mang che ruéng hoac cdc tmg dung khéac cho nganh
nong nghiép va tréng trot.

Protein dau tuwong con ¢é thé tao thanh cac san pham dang bot, iing dung
trong ché tao cdc vat liéu cdch nhiét thay thé cho styrofoam vin thuong duoe
dung 12 mot vat liéu khong ¢6 kha niang phan huy sinh hoc.

2.2.3. Ciong nghé collagen va gelatin

Gelatin 1a sin phdm collagen thuy phan mot phdn. San luong toin cu
cua gelatin u6e tinh 300000 tdn/nam, trong d6, 65% st dung cho cong
nghiép thuc phdm, 25% cho dugc pham va phin con lai sir dung cho cong
nghi¢p phim anh va cdc ing dung khéc. Collagen va gelatin thu nhan bang
con dudng tdi t6 hgp chii yéu sir dung cho y 1¢ va cong nghiép duoc 1am chat
6n dinh vacxin, chit phan tan thudc, xuong nhan tao... Collagen va gelatin
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thuong mai cé thé & dang mang, bot, hay dang hat. Cic dang collagen,
gelatin ¢6 thé dugc sur dung truc ti€p cho thuc phdm hay 1a nguyén liéu cho
cong nghiép dugc pham hay cong nghiép khac.

Trong cong nghiép thuc phim, gelatin duge sit dung khad phd bién :
chat lam dong dic (sita chua), chét tao gel (mit qua nghién, bo thuc vat),
chat 6n dinh cdu tric (kem). Gelatin ciing dugc sir dung tang cam vi chét
béo. Gelatin ciing dugc dung trong lam trong nuéc qua hodc vang.

Gelatin dang bt V6 boc thuc béng gelatin

Hinh 2.12. Gelatin

Trong cong nghiép dugc pham, gelatin sir dung la vo boc thuée hodc la
ta duoc.

Gelatin sir dung trong cong nghé anh khi gidp giit tinh thé AgCl ton tai
trong nhii tuong. Cho t6i nay chua c6 mot chét nao c6 thé thay thé gelatin
trong Iinh vuc nay.

Gelatin sir dung nhiéu trong cong nghiép m§ phdm, du6i cac dang khdic
nhau ctia gelatin, nang cao tinh giit nuéc cia kem dudng da...Trong nhiing
nam gin day gelatin dugc sir dung nhu nguén protein bd sung cho cac san
phdm dudng toc, da...

O quy mo cong nghiép, gelatin dugc san xuét chu yéu tir collagen dong
vat nhu da lon, da bo, xuong lon hodc bo. Ngoai ra, gelatin tir cd, ga ciing
duoc sir dung nhung véi s6 lugng han ché.
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* Nguyén lidgu d¢ sdn xudt gelatin - Nguyén licu d€ san xudt gelatin c6
thé 1a

— Dalon : Da lon tuoi tir céc co s& gi€t md duge 1am lanh hay dong lanh.

— Da bo : C6 thé bao quan da bo tuoi bang musi, Ca(OH), dé giit da tuoi
t6i khi sir dyng cho thu nhan gelatin. Da bd dugc rira, loai I6p m& dudi da.
Phin I6p collagen con lai diing cho sin xudt gelatin.

— Xuong : xuong cat 14t 5 — 10mm. Khit m@ véi nude néng, lam kho va
nghi¢n nho, bao quan trong xilo cho t6i khi sir dung. Xuong nghién ducc tay
khodng trong dung dich axit HCI & nhiét d¢ thip trong vai ngay. Sir dung
qua trinh dong d6i luu nguge, loai bo photphat trong xuong. Axit sunphuric
dugc tich ra bang céch rira khai xuong véi nudc.

* Quy trink san xudt gelarin : Quy trinh sén xuét gelatin bao gém 3 giai
doan ¢hinh 2.13).

— Xir Iy so bo nguyén liéu : loai cdc tap chat c6 thé inh hudng t6i qua
trinh chiét tach va dac tinh I¥ hod cua san pham cudi.

Neéu di tir xuong, cin sir dung dung dich axit lodng dé loai bdt canxi va
cdc chét khodng. Néu di tir da lon hay da bo, cic x{ 1y quan trong bao gém :
rita, x4 long va khir m@. Qua trinh khir mé& ¢6 thé thuc hién nhd nuée noéng
hay dung mot thich hop, ham lugng mé con lai trong nguyén liéu trudc khi
chi€t can phai <1%.

C6 3 phuong phap chudn bi nguyén liéu protein cho chiét protein :

+ Phuong phdp axit : thuomg 4p dung cho nguyeén licu ¢é it lién két
ngang (vi du da lon). Qud trinh xit 1§ thuong khoang 10 — 48h. Collagen hoa
tan trong nudc dm. Axit thira duge trung hod, mudi duge tach va rira véi
nudc. Gelatin nhéin duce theo phuong phap nay goi l1a gelatin loai A (khéng
¢6 nhieu 1img dung).

+ Phuong phip kiém : dp dung cho cédc collagen phiic tap hon (vi du da
bo). Ky thuat nay doi héi thoi gian dai 16i 3 thing. Da bd duge xit 19 véi
Ca(OH),, thay m6i mot vai lan. Trong qua trinh ndy, cdc lién két ngang
trong collagen bi phd vG, cic protein khong phai collagen va céc thanh
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phéan khac bi loai bo. C6 mot phuong phdp khdc xur 1y da bo véi NaOH
trong mot vai tuan, da bo da xir Iy duge rira, trung hoa va rira lai dé tach heét
tap chit. Gelatin nhan duge thco phuomg phdp nay la gelatin loai B, loai
thong dung ohat.

+ Phuong phap cnzym : Phuong phdp nay khd méi va ¢6 wu diém so
véi phuong phap hod hoc : thoi gian xir 1y nhanh, thu hoi gan nhu 100%
gelatin, gelatin nhan duoc twrong déi tnh khigt va tinh chit vat 1y cla san
pham tét hon.

— Chiét gelatin : Gelatin duge chiét trong h¢ théng lién tuc hay nhi¢u hé
thong, nhiéu giai doan. Collagen sau khi di qua méi hé chiét duoc quay tro lai
chiét véi nude & nhiét do cao hon. Cotlagen di ra tir giai doan chiét dau tién
& nhiét do thap (thuong 1a 55°C) 6 tinh chét tao gel cling nhu cde dic tinh
khdc 16t nhat, cang vé sau, nhiét do chiét cao hon ¢6 thé 16i 85°C. Qui trinh
tiép tuc v tudn hoin cho 16i khi gelatin duoc chiét hét. Thong thudng 6 thé
dat &1 dung dich gelatin néng do 5%. Cac qud trinh thu nhén gelatin cong
nghiép déu tién hanh & pH trung tinh hoac axit (néng do axit cé thé thay déi
tiy theo trudng hop). Qud trinh chiét nhu vy dam bdo tranh su pha huy
nhié¢t gelatin chiét duoc.

— Giai doan xtr 1y cudi : bao gém loc, lam trong, boc hai, tiét tring, sdy,
nghién va phan loai. Giai doan nay cdn (ién hanh nhanh vi & nphiét do thip
trdanh phan huy gelatin chiét duge.

— Tinh ch€ : Gelatin chiét dugc tich khoi chal béo va collagen con lai
nhd cac thiél bi loc dang khung ban hay 16p loc. Thiét bi loc mang ciing doi
khi duoc sir dung. Cé thé loai mudi, ion khdc nhd thiét bi trao déi ion.

— Co dac : gia nhi¢t khai gelatin t¢i 90°C trong thi€t bi béc hai chan
khong. Ciing ¢6é thé sit dung thiét bi mang dé tiét kiém nang lugng. Dung
dich gelatin thu duge (thudng ¢6 dé nhét cao) chuyén sang loc bang thiét bi

loc dang tam : a multi—stage vacuum cvaporator.

~ Sdy : Dung dich gelatin dam dic dugc tiét tring & 140°C, lam dong
rin trong thict bi lam ngudi vi tao soi. Gel gelatin sau dé dugc sdy trong
thiét bi sdy bing a1 vdi khong khi nong tiét trung. Soi gel sau dé duogc
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nghién va giif riéng. Kiém tra cdc théng s6 1y, hod, vi sinh vat, néu dat, tiép
tuc hoan thién séan pham.

— Nghicn, phai trén : Tty vao yéu ciu sir dung, gelatin ¢6 thé dugc chudn
br dudi dang bot nghién, hat, duge chia trong céc bao bi nhu tii, bao...

* Kiém tra chdt litong san phdm

Do xudt xit nguyén ligu 1a dong vat nén moi kiém tra chdt luong vé
sinh san pham lién quan thd y can duge thue hién. Tét ca moi quy trinh san
xuat hi¢n nay déu can tuan thi hé théng quan 1y chat lugng 1SO 9001 dé
dat dugc yéu cau 6n dinh chit luong san phdm. D6i véi gelatin 12 ché pham
cho duge pham, can dp dung céc hé thdng qudn 1y va tiéu chuan chit lugng
cho sdn phdm dugc quy dinh theo timg quéc gia (quy dinh boi FDA - My,
CPMP — chau Au, vi céc co quan tuong duong). Moi quy dinh lién quan t6i
san xudt san phdm gelatin ¢6 thé tham khao trong " Gelatine Handbook ™
(Schrieber et Gareis, 2007), cn pages 99 ~101).

* Cde dang sdn phdam gelatin

— Dang san pham co bin nhat 13 gelatin dang hat.

— Gelatin dang phi€n : Gelatin duge hoa tan, loai khi, gia nhiét va sau do
lam ngudi trong thiét bi thung quay. Gelatin khi dé tao dang ban méng irén
trong quay. Gel gelatin duoc cat thanh phi¢n, say kho véi khong khi sach gia
nhiét, cat thanh cdc doan dai tiy .

— Gelatin thu duge khi sy phun hoac sdy thiing quay. Khi d6 gelatin ¢6
thé dugc sdy ¢6 bé sung hoac khong bé sung phu gia. Gelatin dang hat min
nhan dugc sau qua trinh 4y do bo qua pha tao gel trong qu4 trinh say.

— Gelatin thuy phan : Dang san phim nay c¢6 thé nhan dugc khi sir dung
cnzym thuy phan nita voi gelatin. San pham sau d6 duoc gia nhiét, phd huy
enzym va sdy kho san pham bang say phun, tao dang bot min.

Gelatin duge chiet tir da ca héi va cd tuyét Dai tay duong bang phuong
phap chiét axit.

So d6 day chuyén san xuat gelatin (1ap doan GELTA) dugc thé hién ¢
hinh 2.13.
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2.3. Céng nghé protein tai té hap

Trong nhimg nam gin day, ciing v6i sy phét trién cla cong nghé gen va
su hoan thién cua cdc gidi phdp tinh sach protein, cic protein tdi td hop ngay
cang dugc sur dung nhiéu hon trong cdc linh vuc ciia doi séng xa hoi tir y
hoc, cong nghi¢p thue phim dén nghién citu co ban. Tinh dén nam 2005, ¢d
dén 66 trong 77 loai protein duge phim duge FDA (Food and Drug
Administration) cho phép luu hanh ¢é nguén géc tii 16 hgp. Trong finh virc
v, duge hoc, cong nghé san xudt protein tdi i6 hop ¢6 nhiéu wu diém so vdi
cdc cong ngh¢ san xuat protein truyeén thong nhu kha nang cung cip mot
luong 16n protein duge pham véi gid thanh ré va dac biét 13 tinh an toan do
khong gay ra cdc phan ting mién dich khong mong muén va giam thiéu nguy
co nhiém virut vi cdc vat gay bénh khdc. D6i véi cic nghién ciru ¢o ban
trong Iinh virc khoa hoc su séng, cong nghé protein tdi 10 hop cho phép tao
ra mot lugng 1on "nguyén liéu” phuc vu céic nghién ciu vé cau tric, chite
ning cua cdc protein méi. Diéu ndy hét sic c6 ¥ nghiu trong giai doan
nghién citu hau — thé gen (post—genomics). That vay, do trinh tu thé gen cla
nhi¢u loai sinh vat da dugc xdc dinh nén nhiém vu ctia sinh hoc hién dai sé
tap trung vao viéc xac dinh chic ning cna cdc gen, néi mot cach khic 14 xédc
dinh chitc ning cua cac protein duge cic gen ma hod. Boi vay, c6 thé noi
cong ngh¢ protein tii t6 hop s 1a mot cong cu khong thé thiéu cia cic nha
nghién ciru sinh hoc hién dai.

Trong phan nay, ddu tién cdc khdi niém vé protein tai t6 hop s& duge trinh
bay. Ti€p do, cdc budc trong quy trinh sin xudt protein t4i t6 hop s& duge dé
cap va thao luan gitip ngudi doc ¢6 ci nhin téng thé vé nguyeén tic tao protein
tdi 16 hgp va c6 kha nang lua chon dugc chién luoc san xuat thich hop. Cugi
cung, mot s6 cong nghe san xudt protein dién hinh sé duoc gidi thiu.

2.3.1. Khéi niém protein tdi té hop

Protein tdi t6 hop 1a cdc protein duge tao ra bdi cong nghe ADN téi 16
hop, n6i mot cich khdc 12 cic protein dugc tao ra bing cich két hop vat liéu
di truyén tlr cic nguon khic nhau c6 st dung dén cdc ky thuat gen in vitro.
Mot diém cdn chii ¥ céc vat lieu di truyén hay cdc thanh t6 ADN khong nhét
thi€t phéi di tir cdc sinh vat khdc nhau ma c¢6 thé di tir mot sinh vat duy nhat
micn 1a ¢é dién ra su tdi 10 hop /n vitro. Vi du moét protein X ¢ nguon goc
tr Escherichia coli van duge goi 1a protein tai t6 hgp khi dugc san xudt trong
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vi khuén nay néu nhu gen ma hoa cho protein ndy dugc dat dudi sy diéu khién
cua mot doan promoter cua mét gen khidc cling ¢6 ngudn goc tir £. coli.
2.3.2 Quy trinh cong nghé sdn xudt protein tdi to hop

Toan bo quy trinh cong nghé sin xuat protein tai 16 hop cé thé duge t6m
tit trong hinh 2.14.

Phan lap gen dac tinh

¥

Lua chon vat chi

Lua chon vector bidu hién

A

Bua gen dic tinh vao vector bidu hiégn

Bi€n nap vector vao 18 bao vat chi

¥

Nudi cdy 1& bao dé khuéch dai protein

Tach va tinh ¢hé protein

Béo quan, dong gbi

Hinh 2.14. Quy trinh ¢éng nghé s&n xudt protein tai td hop

* Phan ldp gen ddc tinh

Trong mot s& trudng hop, gen mi hod protein dich da duge phan 1dp
trong mét vector tdch dong hodc trinh tu cha gen nay da duge x4c dinh. Khi
do, gen dac tinh ¢6 thé duge dua vio vector biéu hién chi bing cédch sir dung
cac enzym gidi han thich hop hoic ky thuat PCR. Tuy nhién, trong nhiéu
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truong hop, gen dac tinh con chua duge xdc dinh, Nhiém vu cla céc nha
nghién cuu ltc nay la phdi phan 1ap gen dic tinh tir thé gen phuc tap clia sinh
vat von sinh dng hap protein dich. Do thé gen cia cic sinh vat thudng bao
gom mot s6 luong 16n cdc gen (thudmg tir vai nghin dén vai chuc nghin gen),
cén thi€t phdi ¢6 cdc phuong phap sang loc hiéu qua dé loai bd cic trinh tu
gen nhiéu nham phan 1ap nhanh chéng trinh tu gen dich.

D¢ tach dong cic gen dic tinh tir the gen cia sinh vat vén sinh téng hop
protein dich, ¢6 thé sir dung hai chién luge : chién luge dua vao su xay dung
va sang loc cdc thu vién ADN thé gen va chién luoc dua vio k¥ thuat PCR.

Trong chién tuge dau tién, ADN thé gen duge phan chia thanh cdc doan
c6 Kich thudc tir vai kb dén vai chuc kb, ti€p dé tién hinh tdch dong toan bo
cic doan ADN mn¢i duge tao ra ndy. Tap hop 10an b céc dong ADN, dai
dién cho thé gen clia sinh vat nghién ctiu, duoc goi 12 mot thy vien ADN (hé
gen. Sau d6, ngudi ta s€ ti€n hanh sang loc thu vién dé xéac dinh cdc dong
mang gen dich,

Mot bicn thé cta chién luge vira duge miéu 13 & trén thudng duoc sit
dung ¢ cdc sinh vat nhan chudn 12 viéc xay dung cdc thu vién cADN thay vi
thu vién ADN thé gen. Do cADN khong chia intron va cic trinh ty khong
md hod khic von tén tai trong thé gen cua sinh vat nhan chudn nén thu vién
cADN c6 nhidu uu di€m so v6i thu vien ADN thé gen. Thi nhat, kich thude
cua cdc dong cADN thuong nho hon so vdi cac dong ADN thé gen tuong
tng. Dicu nay hét sitc quan trong trong viéce tach dong cdc gen ¢6 ngudn goc
tr thuc vat hodc dong vat vi trong nhiéu trudng hop kich thude ciia mot gen
¢ thé qud 16n khong thé nim tron trong mot dong ADN thé gen. Thit hai,
cdc dong cADN c6 kha nang biéu hién trong t& bao vi khudn E. coli, tao diéu
kién cho viéc sang loc thu vién dua vao sy biéu hién protein. Kha nang nay
1a khong c6 duge khi ta sir dung cdc thir vién ADN thé gen ¢6 nguén géc tir
sinh vat nhan chudn.

Nguyén tic cua chién luge tdch dong thit hai dua vio su khuéch dai
dac hitu gen dich truc ti€p ADN thé gen hoac tap hgp cADN bing céch sir
dung ky thuit PCR sau dé tién hanh tdch dong cédc san pham clGa phan ting
PCR. Mot di¢m can chil y 12 khdc véi chi¢n lugce tich dong dua vio thu
vién, budc sang loc dién ra ngay & giai doan déu cha quy trinh, khi thigt k&
moi nhan PCR.

*Tdch dong dua trén thie vién ADN thé gen

Quy trinh tich dong gen dua trén thy vien ADN thé gen duge trinh bay
tom tdt ¢ hinh 2.15.
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Pau tién, ADN the gen duogce tiéh hanh tach va tinh ché tir cdc dong (€
bao hodc mo cha sinh vat von sinh t6ng hop protein dich. ADN thé gen tich
chiét dugc phai tinh sach va khong bi dut gdy dé dam bao kich thudc clia céc
doan chén vao vector sau nay.

Trong budc tiép theo, ngudi ta sir dung mot enzym gidi han (vi du nhu
San3AD) hoac hai enzym (Haelll va Alyl) dé phan cit mot phin ADN thé
gen. Tiéu chi lya chon enzym han ch¢ 1a kha nang cat thudng xuyén va ngu
nhién. Enzym Sau3Al véi kha nang nhin biét cic diém cit ¢6 trinh tw GATC
thoa man hoan toan cdc ticéu chi néi trén. Cac diéu kién phan cit dugc t6i wu
sao cho kich thuéc clia phin san pham chinh 13 twong duong véi kha ning
chira vector (20kb vdi cac vector thude nhom A, 40kb vai cdc cosmit).

Tiép d6, san phdm ca qué trinh phan cit s& dugc phan loai dua vao kich
thudc dé loai bd céc doan ¢6 kich thude nho hodc qud 16n. Néu qua trinh
phén loai nay khong dugce thuc hién, cdc doan c6 kich thudc nhd sé duge néi
vdi vector va tao ra cac dong ADN khong c6 ¥ nghia vé mat tich dong sau
nay. Cac doan cat ¢6 kich thude qud 16n cé thé gin vé6i vector nhung khéng
tao ra cac dong ADN thé gen do vuot qud kha nang chita clia vector ; két qua
14 gay ra hi¢n tugng canh tranh véi cdc doan cit ¢ kich thude phti hop cdn
dua vio vector. Thong thudng, ngudi ta sit dung 2 phuong phdp dé phén loai
san pham phan cét dua vao kich thuéc : sir dung gradicnt saccaroza va dién
di trén gel.

Sau budc phan loai céc san phdm phan cit dua vao kich thude, chiing ta
sé thu dugc cac doan ADN cd kha nang n6i vdi vector tich dong. Céc loai
vector tich dong thuomg duge sir dung dé xay dung cdc thr vien ADN thé
gen bao gém : cdc vector thude nhém A véi kha nang chira duge cdc doan
chen 10 — 20kb, cosmit véi kha ning chia duoc cac doan chén 30 - 40 kb
hodc BAC (bacterial artificial chromosome), YAC (yeast artificial chromosome)
vai kha nang chda 16n hon 45kb. C6 thé nhan thay ring kha nang chita clia
vector cang 16n thi s6 lugng dong cdn thiét phai sang loc dé phan lap gen dac
tinh ciang nho. Doéng thixi, kha nang cic gen cé kich thude 16n nim tron ven
trén mot dong 1a cao hon, tao diéu kién cho viéc xdc dinh gen dac tinh sau
ndy. Tuy nhién, viéc chuin bi cdc thu vién thé gen c6 kich thudc doan cheén
16n thugng phitc tap va cic vector ¢6 kich thude 16n thuong khong on dinh,
¢6 xu hudng bi cit doan (deletion) trong E. coli. Do vay, khi kich thudc cua
gen dic tinh can phan lap khong qud 16n, cdc vector thudc nhém A vén
thuong duge si dung nhiéu nhit.
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Trong bude ti€p theo, cdc doan ADN s& dugc ndi v6i vector tich dong
da duge phan cit boi cing enzym gi6i han. Do s6 luong cac dong trong thu
vién ADN thé gen cdn dat 1a rat 16n dé dam bao phi hoan toan thé gen, phan
tng ndi can thi€t phdi dugc t6i wu hod. Diéu nay thuéng duoc thuc hicn bing
cach ¢6 dinh lugng vector va thay déi lugng ADN cin chén vao vector. Tiep
do, san pham cua cdc phan dng ndi s& duge dua vio E. coli va 56 lugng cic
khuan lac tao ra dugc x4c dinh. Diédu kién 16i wu & Ung vai phan ing noi cho
$6 luong khuin lac 16n nhat. Cac diéu kién niy sau d6 sé duoc ap dung cho
cac phan dng néi ¢é thé tich 16n dé tao ra dui s8 lugng khudn fac cdn thict.

Sau khi da thuc hién xong cac phan dng néi, cic vector mang doan cheén
ADN s€ duge dua vao t€ bao E. coli. D6i véi cac vector thudc nhém A, tap
hop céc phan tu ADN phage mang doan chén & duge déng gdi in vitro (in
vitro packaging) bang cich sir dyng cdc b sinh phdm chuyén dung truée khi
cho lay nhiém vio E. coli. Dgi v6i cosmit, BAC va YAC, sin phim cia phan
tmg ndi s& dugc bien nap tryc tiép vao E. coli. Dé dam bao hiéu qua cha qud
trinh bi€n nap, phwong phap bién nap duc 16 dién thuong duoc sir dung.

Dén thai di€m nay, ching ta s& thu dugc mot thu vién ADN thé gen véi
50 dong phu hop cho viéc sang loc gen dich. Thong thudng, ngudi ta sir dung
mot trong 3 phuong phap sang loc sau : sang loc bang cach lai v6i céc doan
do axit nucleic (ADN, ARN), sang loc bang khang thé vi sang loc dua vao
hoat tinh ctra protein duge ma hod bdi gen dich.

Nguyén tac co ban cla phuong phip thit nhat dua vio viéc cdc mang
thuc khudn thé (phage plaques) hay cdc khudn lac mang plasmit hoac cosmit
¢6 chia mot lugng I6n cac doan chén ADN c6 kha nang duoc phat hién truc
ti€p bang cich lai véi cdc doan dd dic hién dwge dinh dau (thudng bing
phéng xa). Budc ddu tién cha quy trinh sang loc bang lai 12 viéc nuoi cdy
mot s6 lugng 16n cde khudn lac hoac cdc méang trén cdc dia moi lruomg agar.
Ti¢p do6, ban sao cha cdc khuan lac ndy duoc chuyén lén cic mang
nitroxenluloza. Sau qud trinh xir 1y véi kiém dé phan giai cdc khudn lac va
bi¢n tinh ADN, mang nitroxenluloza sé dugce lai véi cdc mau do duoc ddnh
dau. Céc khudn lac cho két qua lai duong tinh trén mang nitroxenluloza s¢ cho
phép phan 1ap cdc khudn lac twong ing trén dia moi trudng agar ban déu.

Hai phuong phap con lai thuong dwuc sit dung dé sang loc cdc thu vién
ADN thé gen cta vi khudn va nim men duoc xay dung v6i cic vector biéu
hién. D6i véi cic t€ bao nhan chudn bac cao hon, cic phuong phap nay chi
duge diing d€ sang loc cic thu vien cADN do hién tuong ton tai intron trong
thé gen cita cdc sinh vat ndy. Phuong phdp sang loc bang khdng thé ¢6 ban
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chat dua vao phan ting dac hi¢u giita cdc khdng thé vdi cdc yéu t6 quyét dinh
khing nguyén nam trong phin tir protein dich. Phuong phdp niy thutng
duoce sir dung khi khang thé nhan biéi protein dich di duge phan lap. Vector
biéu hién dugce su dung trong phuong phap sang loc bing khang thé thuong
fa cdc vector cho phép tao ra cdc prowcin dung hop véi [} — galactosidaza va
duge diéu khién bing promoter fac (vi du vector Agtll). Qud trinh sang loc
duge bat ddu bang viéc trai thu vién thue khudn thé 1&n rén dia thach vai
ching E. coli Y1090 1a vat cha. Ching £. coli nay ¢6 su bi€u hién manh véu
t0 kim ham {ac (lac repressor) nén cdc protein dung hop chi duge bi€u hién
khi chéit ciam img isopropyl—p—D-thiogalactosit (IPTG) duoc dua vio moi
trrong. Dicu nay gidp bdo vé cac (€ bao vat chu E. coli khéi cdc tic hai ¢6
th¢ xay ra khi biéu hién cdc protein méi. Péng thoi, chung Y 1090 khong
mang proteaza fon nén han ch¢ hién tugng phan gidi cdc protcin dung hop.
Cic protein dung hop biéu hién trong cac mang duoc tao ra trén dia thach sé
dige hap thu 1én mang nitroxenluloza. Tiép d6, mang nitroxenluloza s& duogc
cho phan tmg véi khang thé dic hiéu von nhan biél protein dich duge dénh
dau phong xa hay enzym. Khi cic tin hiéu dvong tinh duge xdc dinh trén
mang. mang tuong 1ing ¢6 thé duge phan 1ap trén moi trudmg agar ban ddu va
ADN mang gen ma hoa protein dich s¢ duge tach dong.

Phuong phap sang loc dua vao hoat tinh cua protein thudng dugc sir
dung d¢ tich dong cdc gen mi hod cic enzym. D¢ tach dong gen ma hod
enzym o — amylaza tir vi khudn chiu nhiét va mudi Halothermothriv orentl,
Mijts va Patel (2002) di 1ién hanh xay dung mét thu vién ADN thé gen cila
vi khuéin nay vdi vector duge sir dung 1a pBluescriptSK+ (Stratagene). Toan
b cic dong cua thu vién nay sau d6 duge dira vao nudi cdy trén moi tnidmg
thach ¢o6 chua thém tinh bot tan. Cic dong mang gen mi hod enzym
o — amylaza duge xdc dinh dua vao sy xudt hi¢n cdc halo khi thém dung
dich /K1 (do ¢6 sur thuy phan tinh bot dudi sy xidc tac cha o — amylaza).

Sau khi da xdc dinh duoc dong ADN thé gen mang gen ma hod protcin
dich, nhiém vu cta chiing ta & phai x4c dinh trinh (v gen muc tiéu. Trong
trudng hop kich thude doan chén la khong qud 16n (< 10kb), trinh tr cia
toan bo doan chén ¢6 thé duge xdc dinh truc tiép bang chién luge kéo dai
dua viao moi (primer — walking strategy). Trong chién lugc nay, ddu tién qua
trinh xac dinh trinh ty dugc thuc hién bang cdch sir dung mot doan moi
chuan cta vector. Dua vao cdc két qua trinh tr thu nhan duge, mot doan mé
mdi duge thiet k&€ & vi tri cudi 1an doc thit nhat. Tiép dé, mot phan dng xdc
dinh trinh tr thir hai s¢ duge thuc hién vai viée sir dung doan mdi méi duge
thiét k& Két qua 1a cho phép xac dinh thém mot phin trinh tu doan chén.
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Qua trinh nay ti€p tuc duoce 1i€p dién cho dén khi toin bo trinh tu doan chén
duoc xac dinh. D€ gidm thdi gian phan tich, théng thudng ngudi ta tin hanh
phan tich trinh tu tir ¢a hai dau. Trong trudng hop kich thuée doan chin lén
hon 10kb, ngudi ta s¢ ti€n hanh phan chia nho doan chén mot cach ngéu
nhién (thudng bang xir 1y co hoc) thanh cdc doan ¢ kich thuée nho (khoang
trén dudi 1kb) sau do méi doan nho nay duge dua vio plasmit dé xéc dinh
trinh ty tir ca hai dau. Cic trinh tu thu duge s€ duge so sanh dé xdc dinh céc
vung trung nhau, tr d6 cho phép ghép néi cic trinh ty cha céc doan nhod
thanh trinh tu cita toan bé doan chen ban diu.

Sinh khi {1€ bao, md.. )

: !

Tach, tinh ch& mARN Tach, tinh ché ADN thé gen

l

Phan giai mot phan bang enzym han ché

¥ l
T8ng hap cADN sdi kép - o
, Phéan loai kich thudc
gén linker

VIV Vector
ADN c6 kha nang tach dong (Lva chon vector)

;

NGi ADN vao vector

!

Pua vector chita ADN dich vao E£. coli

N

Sang o¢ bang mau Sang loc bing Sang loc dua vao
d6 ADN, ARN khang thg hoat tinh protein

—_— ]

Xac dinh trinh ty

Hinh 2.15. Quy trinh xay dung va sang foc céac thu vién thé gen va cADN
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Chuong 111

CONG NGHE POLYSACCARIT

3.1. Ngudn polysaccarit va nguyén tic khai thac polysaccarit

3.1.1. Cac polysaccarit tir thuc vt

* Tinh bot

— Tinh bét 1a chéit dinh dudmg du trir cia thue vat. Tinh bot c6 nhiéu
trong cdc hat, cu, qua.

— Thudng o dudi dang khong hoa tan trong nudc nén tinh bot ¢6 thé tich
tu mot lugng 16n trong € bao ma vin khéng anh hudng t6i 4p sudt tham thiu
{chiém tGi 60 — 90% trong lugng chat kho).

— Hau hét tinh bdt duoc s dung trén thi trudng 12 tinh bot ngd (95%
luong tinh bot sir dung o My 1a tinh bot ngo).

— Tinh bot thutmg chiém mol trit luong lén va voi gid thanh ¢ nén
ching 12 mot trong nhimg vat liéu polyme duge chii y nhiéu.

* Xenluloza

- Xenluloza la mot polyme do cic P glucoza lién két véi nhau theo
lién két B 1 ~ 4 glucozit duoc téng hop boi thuc vat vi mét s6 vi khudn
(Acerobacter xylinum),

— Xenluloza la mot polyme sinh hoc ¢6 trif lwgng 1én nhat trong tu nhién.

— Xenluloza khong hoa tan trong nudc hoac trong mét s6 dung moi hiru
¢ va bi phan huy bdi phiic hé xenlulaza cia mot s6 chung vi sinh vat.

— Xenluloza tir vi khudn gén day dugc quan 1Am nhiéu boi kha nang két
tinh cta chiing cao hon so véi nguén thuc vit, hon nira chiing ¢6 dién tich bé
mat soi cling 16n hon. Loai nay thudng dugc t6ng hop trong moéi truding tinh,
tao mot mang luéi soi & bé mat phan pha 16ng — khi. Vi khuén cé thé si
dung cic nguon cacbon khdc nhau nhu : glucoza, fructoza, gluconat, piruvat,
glyxerol... cho qud trinh sinh tdng hop.

* Pectin

— Bao gom cic gbc axit galacturonic lién két véi nhau theo lign két o 1 — 4
v@i cdc muc do metyl hod khac nhau.
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— Pectin hod tan trong nuéc va tao do nhdt cho dung dich. Hiu hét
nguon pectin trén thi trudng duge chiét xuat t vo cda ho Xitrus hoac b tdo.

— Pectin dung metoxyl thap ciling c¢6 kha nang tao gel khi ¢6 mat ion
canxi v dugc ding trong cong nghi¢p thyc pham nhu 16p do hodc chat
phu gia.

* Konjuc

— La polyme ctia hén hgp glucoza va manoza (ty 1¢ khoang 1/6), lién két
vot nhau theo lién két 8.1 - 6 véi mic do axcty! hod khoang 1/12 — 18 géc
monome,

— Kha nang hoa tan trong nudc c¢6 thé duge diéu chinh bdi mot s6
polycation dac biet. Cé thé bi thuy phan bdi mot s6 enzym.

— La chat lam dac va ¢6 thé tao 16p mang rin chic vé co hoc dugc ding
cho mot s6 tng dung trong thuc pham v duoc hoc.

* Alginat

— Puoc tdch nr vich t&€ bio tao nau 1 mot chudi thang ciia axit polyuronic
lien k¢t | — 4 (bao gom poly  — D mannuronic, poly axit o — L — guluronic,
do1 khi la axit D — mannuronic v L —guluronic).

— Thong thuong alginat chiém 40% trong liugng kho cia sinh khéi tao.
Tuy nhién, ham lugng vi tinh chat cua alginat phu thudc vao timg loai tao.
Cac loai tao giau goc guluronic thudng co sgi tao cing hon con véi nhiing
loai chia nhiéu axit D — mannuronic thi mém hon.

— Alginat tao mang boi qua trinh béc hoi nude hoac bang lien két chéo
(lien két ngang) duge diing trong cong nghiép thuc pham va duge hoc.

+ Cong nghiép thyc phdm : tic nhan 1am dac va [am bén.

+ Trong m an : chat két dinh, chat phu giay.

+ Trong y hoc : chit lam lanh vét thuong.

+ Trong cong ngh¢ sinh hoc : chit ¢ dinh 1€ blo va cnzym.

* Gumy (Guar gum, Gum arabic, Gum Karaya, Gum Tragacanth, Locust
Bean Gum...)

— La mot loai nhya cdy co ban chit polysaccarit hoac dan xuat cla
chung (polyme phan nhidnh cao chda galactoza, ramnoza, arabinoza va axit
¢lucuronic...).
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— Hoa tan trong nudc néng va nudce lanh tao dung dich nhdt.

— Nhua thuong duge ding trong thuc phdm, my phiam, duoc hoc va khoa
hoc vat liéu : gel, nhii tuong, chat két dinh, chit tuyén ndi, muc in...

* Cac loal polvsaccarit kivde tir tdo :

Cac loai nay thuong la laminaran (cic glucoza lién két voi nhau boi
B1.3), inulin (fructoza lién két voi nhau boi B1,2), xylan (xyloza lién két
B 1,4 vai glucoza, arabinoza va axyl hod) va agar.

Agar chia agaroza va agaropectin. Agaroza 12 mot copolyme 3, f -D —
galactopyranoza va 4,3,6 anhydro « — L — galactopyranoza. Agaropectin ¢6
cung cdu tric nhir agaroza nhung trong phan tr cda chiing mot s6 monome
dugc thay th€ bang goc 4.6 — O — (1 —cacboxylmetylidene) — D —
galactopyranoza hodc cdc goc dudng bi metyl hod hoic sunphat hod. Agar
dugc chiét tach tir tao do va ¢6 kha niang tao gel thuan nghich nho nhiét ducce
ing dung trong nha khoa, trong cong nghiép thyc phdm va 1am moi trudng
rén dé nuéi vi sinh vat. Agar khong dugce hip thu béi dich vi ngudi. Agar tao
chudi xodn kép trong dung dich va két tu lai dé tao mang ludi ba chiéu. Tao
do dugc thu hii bang tay va agar duge chiét tich bing nuéc néng va duoc
tinh ch¢ bang phuong phdp lanh dong.

3.1.2. Polysaccarit nguén dong vt

* Cliutin/chitosan

— Chitin duoc coi 12 mét polyme phé bién thit hai sau xcnluloza trong
sinh gidi.

~ Don vi co ban cau tao nén chitin 13 2 N - axetyl, 2 — deoxy — D -glucoza
két hop v6i nhau nho lién két B1,4 va bi phin huy béi chitinaza va lysozym.

— Don vi tao chitosan 13 2 amino, 2 — deoxy — D - glucoza két hop véi
nhau nhd lién két 1,4, phan huy badi chitosanaza.

— Chitin dugc téng hop bdi con tring va 16p Gidp xdc duge dung nhu
mot cdu tric composit ran chdc cho 16p vo 4o bén ngoai. Chitin ciing duoc
16ng hop bdi mot s6 ndm mée chiém mot phan trong vich 1€ bao dam bao sy
ran chic vé mat c#u triic clia chning. So véi chitin, chitosan chigm mét legng
it hon trong tu nhién va ching ciing dugc téng hgp song song véi chitin &
mot 56 nim moc nhd hai enzym chitinaza va chitindeaxetylaza.
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— Chitin va chitosan duoe ding nhu nhimg polyme chic nang do ching
¢o cdc thude tinh co hoc tao mang, tao sgi, kha ning thim oxy thap cla
mang va dé hoa tan trong dung dich axit axetic trong truemg hop cha
chitosan. Chitosan thuong mai hién nay dugc tao ra bang qua trinh khir
axelyl tir chitin bing cdc xtc tdc hod hoc. Chitin ding cho qué trinh nay
duoc khai thac tir vo tom, cua...

3.1.3. Polysaccarit tir vi khudn

* Levun

Pon vi cau tao co ban 1a cic alhydro — D - fructofuranosit lien két véi
nhau chi yéu bdi lién két B — 2,6 va mot vai nhanh B - 2,1. Levan thuong
dugc tao ra bdi mot vai vi khudn thudng Ia nhitng vi khuin gay bénh rang
mi¢ng. Levan bi thuy phan bdi enzym levanaza dé tao ra oligosaccarit v
fructoza. Levan hoa tan trong nude néng va duge (ng dung nhu chat phu
trong thuc phidm va duge hoc. Levan 1i mot trong rat it cac polysaccarit
trong ty nhién tao tinh thé long.

* Xanthan

— Xanthan la mot di anion polysaccarit cé khdi tugng phan tir cao duoc
tao ra boi loal Xunthomonas campestris.

— Xanthan chita mot chudi chinh pentansaccarit gém cac don vi lap lai
cua B — 1,4 glucoza va chudi bén chita cic gbc manoza, glucuronic axit va
cic nhém chirc axetyl pyruvic axit.

— Polyme dugc thu hoi tir dich lén men qua cde budce chiét bang dung méi.

* Dextran

— Don vi ¢co ban la cic o ~ 1,6 — D glucopyranosit trong mach chinh va
vO1 mot 56 {t cdc lién két khdc (o — 1,4) tao thanh mét s6 mach nhanh.

— Dextran la mét polysaccarit dién hinh t&r nguén vi sinh vat, chiing
duoc ©6ng hop tir loai vi khuin Lewconostoc mensenteroides trong moi
trudng 16ng chita duong saccaroza va cdc loai vi khuin khdc. Dextran tir L.
mensenteroides chiém 95% lién két « 1,6 va 5% lieén két o 1,3. Phan 16n céac
mach nhdnh chifa mot hoic 2 gée glucoza.

— Dextran 12 polyme vi sinh vt ngoai bao ddu tién duoc tmg dung trong
cong nghiép, ching dugc dung lam chat thay thé huyét thanh mdu ral ¢
hiéu qua hoéc duge sir dung trong k§ thuat tach chiét (nhua sephadex).
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3.2. Thu nhan va tinh sach ¢ac nguén polysaccarit

3.2.1. Nguyén tic

Do cic polysaccarit chita s6 cdc nhém dinh chiic it hon nhiéu so véi
protein do vy cdc k¥ thuat tich va tinh ché ching khong phong phi nhu
nhém protein va chi dua trén cdc phan dng két tha lién quan 161 viéc thay doi
d¢ phan cyc cua méi trudng hoac cia chinh cdc phan tur polysaccarit.

Hon nira khong ¢6 mot polysaccarit nao c6 mot khéi luong phan ur xdc
dinh nén cac ky thuat rdy phan ur hoac k¥ thuat loc qua cic mang loc it dugc
dp dung. Mat khdc, phin lon cdc dung dich polysaccarit thudng rat nhét
ngay O nhimg nong d6 thap gay hién trong bét dinh néu sir dung céc qua
trinh loc. Quy trinh chung cho qud trinh thu nhan va tinh sach cic nguoén
polysaccarit duge thé hién qua so dé dudi day :

Nguyén ligdu d4u

¥

Téach ran/ldng

el s
khong — | khong | "*fhm’
an
tan tan
I ! |
Dung dich Dung dich Dung dich polysaccarit
polysaccarit polysaccarit  khdng hda tan
Két tu
B&ng etanol Bang axit
| | ,

Tach ranfidng va rita

SAY va NGHIEN

Hinh 3.1, 80 d6 thu nhan va tinh sach cac nguén polysaccarit
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T nguon nguyén li¢u ban ddu, c6 thé phan ra 2 trudng hop sau :

— Dang khong hoa tan : Khoéng ¢d phuong phdp nao khdc ngoai viéc 1am
phan ly cdc phan vi cdu tnic tao dang phan tin. D6 13 trudng hop cia tinh
bot va xenluloza. Sau khi nghién min nguyén liéu réi phan tich bang ly tam
san pham duoc sdy hodc [Am dm lai.

— Dang hod tan trong nudc dm hoac truong nd bdi pH : Sau khi hoa tan,
ngudi ta ¢ thé thu nhan ching bang cdch gidm kha nang phin cuc hoac
bing pH. Vi du, cic dang keo nhdt nhu carragenan, xanthan duoc tich bang
nude dm con voi pectin, alginat duoce tich trong moéi truong kiém.,

3.2.2. Tach chiét cdc polysaccarit hod tan
*Tach cliét alginar

Alginat 1a potyme mach thing cua axit uronic hypocolloids. Chiing duoc
tach ra tir tdo ndu va mot s loai vi khudn nhat dinh. Polyme thu duoc tir tio
bién duge sir dung mot cdch rong rii 1am chat nén, chat én dinh, chit nha
hod trong cong nghiép thuc pham ciing nhu trong cong nghiép hoa chat.

Macrocystic pyrifera, mét loai (o bién nau 12 nguén thu alginat thuong
pham dau ti¢n. Lodi tao nay 1a cay moc lau nam va cé thé thu hoach quanh
nim. Do sinh trrong nhanh ching ¢é thé cho thu hoach bon lan / nam.
Ngui ta thu hoach bang céich cdt ciac phién 14 ndm dudi mat nude, sau dé
ching duge chuyén wr dong Ién cdc xa lan. Mat khéc, lodi Ascophyllum
nodostim, mot nguon nguyén liéu thay thé, séng trén céc vdch da 1a loai cay
nho, thudng chi cao 3 — 5 {t (feet) va ching thuong dugce thu hoach thii cong.
Mot s6 loai tao niu quan trong trong khai thic nita 1a : Ecklonia maxima,
Ecklonia cava, Eisenia bicyclics va Lessonia nigrescens.

Nguyén tic clia qud trinh san xuét alginat 13 su trao déi ion. Trong tio
bi¢n, alginat 1a mot hén hop cdc muéi cha axit alginic véi cac ion natri, kali,
mangan, canxi. Qua trinh tach chiét bit ddu bang viéc nghién sinh khéi to
va rira chiing trong nudc. Trong giai doan ddu cua qué trinh alginat khong
tan trong nudc nén cdc thanh phin hoa tan trong nudc cé thé duoc rira troi
bang mréc néng. Sau do, polysaccarit duge hoa tan va két tha, thudng bing
mudi canxi. Kiém manh sau dé duoc bd sung vio dé rira va hén hop sau dé
dugc gia nhi¢t d€ tdch va hoa tan alginat. Dung dich alginat tho sau d6 duoc
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gan loc va ket tua biang cich thém mudi canxi clorua. Tiép theo canxi alginat
thu duge lai duge xir 1y bang axit dé thu duge axit alginic. Natri cacbonat
dugc bo sung 1iép theo dé tao thanh dich nhao natri alginat, dich nhio nay sé
duoc tam kho va nghién thanh dang b6t min,

Nudc Kiém+Nudc+Nhiét
I l
Tao bién Nghién Rira Hoa tan alginat
Xuly Na,C0O, . Xuly axit |, Léng alginat || Log¢
k.
Na - alginat nhao Lam khé .| Nghién —I

Canxi clorua Bot min

Hinh 3.2. So do tach chiét alginat

Fldch chiét carragenan

Carragenan ciing 1a mot dang polysaccarit duoge tdch ra tir cdc loat tdo do
thude ciac loar Chondrus, Encheuma, Gigarting va Furcelluria, Carragenan
thuong pham duge sit dung nhiéu trong ki nghé san xudt thuc pham, duogce
phdm vdi vai tro nhir chat tao cdu tric, chét 6n dinh cho cdc san pham.

Sau khi rira, tao duoc nghién trong nude néng, carragenan duge tach ra
khoi t¢ bao boi cdc tdc nhan kiém. Cic tap chit hoi tan nhu protein,
xenluloza duge loai khoi dich bdi qua trinh loc néng dudi ap sudt cao qua
l6p dat loc. Dich loc trong thu duge sau khi ¢o dac bing qua trinh béc hot
nude s& duge xUr Iy véi ctanol tinh khi€t dé két tha polysaccarit dugi dang
soi. K€t tua duoce rira lai bang cén sau dé duge 1am kho bang qué trinh béc
hwi va sdy. Thanh pham dugc nghién dudi dang bot min.
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Carragenan

trong tao Chiét néng Loc C° dac
Celiulos
Material
Carrageenan
fills space between cells Hot Aqueous Extraction By Evaporation
el
I Alcohol Evaporation
()
o, = ]~ %

Két tha con B4c hoi Nghién Thanh phan
Hinh 3.3. So d6 quy trinh thu nhan carragenan tif tao do

3.3. Cong nghé mét sé polysaccarit

3.3.1. Polysaccarit thuc vat

3.3.1.1. Tinh bot

Tinh bot la polysaccarit chii yéu cé trong thuc vat, diac biét cé nhiéu
trong cdc hat hoa thao, cu, 14, qua...

Tinh bot la chat dinh dudng du trit cua thuc vat va thudong c6 mat duéi
dang khong hoa tan trong nudc, do d6 c6 thé tich tu mot luogng 16n trong &
bao ma khong anh huong dén dp suat thdm thau. C6 thé thu dugc mot luong
I6n tinh bot tir nhiéu nguén luong thyc trong tu nhién (chiém 60 — 90% téng
san lugng) : ngo, khoai, sin, dau, lda my. Tuy thudc vao timg loai luong thuc
ma ham luong tinh bot khac nhau (bang3.1).

Bang 3.1. Ham Iugng tinh bdt clia mét s8 loai luang thuc

Loai luong thuc Ham lugng tinh bot (%)
Bot sin 89
Khoai tay 84
Laa my 75
LLia mach 75
Théc 82
Ngo 73
Hat dau 60 — 66
Dong giéng 81
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a) Cdu tao cua tinh bot

* Hinh dang va kich thuoc cua tinh bot

Tinh b6t ¢6 hinh dang va kich thuéc rat khac nhau. Ngay ca trén cling
mot loai nguyén liéu, hinh dang va kich thuéc ciing khong giong nhau, cé
thé ¢6 dang hinh cdu, hinh biu duc, hinh da gidc, luc gidc... Kich thudc
thuong 2 — 120um. Hat tinh bot khoai tay c6 kich thuéc 16n nhit, tinh bot
thoc c6 kich thuée nho nhidt. Hat tinh bot lia my, lda mach c¢é kich thude
don gian hon tinh bot ngo, théc. Kich thude khidc nhau cua hat tinh bot ciing
anh huong dén tinh chét co 1y cha tinh bot nhu : nhiét do hé ho4, kha nang
hap thu. Hat nho c¢6 cdu tric chat, hat 16n ¢6 cdu tric x6p.

Bang 3.2. Kich thude hat tinh bét cia mét s6 luong thuc

Luong thuc Kich thudc (pm) Luong thuc | Kich thuéce (pm)
h__i__(hoai tay 15-120 Ngo 5-30
KHO&i lang 5-50 Lia mach 5-40
Don;;éng 10 - 50 Théc x¢ 2=10
_.l;lia my 5-50 | Sin 5-35

Vi anh tinh bét san Vi anh tinh bét khoai mén

Hinh 3.4. Anh tinh bét v6i dé phong dai 3500X

Tu hinh trén cho thdy tinh bot sin c6 dang hinh cdu, mot s6 hat mat
triing con tinh bot khoai mon c6 dang da gidac — mat 16m, nhiéu géc canh.
Cac hat ¢6 xu huéng tich thanh timg ddm va kich thuéc hat kha déng déu.

* Cdu tric

Nam 1928 Walton da suu tdm trén 300 cong trinh nghién citu vé tinh bot
déu cho thdy tinh bot dugc céu tao tir hai ciu tir 1a amyloza va amylopectin.
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[Ham lugng wmyloza thuong chiém 20 — 30% va amylopectin khoang 70 — 80%.
Tuy nhién, ty 1& amyloza vd amylopectin trong tinh bot ¢ cdc nguyén licu
khdc nhau thi cing khic nhau.

Bang 3.3. Ham lugng amyloza va amylopectln trong mét s& nguyén liéu

Nguyen liéu Annlum {%) Amylopectin (‘;c.e_)-.“_-

Gao nép 0 ~100 |

Gao te [7(18 20) {13 :.
Lia mach ]: 20 - 25 75 _ 80

Ngo 21 - 23 (20 - 32) a7 _79
 Khoaitay 19 - 22 (20 - 25) 81

San 17014 — 27) - 33 S

| Dd[l “ 75 55

Ty 1¢ amyloza va amylopectin khoang 1/4. Trong mot 6 trudng hop ty
I¢ nay ¢6 thé thay déi it nhiéu. Vi du, tinh bot gao nép gan 100% amylopectin
trong khi dé tinh bot cdc loai hat ddu amyloza chiém 75%.

- Amyloza :

+ Cau tao amyloza : Amyloza duge cdu tao tir @ — D — glucoza nhé lién
két o — 1,4 —glucozit thong qua cdu oxy gilta nguyén ti C thit nhit cua
glucoza nay véi nguyeén tir C thit 4 cta glucoza k€ tiép, tao nén mot chudi dai
bao géom 200 — 2000 g6c glucoza phu thudc vao nguon tinh bot khiac nhau
{ngoai ra con co khoang 0,1%), cdc lién két 1,6 glucozit va nhém lién két
phOIEhdl c6 thé tim thdy trong mot s6 tinh bot, khéi lugng phan tlr trung binh
3.10" -10°,

Pau khir
OH OH OH
/ 0 0 0
On OH OH
™0 o 0 0"
Bau khong khir
OH OH OH

Hinh 3.5. Cau tao mach thdng amyloza

126



Phan (r amyloza cdu tric ¢6 dang chudi thang ¢é mot dau khir va mot
diu khong khit. Ching gém mot s6 chudi sap x¢p song song voi nhau, trong
dé cidc goe glucoza ciia img chudi cudn vong thanh dang xoan dc, moi vong
x0dn ¢6 6 don vi glucoza.

Hinh 3.6. Cau iric amyloza dang xodn &c

+ Tinh chit amyloza : Amyloza hoa tan t6t trong nudc dm song khong
bén va nhanh chong bi thodi hod. Trong da s6 truong hop dung dich amyloza
rat nhanh chéng tao keo ngay ca khi ¢ nhiét do cao. Mat khic trong dung
dich cac phan tir amyloza c6 khuynh hudng lién két lai véi nhau dé tao ra
céc tinh thé.

Khi tuong tic véi iot, amyloza cho phitc mau xanh déc trung.

Amyloza c¢6 kha nang tao phuc voi nhiéu hop chit him co ¢6 cuc va
khong cuc tao phic bén, it bi oxy hod, nén c6 thé sir dung bio quan mot s6
chat dé bi oxy hod nhu vitamin A, §§ — caroten.

Amyloza hap thu 161 wén xenluloza cling nhu két tGa trong dung moi
butanol va pentanol nén dé tich riéng ra khoi amylopectin.

— Amylopectin :

+ Céu tao amylopectin : Amylopectin duge ciu tao tir a — D — glucoza
theo lien k&t o — 1,4 glucozit va 1,6 — glucozit vi viy c6 cdu tric mach
nhinh véi khoang 20 - 30 géc glucoza gifra 2 diém phan nhanh.
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Amylopeetin chi ¢6 mot ddu khir duy nhat va c6 khéi luong phan ti
4 &
5107 -10"

——

Dau khit
duy nhat

Hinh 3.7. Cau truc dang nhanh ¢la amylopectin

+ Tinh chit amylopectin : Amylopectin chi hoa tan trong nuéc néng va
tao do nhdt cao. Khi dun nong lam thay déi cau tnic phan tir amylopectin
mot cdch siu sac, gy ra trang thai hé hod tinh bot.

Amylopectin tiac dung tot véi iol cho mau xanh tim. Amylopectin khong
bi két tha bdi butanol, pentanol cling nhu khong bi hap phu trén xenluloza.
Dua vao 2 tinh chét nay nguoi ta c6 thé tach riéng hai cdu tr amyloza va
amylopectin mot cich dé ding.

b) Tinh chatr cliie ndng ciia tisdh bét

Tinh chat chic nang cua tinh bét 14 tat ca nhitng tinh chat hoi ly da gép
phan vao viéc tao ra nhimg tinh chat dic trung va mong muén cua thuc phidm
¢6 chira polysaccarit nay.

* Tinh chdt thuy nhiét va sw o hod cra tinh bot

Khi hoi tan tinh bt vao nudc do kich thude phan tir cta tinh bot I6n nén
diu tién cdc phan ur nude s€ xam nhdp vio gita cac phan t tinh bot. Tai day
ching s& twong tac vdi cdc nhém hoat dong cua tinh bot tao ra 1dp vo nudc
lam cho luyc lién k€t ¢ mét xich ndo dé cha phan tir tinh bot yéu di rdi "rdo”
ra va truong 1én. NEu sy xam nhap cla cdc phan tir nude vao tinh bot dan
dén qua trinh truong khong han ch€ nghia 1a lam bung duge cic phén tu tinh
bot (hi hé théng chuyén thanh dung dich. Qua trinh truong niy luon ludn
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dén trudc qui trinh hoa tan, dé dat dén trang thdi ndy con phu thudgc vao
nhiét do.

Nhi¢t d6 tai d6 pha v hat tinh bot chuyén tir trang thdi ddu sang trang
thii dung dich keo goi 1a nhi¢t do ho hod.

Cic hat tinh bot ¢6 kich thude khdc nhau, nguén khic nhau thi nhi¢t do
hé hod cling khdc nhau. Hat tinh bot I6n bi hd hed trude tién, hat bé nhat hé
hod sau cung.

Tinh bt sav khi hé hod thudng cé do trong sudt nhit dinh. Do trong
sudt ndy ¢6 nhiéu ¥ nghia quan trong voi cde san pham thyc pham c¢6 chira
tinh bot.

* Tinhi chat nhar — deéo cia ho tinl bor

Mot trong nhitng tinh chat quan trong cua tinh bot cé anh huong dén
chit luong va két ciu cta nhiu san pham thyc phdm 1a do6 nhét va do déo.
Phan (r tinh bot c6 chita nhi¢u nhém hydroxyl ¢6 kha nang lién két dugce véi
nhau lam cho phan t tinh bot tap hop lai d6 s6 hon, gilt nhiéu phan tir nuée
khién cho phan ur ¢é do dac, do dinb, dé déo va do nhét cao, do dé cdc phan
tr di chuyén khé khan. Tinh chat nay cang thé hién manh & nhitng loai tinh
bt gidu amylopectin nhu tinh bot nép.

* Khd ndng rao gel va thodi hod cuia tinh bot

— Kha nang tao gel :

Tinh bot duge dun ndng, khi dé ngudi thi cdc phan tir hé tinh bot s&
tuong tic voi nhau va sap x€p lai mot cach ¢o trat ty dé hinh thanh gel cé
cdu tric mang ba chiéu. Dé tao duge gel thi dung dich tinh bot phai ¢ do
dam dac vira phai, phai duge hd hod dé chuyén tinh bot thanh trang thai hoa
tan va sau do duge dé ngudi & trang théai yén tinh. Khéc véi gel protein, trong
gel tinh bot chi ¢é duy nhat cdc lién két hydro tham gia. Lién két hydro cé
thé ndi truc ti€p cic mach polyglucozit 1ai véi nhau hodc gidn tiép qua cdu
phan tir nude.,

- Su thoai hod .

Khi gel tinh bot dé mot thoi gian dai ching sé co lai va mot luong dich
thé s tach ra. Qud trinh d6 goi 1a su thoai hoa. Qua trinh nay sé cang tang
manh néu gel dé lanh 16t sau dé cho tan gid. Cé hién tuong thoai hod 1a do
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hinh thanh nhiéu cu hydro giiia cdc phan ur tinh bot. Céc phan 1 amyloza
¢6 mach thang nén dinh huong v6i nhau dé dang va ty do hon cdc phan tr
amylopectin, Vi the hién tuong thodi hod hdu nhu chi lién quan dén phan (i
amyloza la chua yéu.

Sy thodi hod thuding kem theo tich nude va dac lai cda cic san phdm dang
nira long cua thuc pham va nhu gay cimg lai cla céc san pham bdnh my.

* Khd nang tao mang

Giong nhu cdc phan ur khéc, tinh bot ¢6 kha nang tao mang t6t. D€ tao
mang cic phan (i tinh bot (amyloza, amylopectin) sé dan phang ra, siap x&p
lai va tuong tdc truc tiép véi nhau béng lién k&t hydro hoic gidn ticp qua
phan tu nude.

*Tao mang bao

Mang tir tinh bot giaw amyloza c6 tinh chat dic bi¢t nhu khong thim doi
vd1 oxy va cde chat béo do dé duoe dimg dé bao thude vién, lam tii dung
chat béo long,
~ Amyloza da sdy phun ¢6 th¢ bao thudc bing phwong phip ép truc 1iep
thay cho phuong phap tao dm.

* Khd nang tao soi

Tinh bot cling c6 kha nang tao soi. Chinh nhé khi ning nity nguoi ta dp
dung d¢ lam mién. Cic soi dugc tao ra tir ngudn tinh bot giau amyloza (nhy
tinh bot dau xanh, tinh bot dong giéng...) thuong dai hon, bén hon nhiing sgi
lam tur tinh bot ngé, tinh bot gao... boi vi do dai, dé bén din cia soi 1a do luc
tuong tic gilta cdc phan tir ciing nhu lyc twong téc noi phan tir quydt dinh.
Chudi amyloza tién k6t véi nhau rat chat nén kho bi truong ra hon, do vay
soi dai va chac hon.

* Khd nédng dong o gel voi protein

Tinh bot c6 thé tong tdc véi protein Fam cho san phim c6 nhimg tinh
chat co 1y nhat dinh nhu do dan héi, do ciing ciing nhu kha nang giir nude
cua protein tang 1én. Tuong tdc gitra protein vii tinh bot & day chu yéu van la
lien ket hydro va luc Vandecvan. Trong truémg hop nay ca pretein va tinh
bot déu sap x&p lai phan tir d€ 1ao thanh gel va wong tac véi nhau, hay néi
cdch khdc tinh bot c6 tinh déng tao gel véi protein. Chinh nho kha ning nay
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cua tinh bot ma cdc gel protein trong san pham nhu kamaboko, gid... ¢6
duge nhitng tinh chat luu bién cing nhu tinh chal cam quan hap dan hon.

* Khd ndng phdng no ciu tinh bét

Khi trong tic cic chit béo va ¢é su tan trg cta nhig¢t do thi khoi tinh bot
sé tang thé tich 1én ral lém va trg nén rdéng xdp. Ta déu biél chat béo la chil
khong phan cuc ¢é kha nang auyén thdm qua cdc vat liéu gluxit nhur tinh
bot, xenluloza. Khi nhiét do tang thi cic tuong tic ky nuée gitta cde chit béo
phit trien rat manh nén ching ¢6 khuynh hudng tich tu lai véi nhau, do do
céd kha nang xuyén qua cic "ctra ai" tinh bot. Dong thai nhiét do 1am tinh bot
ho hod vi chin, nhung khéong khi cling nhu cdc khi ¢é trong khéi bot khong
thim qua 16p mang tinh bot di tam béo do do s& dan nG va lam tinh b
phong ng. Cdc tinh bot gidn amylopectin {tinh bt nép) ¢6 ciu trdic chit vé
kha nang khong tham khi Ién, nén kha nang phéng nd 1dn hon. Véi cdc tinh
bot oxy hod (tinh bot 1ay tring bang oxy hod) kha nang niy ciang manh vi
cde phan t tich dién cong dau sé ddy nhau, nhat 1 khi san pham c¢é chia
tinh bot cé két cdu rit chit. D6 1a co s dé san xuvét ra cdc san pham nhu
banh phong 1om, phong nidm.

=Tindt chdrt co cdu trite cia tindt hot

Giong nhu dung dich cdc hop chat cao phan wr khéc, ho tinh bot cd
nhimg tinh chit co cau tric nhit dinh nhu do bén, do déo, dé dan hoi.

Cdce tinh chat co cdu triic ndy caa ho tinh bot thuomg chiu anh hudng cua
nhiéu yéu 16 khic nhau.

Khi tic dong co hoc thi cde cau troe di bi phd huy s& khong héi phue
thco thot gian, ¢d nghia 1a ting sudt truot gidi han cda ho tinh bot sau khi phd
huy cdu triie € lién tue bl giam.

Khi bi ldo hod thudng xdy rva su tang bén mang ciu tric cta hé thong,
tirc 1a tang tinh cing va giam tinh co dan.

Cac chat dién Iy ¢6 anh hudng manh dén sur tao cau triic va do bén cia ho
tinh bot. Ciac chat polyacrylamit, natrialginat, cacboxymetylxenluloza khi thém
vao khung cau triic cda hé tinh bot 2% s€ lam giam do bén cau tnic va do nhét
cua hd, nhung lai 1am tang tinh dan héi, tinh déo ciing nhu kha ning dinh.

Khi bao quan, noéng do chat kho cang cao thi qud trinh tao ciu tric trong
gel s& xay ra cang nhanh. Bai vi néng do dam dac s& cd sur tiép xtic mat thiét
gilra cdc phan wr v4i nhau, do dé sé ¢é di€u kién thuan lgi phdt trién ciu tric.
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o) Cac plutong phdp bién hivde tinh bot

Tinh b6t ¢ dang khong bién hinh, khi sir dung trong cong nghiép thuc
phdm thudng bi han ché. Vi du, tinh bdt ngé nép & dang chua bién hinh, khi
dun néng sé¢ dé dang bi hydrat hod, truong nhanh 16i v& hat lam giam do
nhét va d¢ chay. Vi vay lam han ch€ pham vi fing dung clia tinh bot ndy
trong nhiéu loai thuong pham. Nhuge diém ca tinh bot tr nhién I tinh ky
noc ; khong hoa tan ; tinh kém truong n& ; do nhdt ting trong nudc lanh ;
khong diéu chinh duge do nhdt sau khi ndu ; dac biét 1a tinh bot ngo nép,
khoai tdy, tinh bot sin ; dé thodi hod khi kéo dai thoi gian dun néng hay
giam do pH ; d6 kém trong...

Vi vay, dé ¢6 duge nhimg loai hinh tinh bot phii hop theo yéu cu sir
dung ngudi ta tién hanh bién tinh tinh bot. Néi chung muc dich cha bién
hinh tinh bot 12 1am thay d6i ciu tric cha phan tir tinh bot bing cic tic nhan
vat ly, enzym hay hod hoc, tir &6 mang lai cho tinh bot nhiéu dic tinh méi dé
m¢ rong pham vi sit dung ciia tink bt trong nhiéu nganh céng nghiép khdc
nhau. Str dung tinh bot bién hinh nham :

— Cai bien cdc tinh chét cha sén phiam.

- Téng gid tri cam quan.

— Tao san pham méi.

Tinh bot ¢6 thé duge bién hinh bing nhiéu cdch ca vé tinh chit vat 1y 14n
hod hoc. Dua vao ban chit clha phuong phip ¢6 thé phan loai cac phuong
phap bién hinh tinh b6t nhu sau :

— Phuong phdp bién hinh vat ly.

— Phuong phap bién hinh hod hoc.

— Phuong phdp bién hinh enzym.

1. Phuong phép bi€n hinh vat 1y

* Tron voi chat rdan tro

Tinh bot n€u hoa tron truc ti€p vao nudc thi s¢ bi von cuc. PE tinh bot
hoa tan 16t trudc hét ta dem tron né v6i chat rén tro, cic hop chat khong phai
ion. Khi trén 1an dong déu véi cde chdt nay s€ 1am cho cdc hat tinh bot cich
biét v6i nhau vé vt 1y, do d6 s& cho phép ching hydrat hod mot cich doc
lap va khong két lai thanh cuc.
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* Bien tinh bang 16 hod so ho

Truge hét tinh bor duge hd hod trong mot lugng nude thira, sau dé sdy
khé. Dudi tac dung clia nhiét dm sé lam dit cac lién két gitra cdc phan ti,
Jam pha huy cdu triic cha hat tinh bot khi ho hod, cling nhu s¢ tdi lién hop
moi phan nao dé cdc phan ur khi sdy sau nay. Tinh bot ho hod so bd cé
nhimg tinh chét : truong nhanh trong nuée, bieén doi cham cdc tinh chdt khi
bao quan, bén & nhi¢t thap, ¢6 do dac va kha nang gilt nude, giilt khi 16t. Vi
vay, tinh bot bién hinh bang hé hod su bo duge ding rong rai trong cic
trudmg hop cin do dic, gilr nede ma khong can nau. Diing tinh bot hé hod so
bo con trianh 1on that cac chil bay hoi trong bdnh ngot, giir duge chit béo...
Ngodi ra tinh bot hdé hod so bo con duge sit dung trong ciac nganh cong
nghiép khic. Chiang han, thém tinh bot dang nay vao cic dung dich khoan
(khi khoan cdc giéng din md) nham gitr cho dung dich khoan mot lwgng
nudce can thiét.

* Bién hink bang gia nhiét khé ¢ nhiét dé cao

Tinh bot duge gia nhiét khé & nhiét do cao 120 — 250°C, trong khoang
thést gian nhat dinh. Sdn pham thu duoc tir phuong phap nay goi la dextrin va
pirodextrin. Tinh b6t bién hinh bang phuong phip nay tao cho né cé do hoa
lan trong nudc lanh cao hon. Do dé dextrin duge dung lam chat mang cac
thanh phdn hoat dong nhu cic bot thuc phdm hoac ding lam dung méi hay
chdt mang cdc chadt mau. Pirodextrin duge ding laun chét lam dac cho thude
nhudm sgi. Ngudi ta thudng ding san pham cia qud trinh luu bién tinh bot
bing gia nhiél & nhiét do cao dé pha keo dan phong bi, d4n nhin chai, bang
dinh thung cic tong. Trong cong nghiép duge, dextrin trang duge dung lam
nguoén cacbon dong hod cham thay cho glucoza khi diéu ché mot s6 khang
sinh bang phuong phdp lén men, né 1a chit bo sung cho cdc loai thudc
dudng bénh, chit don chuin cho céc leai thude. Trong thite an diing cho tré
em va nguoi 16n thi dextrin dé ndu chin va dé hap thu, dé 11éu hod. Dextrin
¢6 thé thay (hé¢ cazeinat trong chat nhii hoi thit, ca phé sita, phomat, thay thé
bo trong kem d4, didu thuc vat trong salat. Dextrin ¢ thé han ché sy phat
trién cta mot s6 vi sinh v,

2. Phuong phdp bi¢n hinh bang enzym

Dudi 14c dung cha amylaza (a,B) phan o tinh bot hoiic bi phin cit ngiu
nhién thinh nhimg dextrin phan tir thap hodc bi cit ngdn dan thanh timg hai
don vi glucoza mét, do dé ma (inh chat chia tinh bot ciing thay déi theo.
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¢« - amylaza phan cit lién két glucozit (thit 5 hodc thit 6) dé tao pentoza
hoac hexoza v mot manh polyglucozit ngén hon tinh bot goi 1a dextrin.
Kich thude coa polysaccarit cang gidm theo thoi gian tic dung cia enzym
lam cho dung dich tinh bot loang, dé nhét giam, ngudi ta goi dé 13 qué trinh
dich hod. Dich hoa 12 qud trinh rat can thiét ¢6 tinh chét khoi dau cho qua
trinh dudng hod ti€p theo trong san xudt rugu, bia, dudng glucoza, mach
nha... duoc dé dang.

Enzym a — amylaza xGe téc thuy phan cdc lén két a —1,4 ctia amyloza
v amylopectin tr dau khong khir chia mach va giai phéng ra mantoza. Tic
dong cua enzym s€ bi ngimg véi lien két o — 1,6.

3. Phuong phdp bién hinh hoa hoc
Ca nhitmg phan tr tinh bot & dang ty do va dang hat déu 1a déi tugng dé
bign hinh hod hoc. Vi vy, linh bot duge bién hinh bing nhiéu cich nhu bién
hinh tink bot bing axit, bang phuong phap oxy hod, phuong phip lien két
ngang (dang gan photphat), phuong phdp cste hod hay chuyén déi din xuit
dextrin. Sy thay doi vé tinh chat vat 1¥ va hod hoc cha (inh bot mang lai
nhiéu 1ing dung trong cong nghiép thie pham va phi thue phim.

* Bién hink tinh bt bang phitong phdp oxy hod

Viéc xur Iy tinh bot bang cdc chit oxy hod da duge biét dén tiv rat lau va
da duoce sir dung rong rii. Diu tién con nguoi sit dung cic chat oxy hod nhu :
hypoclorit (natri — hypoclorit), hydro peroxit, axit peraxetic, permanganat
persunphat... chi y&u dé lam (rdng, loai bé cdc chat ban va xir Iy qud trinh
(iét triing ma khong dung dé bién hinh tinh bot.

Khi bi¢n hinh bang oxy hod, hinh dang tinh bot khéng thay déi nhung
kich thuGe ¢6 tang l1én mot it (d6i v6i tinh bot gidu amyloza), trong khi dé
tinh bot gidu amylopectin thi khéng thay déi. Trong phan tif tinh bot oxy hod
€0 (30 ra ci nhom cacboxyl va nhém cacbonyl. Su oxy hoa thuémg xiy ra &
cacbon Gy, Gy, G,

Tinh bot oxy hod duoc sit dung hé bé mit trong san xuit gidy, hé soi
bong, s¢i pha to nhin tao trong cong nghiép dét va 1a chat 1am dac trong
cong nghiép thuc pham.

® Bicn hinh tinh bot bang xat Iy 6 hop 88 thu tink hot keo dong

Tinh bot khi xir Iy t0ng hop s& xay ra qua trinh oxy hod tinh bot bing
oxy va c6 thé ozon thodt ra trong phan tng, ngoai ra con Xay ra phan ng
thuy phéan tiing phan tinh bot dudi tic dung ciia axit. Khi tang mdc dé bien
hinh thi phan tir tinh bot ¢6 khd ning tao dong t6t, khong con mii dic biet
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v ¢6 do trang cao. Tinh bot keo dong duge st dung 1am chat én dinh trong
san xudt kem va ¢6 thé dung thay thé agar ~ agar vh agaroza.

* Bién hinhi tinh bét bang cdch gén thém nhém photphat

C6 the bién hinh tinh bot thanh tinh bot monohydro photphat ki i mét
nhém chiic cua H;PO, duge este hoa véi nhém OH cia tinh bot, hay tit 't bot
dihydro photphat néu hai nhom chigc axit cia H;PO, dugc cste hod. Pic tinh
bi¢n hinh tinh bot bang cich gin thém géc photphat duoc sir dung trong
cong nghiép san xudt gidy, dét, chit két dinh, ngoai ra con suir dung trong y
hoc dé tao mang moéng nhiam xir 1y da bi thuong va bi bong.

* Bign hink tinh bot bang cach tao lién két ngang

Tinh bot khi cho tac dung véi axit boric thi né sé ¢ tinh chat khdc, khi
dé bon nhém cua hai mach tinh bot nam gan nhau tao thanh phiic axit boric.
NO1 chung, phan tir bat k¥ ndo c6 kha nang phan (mg véi hai (hay nhicu)
nhom hydroxyl déu tao ra dugc lién két ngang giira cdc mach tinh bot. Dé
tao tinh bot bién hinh ding trong thuc pham va k¥ thuat, ngudi ta thuong
dung cpiclihydrin va natni trimetaphotphat 1am tiac nhan phan ing.

Tinh bot bién hinh ldm 6n dinh duge d6 nhdt ciia hod ndng, Trong truong
hop dung oxyclophotphat dé lam tac nhan thi sin phidm thu dugc c6 thé ding
tam nhua trao doi cation.

Tinh bot bi¢n hinh ndy thudng dai, gion va ciing hon tinh bot ty nhién.
Do d6, né duge diing dé ric lén mat trong chia cac gang tay phiu thuat bing
cao su dé khi tiét trung khong bi dinh. Cic tinh bot ¢6 lién két ngang con 1a
thanh phan cta dung dich sét dé khoan ddu mo, 1a thanh phén cta son, gém,
lam chat két dinh trong cdc vién than, lam chit mang cic chat dién ly trong
pin kho.

* Bién hinl bing axit

Dudi tac dung cua axit, mot phan cdc lién két giita cdc phan 1 va trong
phan (ir tinh bot bi diit 1am cho kich thudc tinh bot bi gidm, thu duogc tinh bot
¢6 nhing tinh chat méi.

Ngudi ta thudng bién hinh tinh bot bang cdch cho khuéch tdn huyén phu
tinh bot (36 — 40%) trong dung dich axit v6 cg, réi khudy déu dén nhiét do
nho hon nhi¢t do hé hod cia tinh bét (thudmg 40 —60°C ), trong khoang thoi
gian mot dén nhiéu gid. Khi dat dén do nhot hay dat dén dé bién hinh theo
yéu cdu, thi trung hod axit va thu héi tinh bot bing cach loc hay ly tam, rira
va sy kho. Nong do axit, nhi¢t do, nong do tinh bot va thoi gian thuy phan
khic nhau thy thudc vao yéuo ciu clia san xuat.
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AXIt vo co thudng sir dung 1a HCJ, H,S0,. Theo Ferrara thi hdn hop axit
HCl va HF ding dé xua 1y tinh bot dé tao gel s& cham hon nhiéu khi xir 1y
bang HCI riéng 18,

Tinkt chdt cia tinly bot bién hinh bdng axit

Tinh bot bién hinh bang axit ¢6 su thay déi nhidu vé tinh chat so véi tinh
bot chua bien hirh va c6 thém nhiig dac tinh méi, chiing chi gidng véi tinh
bot ban diu vé hinh dang vat Iy va khong hoa tan trong nudc lanh.

Do nhdt cha hé tinh bot bién hinh bang axit giam thap. Sur giim do nhdt
cua ho tinh bot bién hinh bing axit 12 do pha huy viing vo dinh hinh giira cac
mixen cua hat va lam yéu cau tric cha hat, dan dén pha huy hat ngay ca khi
hat truong khong déng ké&. Nho dg nhét thap nén tinh bét bién hinh bang axit
duoc ding trong cong nghi¢p dé ho soi vai bong, soi visco téng hop...

Khoi lugng phan tir ¢hia tinh bot bién hinh gidm va mifc do tring hop
ciing giam. Tinh bot bién hinh bing axit c6 do bén mang va gel cao. Vi viy,
n¢ thich hop trong vige img dung tao gel, tao mang cho sin phim.

d) Cong nghé sdn xudt tinh bor va tink bot bién tinh

1. Nguén nguyén li¢u d€ san xudt tinh bot

Tinh bot 1a polysaccarit ¢6 nhiéu trong cdc hat ngii ¢, ci. Tinh bot 14
chat dinh dudng du trit cla thuc vat va duge tao thanh do su quang hop cia
cay xanh.

Do d6, cic loai luong thuc trén duogce coi 12 ngudn nguyén lieu chit yéu
dé san xudt tinh bot. Luong tinh bot & ngo, lua my vao khoang 60 — 70%,
lia gao ¢6 the dat dén 75 - 80%, cli san 12 ~ 35%, ch khoai tay 24 — 26%.

Hinh déng, thanh phan c4u tao va nhiing tinh chat cta tinh bot phy thuoc
vao giong, di€u Kién tréng trot, qua trinh sinh truéng cia cay...

2. Cong ngh¢ san xudt tinh bot

* Phutong phdp sdn xudt tinh bét it cdc loai hat ngii c6¢

— Téch tunh bot gao : Quy trinh tach tinh bot gao gém céc bude sau :

Ngam gao xay trong dung dich kiém loang 0,2 — 0,3% mot thdi gian dé
lam mém hat — rita bing nuéc dé loai bo kiém — nghién phd v tinh bot —»
khudy déu v6i mot luong du kiém loang dé loai bé tap chit — rira va lang
gan nhiéu Idn — thu tinh bot tinh sach.

— Téch tinh bot tir bot my : g6m 5 giai doan chli yéu.

Bot my tron v&i nude theo ty 1¢ nhat dinh dé thu dugce khi bot nhuyén
va déo — rina sach khdi bot nhuyén bing nuée ¢6 khudy — qua ray c6 kich
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thude nhat dinh, tinh bot hoan toan bi 1roi con lai khéi gluten — lam sach
tinh bot va khai gluten theo phuong phép thong dung.

— Téch tinh bot tir hat ngd : ngam hat ngé, dau trong nuée d&m 50°C 6
chita SO, (0,1 — ,29%) & nong do nhat dinh trong thoi gian 30 — 50 gio dé lam
mém hat — nghién hat trong nude véi thict bl nghién thich hop dé tich phoi
— hat dwgc nghién min dé giai phéng tinh bét — qua ray thu tinh bot va
gluten — ly tam lan mot, phian gluten nhe (mau vang) tap trung & IGp trén,
tinh bot ling xudng dudi — ly tam [4n hai thu tinh bot — rira v sdy kheé.

* Phuong phap sdn xudt tindr bot oy cde loai ci

Hi¢n nay 0 nudc ta cac loai cay cd ¢t nhu @ sin, khoai lang, khoai tay...
duge tréng rit phd bién va cho nang suat cao. Trong khi dé. viée san xudt
tinh bot 1ir cdc loai cu don gian hon so véi cdc loai hat. Vi vay, diung cic loai
cu lam nguyén liéu s€ cho hiéu qué kinh € cao hon.

— San (Munihor escudenta Crantz) - Sin la loai luong thuc phdt trién &
cdc ving c¢6 khi hau nhi¢t déi. Sin phat trién tr lvu vic séng Amazon phia
nam chau M¥. Hién nay, san la mot trong nhing cay luong thuc quan trong
{0 mot s6 nude chau A, chau Phi va My La Tinh.

O nudce ta, sin duoc tréng khap tir nam chi béac, nhat 12 viing trung du va
mién nii. Nang sudt trung binh vé sin & nudc ta khoang 8 - 10 tan/ha.

Thanh phidn hod hoc trung binh cda ca san : 70,25 % nuéc, 21,45% tinh
bot, 1,12% protein, 0,40%: chat béo, 1,11% xenluloza, 5,13% dudng, 0,54%
chat tro.

Ham luong tinh bot trong cu sdn dao dong trong khoang khd rong tuy
thugc vao nhicu y&u 18 (giong, diéu ki¢n tréng trot, do gia ctia cii...).

Tinh bot sin ¢6 rdt nhicu ing dung trong cong nghiép dét, cang nghicp
gidy, cong nghi¢p thue pham, cong nghié¢p duoc (sin xudt vitamin, khéng
sinh) cong nghé hod chat (dung moi hire ¢, axit hitu co)...

— Khoal lang ({pomoea batatas Lam) : Khoai lang [a loai cay luong thuc
dugce tréng nhicu ¢ nhiéu nude trén thé gidi. Cac nuée thude mién khi hau
nhi¢t déi tréng nhiéu hon ca, vi khoai lang ua 4m va wa am. O nudc ta, khoai
lang 1a mét loai hoa miu quan trong sau ngd va san,

Khoai lang c¢é nhicu logi, nguti ta thuong phan loai dua vao mau sic cla
vo va rudt khoai ma chia ra : khoai trang. khoai nghé, khoai tim...

Thanh phan hod hoc cta khoai fang : 68,1% nudc, 27,1% tinh bot 1,6%
protein, 0,5% chit béo, 0,9% xenluloza va 1,0% chél tro. Chi tiéu guan trong
nhit dé ddnh gid chat lugng khoai lang 1a ham luong tinh bot.
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Khoai lang 12 mot loai nguyén liéu pho bién cho nganh cong nghiép
thue pham nhu dong hop khoai, sian xuit bot hoa tan, duong glucoza, ddm,
axit xitne... Khoat lang con la nguyén liéu t6t cho cong nghiép ruou. Tinh
bot khoai lang duge diing dé hé vai v lam pin.

— Khoai ay (Solannm titherosum) : Khoai tay ¢& ngudn gdc tir Nam My.
O nuée ta khoai 1ay ciing da duoe tréng phé bicn. Khoai tay duge phéan ra
lam 2 loai : khoai tav ruot tring va khoai 1ay ruot vang.

‘Thanh phan hod hoc trung binh cta cd khoai tay : 75% nude, 18,5% tinh
bot, 2,1% hop chit nito, 1,1% xealuloza, 0,2% chat béo, 0,9% chat ro, 2,2%
cdc chat khac.

Khoai tay duoe diing nhi¢u nhal dudi dang twoi, khoai 1ay con duoc
ding 1am cédc san pham nhur @ bot khoai tay, chip, bong. Nhiéu nuée da diing
khoai tay dé san xudt tinh bot. Tinh bot khoai tay duge ding nhiéu trong
cong nghiép thue pham, dét.

San tugi Khoailang |— Donggiéng |~ Khoaitay

¥
Boc vo ol Cao vo
| ]

|

Ngam nudc

!

Rira sach
¢
Mai xat
¢
Ngam
NaHSO,
!
Ray 0,1mm Ba
!

Lang rira
nhiéu lan
!

Tinh bt UGt
(42 - 50%
do am)

Nudc dich

Hinh 3.8. So db ¢dng nghiép san xut tinh bét tir nguyén liéu cl
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3. Cong nghé cyclodextrin

* Cau triic : Cyclodextrins (CDs) tu nhién dugc tao nén tir tinh bot do su
tdc dong cta enzym transferaza (cyclodextrin glycosyltransferase — CGTase).
Cyclodextrin 1a nhitng oligosaccarit vong dugc tao nén bdi cic
glucopyranoza néi véi nhau bang lién két a —1,4 glucozit, bao gém 6 — 31
don vi glucoza. Cau tric 3 chiéu cia CDs da duoc xdc dinh, bao gom céc a,
B, v, 8, €. 1¢6 chira lan luot 6, 7, 8, 9, 10 va 14 don vi glucoza.
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Hinh 3.9. C4u truc cac loai cyclodextrin

Céc nha nghién ciu vé tinh thé cho thdy cic cyclodextrin déu c6 dang
hinh xuyén va dugc giir chat boi cac lién két hydro gitta cic nhém hydroxyl
bac hai cua cdc goc glucoza ké nhau. Cic nhém hydroxyl bac nhit déu
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hudng ra bén ngoai mach vong. Kich thude trung binh cha hinh xuyén [
1.5nm x 0,7nm x 0,8nm. Cau tmic nay lam cho céc CDs ¢6 bé mat bén trong
ky nudc, con bén ngoai hio nudc va tam cho chiing trg thanh nhiing phic
"bao” bén vitmg va4i cac chat hitu co, voi mudi va véi halogen. Vi vay, cac chat
ky nude déu ¢6 thé duge hoa tan trong dung dich. Tuy theo kich thuée tuong
doi cla ching ma phan tr "khich the” duge bao boc toan bo hay mot phin,
con cyclodextrin thi dong vai tro clta phan tir “chi thé” hay chat tiép nthan.

F

Hinh 3.10, Kich thudc cla mét hinh xuyén clia phan i cyclodextrin

15.4A

Phac hop nay cé tdc dung lam tang do bén cia phan tr "khach thé"
khong chi trong nuéc ma con trong khong khi déi v6i cdc san pham kho.
Ngoai ra con lam tdng d6 bén doi voi nhiét do, véi oxy hod va thuy phan.

*Tindt chdt

— Tinh chat li hoc :

->

+ Khd ndng tan trong nude : O trang théi rin cdc cyclodextrin khong
mau ¢ vi ngot nhe, chitng cé kha nang tan trong nudc khic nhau. Trong 6
3 CDs, thi y ~ CD ¢6 do hoa tan 16t nhat sau dé dén o — CD va cudi cimg i
B - CD. D6 1a do chiing <6 luc cang vong khac nhau ciing nhir huéng quay
va do licn ket cua cau hydro giita cdc nhém hydroxyl trén nguyén tr C, va
C; cua hai phan t&r glucoza ké nhau khéac nhau.

B¢ hod 1an cia cdc CDs néi chung thap nhung s¢ tang lén cling v6i nhiét
do, 6 25°C do tan clla o — , B —, v — CD tuong tng 12 14,2 : 1,85 ; 232
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g/100ml va & 50°C thi do tan tuong dng 1a 43,5 ; 5,62 ; 93,8 g/100ml. Do
hoi tan ¢6 thé tang 1én bing cach thay th€ mo6t s6 nhom hydroxyl bing
metyl hod, amin hod, este hod hay ete hod. Trong trudong hop nay, kich thudc
dudng kinh cha cyclodextrin khong bi thay doi, song chicu sau ¢é duge cua
16 hang thi bi gidm xuéng.

+ Khd ndng tan trong dung moéi hitu co . Cac CDs khong tan trong hau
hét cdc dung méi hiru co, wy nhién ching tan trong mot s6 dung moi phéan
cuc (vi du metanol, etanol, propanol, axeton).

+ P bén nhiét : So véi cde oligosaccarit mach thang tuong dng thi cdc
cyclodextrin 14 nhimg phan 1 rat bén. Cac CDs khd bén nhiét. O nhiét do
240 — 245°C, CDs s néng chay va sy phan huy nhi¢t bat ddu xay ra. Ngoai
ra CDs ciing bén voi céc tdc nhan nhur tia UV hay tia IR.

+ Khd néng hiit ém : Him dm can bing cta ¢ —, B —, v — CD trong mo6i
trudmg ¢6 ham am twong d6i 85% tuong img 1a 12% ; 13,5% ; 17% ¢ 30°C.
Cac CDs van gilr trang thdi bot min khong bi 4m ngay ca khi dé lau & moi
truomg ¢6 do am tuong doi cao.

+ Khd nang niian biét - Cic cyclodextrin c6 thé nhan biét bing phuong
phdp so mau vdi dung dich iot khi dé o — cyclodextrin che mau tim xanh,
B — cyclodextrin cho mau vang nau va y — cyclodextrin cho mau nau.

Cic cyclodextrin ¢6 thé duoc phan tich bang sic ky 16p mong voi hé
dung moi propanol : nudc : ctylaxetat : amoniac dty 1€ 6 : 3 : 1 : 3 (V/V)
hoac bang sac ky khi hay bing sac ky long cao dp.

Béng 1. Mdt s6 thdng s6 vat ly cla cyclodextrin

Céc thong s6 AI]:!ha Beta (Gamma
o-CDs B-CDs 5-CDs

Khéi lugng phan tir 972 1135 1297
S5 phan tir ghucoza 6 7 8
Duong kinh 16 héng béen trong (A) | 5 6 8
P6 hoa tan nuée (g/100ml ; 25°C) 14,2 1,85 23,2
‘Stic cang bé mat (mN/m) 7] 71 71
Nhiét d6 néng chay (°C) 1255260 [255-265 | 240-245
Su két tinh nudc 10,2 13- 15 8§ —18
Ss phan tr nude trong 16 hong 6 11 17
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- Tinh chat hoa hoc

+ D¢ hén hod hoc - So vai cdc oligosaccarit mach thiang thi cde CDs la
nhitng phan 1 rdt bén. Cdc axit manh nhu axit HCI ¢4 the thuy phan CDs tao
ra céc oligosaccarit khac nhau (ti mach thing do phan tr CDs b1 md& vong
cho dén tan glucoza). Téc do thuy phan tang khi nhiét do tang nhung cham
hon 3 — 5 lan so vdi cic oligosaccarit mach thing twong g, Trong moi
truong axit yéu nhu cdc axit hiru co, sy thuy phan hau nhu khong xdy ra.

Ciing nhur cdc oligosaccarit vi polisaccarit khong ¢6 tinh khir khdc, CDs
khong bi thuy phan boi bazo, tham chi ¢ nhiét do cao va trong dung dich kiém
dac (trong dung dich NaOH 0,35N ¢ 70°C khong thay ¢é sir thuy phan).

Vai cic 1dc nhan oxy hod, CDs cé thé bi oxy hod lam md vong glucoza
nhung khong tao ra foocmaldehyt hay axit foocmic (von 1a céic chit doc) do
CDs khang cé tinh khu.

+ Khd ndng bién déi hod hoc - Bang phuong phdp hoa hoc ¢6 thé thay
th¢ cic nhém hydroxyl clia CDs bang cdc nthém khéc {metyl, amin, este,
cte). Khi dé duong kinh ciia CDs s khong thay dot nhung chiéu siu cia cdc
16 hang gidm xudng. Muc dich cia cdc bién ddi nay nhim lam thay déi do
hoi tan, thay déi kha nang tao phiic (do bén phic, d6 chon loc khach thé)
hoac thém cdc nhém ¢6 chiic ning dac hiéu dilng xic téc.

+ D9 bén déi véi enzym amylaza : Trong cic CDs, ¥y — CD bi thuy phan
dé dang hon bdi a — amylaza. N6i chung cdc a - amylaza tir nAm méc thuy
phan CDs 16t hon ur vi khuan. B — amylaza va y — amyiaza khong thuy phan
CDs nhung enzym CGTaza ¢6 thé thuy phan dé dang. Céc phric ciia CDs bén
hon CDs trude sy thuy phan béi enzym. Diéu niy 1a do mot s6 chat khéch
thé ¢6 thé tc ché enzym hodc 1am can trd khong gian khi€n enzym kho tiép
Xuc voi co chat CDs. Ngoai ra, cdc CDs bién ddi ciing bén hon, do nhém
thay th¢ gay can trd khong gian.

* Kha ndng tao phiic ciia CDs

— Kha ning tao phiic cia CDs : Day 1a mot tinh chit dac biét vi quan
trong cua CDs, nho dé6 mé ra kha nang ung dung rong rai caa CDs. Cac
CDs c6 thé tao phic (dang khéich thé — chi thé) véi nhidu hop chit khac
nhau bao gom cic hop chat béo mach thing hay phan nhanh, cic aldehyt,
axit hitu ¢, cdc chat thom, chit khi. Cic hop chit phan cuc nhu halogen,
OXyt axit va amin.
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Hinh 3.11. Kha nang tao phlc clia CDs

Kich thuéc 16 hang khédc nhau ctia cic CDs 1am cho ching it nhiéu c6
tinh chat chon loc khi tao phic véi cac phan tir ¢6 kich thuée khic nhau.
Chéang han, phan t& phenol in khép hoin toan véi 16 hang cia o — CD,
nhung véi 16 hang cua § — CD van con tréng mot khoang khong nho, do d6
phan tir phenol c¢6 thé lung lay nhe bén trong 16. Vi 16 hang 16n hon cua
y — CD, vong phenol cang lung lay hon do phan khoang khong con tréng 16n
hon. Trong nhi¢u truong hop, nhiing phéan tir lién két duge véi o — CD ciing
s€ lién két dugc véi f — CD, nhiing phan tir lién két duoc véi y — CD sé lién
két véi B — CD. D€ phiic tao thanh duoc bén, phan tir khach thé cin duoc bao
khit bgi 16 hang CDs. Diéu nay c6 nghia 12 do bén phic phu thude vao kich
thudc cua CDs ciing nhu cta phan tir duge bao. Céc phéan tlr nho (c6 it hon
hoac bang 4 don vi C) lién két t6t nhét vé6i cac o — CD con cac phan tir 16n
hon sé€ lién két 1ot véi cac y — CD.

So véi mot s6 chu thé tao phiic khac (nhu uré, thiouré), CDs 1a chii thé
tot hon ca do ban chat it phan ung, do bén cao, khong doc hai va cé kha
nang tao phic rong rai véi nhiéu hop chét. Dac diém néi bat nita ciia CDs 13
no6 co thé tao phic ca & trong dung dich va ca & trang thdi rin trong khi
nhiéu chat chi thé khac doi hoi phai c6 su két tinh thanh mang lu6i méi tao
duoc 16 hang thich tng.

— Qua trinh tao phic : Quad trinh tao phuc 1a su an khép vé mat kich
thudc giira 16 hang CDs va phan tir khéch thé. L6 hang ky nuéc cta phan tir
CDs tao ra mot vi moi trudong trong d6 cac phan tir khach thé khong cuc ¢é
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thé di vao dé tao thanh phire. Lic ddu 16 hang chifa ddy nudc, khi hinh thanh
phuc bao, cac phan tir nuée bi ddy ra ngoai nhuomg chd cho phan fir khach
thé von ky nuée hon niim & dung dich bén ngoai.

Phitc t6n tai trong mot can bang dong von phu thudc vio nong do ca
CDs, cha chat khach thé va cha nude. Toc do tao thanh phic phu thudc phin
16n vao do khép cha phan tir khdch thé vao 16 hang cha CDs va do 16n cua
luc nhiét dong. Kich thudce clia phan tir khach thé cang phir hop vé6i 16 hang
cua CDs thi su tao phitc dién ra cang dé dang v phiic tao ra cang bén. Ngoai
ra toc do tao phire con phu thudce vao mot s6 yéu 16 sau :

+ Su tao phifc dién ra nhanh hon khi chit chli thé va khach thé hoac hod
tan trong nudc hoac & dang phan tin thanh cic phan 10 nho. Do trong dung
dich céc phan tir CDs va cdc chat khdch thé ti€p xtc voi nhau nhiéu hon, t6c
do tao phitc nhanh hon.

+ Do pha loang CDs va chat khdch thé trong dung dich tao phic cling
anh huong dén 16c do tao phic. Luong nude nhiéu, do hoa tan clia CDs va
chdt khach thé 1ang, su tao phiic xay ra dé dang hon. Tuy nhicn, khi lugng
nudc qua lon, CDs va chil khdch thé tr¢ nén kho ti€p xiic v6i nhau, can trgs
qua trinh tao phac.

+ Dung mai sir dung trong qua trinh tao phic ciing quyét dinh dén kha
nang tao phic. Nude 1a dung moi duge ding pho bien. Tuy nhién, khi chat
khéch thé khong tan trong nudc, cin phai ding dung mai hin co. Dung moi
ducgic chon phai khong tao phic véi CDs va dé diang loai bo duge bing bay
hoi. Cac dung méi hitu co hay duge dung la etanol va dietyl cte.

+ V@i cde chit khach the bay hot, dé qud trinh tao phic dién ra dé dang
v tranh that thodt chat khich thé, thudng tién hanh tao phiic trong thiét bi
kin ho#c ¢6 tuan hoan chit bay hoi.

+ Nhiét do cing dnh hudng dén 16c do tao phic. Gia nhiét co thé 1am
tang t6c do hoa tan cua CDs ciing nhu chat khich thé, do d6 lam tang kha
nang tao pmic. Tuy nhién, nhiét do ciing ¢6 thé phd huy phic (da s6 cic
phitc bat ddu bi phd huy & 50 — 60°C), vi vay phdi can bang giita hai anh
huong nay.

— Ky thuat tao phuc : Ky thuat ché€ tic cdc phiic bao CDs kha don gian.
Nguyén tac chung 14 phéi tron CDs v6i chét cin tao phifc frong moi frudng
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¢6 nudc ¢ nhiét do va thoi gian phi hop. Tay theo luong nuéc su dung ma
nguoi ta chia ra cac k¥ thuat khac nhau. Ky thuat sir dung rong rai trong
phong thi nghiém 13 k¥ thuat déng két tha. Trong phuong phdp nay, CDs
dugc hoa tan trong nudce r6i cho thém chét khach thé vao dong thoi khuay
déu. Néng do CDs cé thé 1én téi 20% néu chat khach thé chiu dugc nhiét do
cao. Trong nhiéu trudng hop cdn lam lanh dung dich khi khuay dé két thia
duge hinh thanh. Két tha 14 cdc phitc bao dugc thu héi bang cdch gan lang,
ly tam hay loc. C6 thé rira két tha v6i nudc hay cdc dung méi khic nhu nhu
etanol, metanol, hay axeton. Ngoai ra con ¢ cdc k¥ thuat tao phirc dang ho,
k¥ thuat tao phic dang bot nhdo, k¥ thuat tron udt va gia nhiét, ki thuat ép
dun, k¥ thuat tron khé. Trong d6 lugng nude diing 1am méi trudng tao phic
giam dan tuong ting theo phuong phdp va nhiét d6 ciing c6 khic nhau giita
cdc phuong phép.

* Thu nhdn cde cyclodextrin (CDs)

— Co ché tdc dung ciia CGTaza : Pong vai tro chinh trong viéc vong hoa
cdac mach polisaccarit tao cidc CDs 1a enzym cyclodextrin glycosyltransferaza
(CGTase). Co ché xic tic clia enzym ndy nhin chung rat phic tap, théng
thudng gém 4 phan dng sau :

» Phan 1ing thuy phan mach tinh bot :

G(a) + H,0 > G(n) + G(m) (1)

Trong d6 : G(a) la mach polysaccarit cé a géc glucoza.

G(n), G(m) 1a cdc oligosaccarit chira n, m goc glucoza.

» Phan ting trao d6i giifa cdc mach oligosaccarit :

G(n) + G(m) — G(n-x) + G(m+x) (2)

Trong do:

G(n) 1a chét cho
G(m) la chit nhan
x 1a s6 don vi glucoza dugc trao doi

> Phan tmg vong hod :

G(n) = G(x) vong + G(n—x) (3)

O day mot phin (x 1a s6 don vi glulcoza) clia chét cho duge téch ra tao
thanh CDs. Phan ting theo chiéu nghich ciing duge xic tdc bdi enzym nhu
dudi day :
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» Phan ung két hop cédc oligosaccarit :

G(x) vong + G{n—x) — G(n) (4)

Nhu vay, dic tinh tao vong chi Ja mét phan trong cdc hoat tinh xiic tic
cua CGTaza. Diéu do6 1am cho cdc phan g tao CDs tir tinh bot do CGTaza
xdc tdc ¢d hi¢u suat khong cao. Nhu trén cé thé thdy, phan ding tao vong
xudt phat tir sy chuyén dich glucozyl hod noi phan tir va 1a phan ing duge
dung dé tao CDs tir cdc chudi tinh bot ¢6 nhiéu hon 6 géc glucoza. Vai cdc
chuéi oligosaccarit ¢6 it hon 6 don vi glucoza, CGTaza c6 kha nang téng
hop nén cdc oligome ¢6 khai lugng phéan tir Ién hon bing phan Gng trao déi
(2) sau d6 mGi tao CDs bang phan ting vong hod (3). Phin tmg két hop (4)
ciing 1a phdn tng chuyén glucozyl hod ndi phan tr 1am mé& vong CDs.
Trong dich phan g tao CDs phan ung két hop s& xay ra khi ¢6 mat CDs
va mot s6 dong co chat khac nhu glucoza, mantoza va mantotrioza. Day 12
phan tng canh tranh véi phdn ting tao vong 1am gidm hiéu suit tao CDs. Vi
viy, trong san xuat CDs dich tinh bdt c6 DE cang thdp sé cho hiéu suét tao
CDs cang cao.

— Cdc yéu 16 anh huong dén hoat dong ctia CGTaza : Ciing nhu cic
enzym khéc, cdc y€u t6 anh huong dén hoat dong cia CGTaza gom ¢é ndng
d6 dich tinh bot, nong d6 enzym, pH, nhiét do, cic chal hoat hod va kim
ham. Céc CGTaza hoat dong trong khodng pH t&i wu 5 - 9 phu thudc viao
nguéon goc enzym. Day 1a mot yéu 16 hay duge sir dung dé didu hoa phan
tmg enzym (chti y&u dé tang hi¢u sudt phan tng va do dic hicu san phim).

Ba6i v6i CGTaza nhiét do 61 uv va do bén nhiét tiy thudc vao ngudn
enzym, nam trong khoing 50 -~ 65°C vi 35 ~ 70°C tuong iimg.

Cic chat kim ham gém c6 Cu®™*, Fe?*, Hg®*, ngoai ra CGTaza con bi
kim ham boi thira co chit va bdi san phirn cda phan Gng. Su kim ham nay
1am giam hi¢u sudt clia phan tng nén cing 1a mot y&u t6 ddng quan tam.

Mot 56 CGTaza ¢6 thé duge hoat hod bang Ca**. Mot sé& hgp chat hitu co
c6 th¢ lam tang hoat tinh CGTaza mot cich gidn (i€p vi né s tao phic vdi
CDs gop phin lam gidm néng do CDs trong dung dich phan tmg va do dé
lam tang hi¢u suat chuyén hoa. Cdc chat thuong st dung 14 ruou 6 tr 1 déa
6 c4c bon nhu etanol, isopropanol, mét $6 muéi vo co nhu musi halogen,
mudi photphat. Yéu cdu cla cdc chél tao phitc dé 1am ting hiéu suat thu héi
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CDs phai I cic chdt hoa tan, khong anh huong dén do bén clia enzym va
phai dé tdach ra khoi phic dé thu héi duge CDs & dang tinh khiét, khong
doc hai.

Ché pham CGTaza thuong mai TORUZYM 3.0L (3KNUy/g) ctia hing
Novo — Dan Mach ¢6 dang léng, mau nau, ty trong xdp xi 1,2g/m! dugc
thu nhdn wr Thermoanaerobacter kKha nang tao vong 16t & pH = 6,0 vi
nhiét do 55°C.

- Quy trinh thu nhan cic CDs

Céc cyclodextrin thuong duge san xudt tir tinh bot bing phan iing vong
hod ctia cac chubi glucoza mach thing bdi CGTaza. Diu tién tinh bt duge
tam long hod bang nhiét hoac bing o — amylaza, sau dé CGTaza duoc cho
vio dé chuyén hod thanh cyclodextrin. San phim caa qua trinh vong hod thu
dugc 1a mot hén hop cédc cyclodextrin chifa chit yéu 3 loai o, f vay — cyclodextrin
vdi ty Ié khdc nhau vi sau dé ching dugc phan tdch ra theo nhiéu phuong
phép khdc nhau.

Giai doan thuy phan dich tinh bot

Giai doan dich hod nham muc dich 13 1am tinh bot bi mat di cau tric
tinh thé, bi thuy phan tao thanh cic oligosaccarit dé tan trong nudc va tao ra
dung dich ¢6 do nhdt thap, gitp enzym dé dang hoat dong trong giai doan
vong hod. Nguyén liéu duoc sir dung d€ san xudt cac CDs thudng 1 tinh bot
san, ngo, gao, khoai tay, khoai lang, bot... Néng do tinh bot sir dung thudng
nim trong khoang 2 — 50 %.

Qui trinh dich hod ¢6 thé dugc thuc hién bing a — amylaza (pH = 5,5 — 6,5,
1= 80 — 90°C trong 10 — 15 phiit) hay CGTaza (pH = 5,5 — 6,0, t° = 80 — 85°C
trong 30 — 40 phiit). Theo mot s cong bo sir dung o — amylaza, tuy gid
thanh ré hon nhung ham luong CDs tao ra it hon so v6i diang CGTaza.
Ddéng thoi qud trinh vo hoat enzym ndy khé khan hon so v6i CGTaza sau
khi dich hod.

Ket thic qua trinh dich hod, @ — amylaza bi v6 hoat bing CuSO, 5SmM
hodc ha pH xudng 2,0 trong 20 phat. CGTaza bi vo hoat bang hap ap luc &
120°C trong 10phit, sau dé lam ngudi dén nhiét do thich hop méi bé sung
CGTaza vao dé tao CDs .
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Giai doan vong hoa tao cac CDs

Diéu kién dé thu nhan cic CDs phu thuéc vao nguén enzym va nguyéen
liéu s dung. DE nang cao hiéu sudt thu héi y — CD, ngudi ta thudng bé sung
cdc chat tao phirc véi y — CD trong qua trinh vong hod dé gidam néng do cau
nr nay trong dung dich, khi d6 phin ting vong hoa s wu tién tao y — CD.
Vi du, khi b6 sung cyclododecanon véi lwong 2 — 10% co chét tinh bot,
hiéu sudl 1rao y — CD dat 20% sau 48-72 gio & 40°C. Sir dung 2 téc nhan tao
phiic metyletyl xeton va cyclododecanon ty 1¢ theo khdi lugng 1 : | (1éng
luong 2 chdt chiém 2 — 15% khdi lugng tinh bot) cho hiéu suat lén t6i 42.4%
sau 48 — 72 gidy o 40°C.

Giai doan tach va tinh sach cac CDs

Hén hop nhan duge sau khi vong hod gém cic oligosaccarit, dextrin va
CDs. Nh& vao sur can thi¢ép clia glucoamylaza thuy phan triét dé cdc dextrin
thanh giucoza, nr d6 s& dé dang hon trong viéc tdch cic CDs. Néng do
glucoamylaza dugc skt dung chiém khoang 0,05 — 0,12%, hoat dong trong
cac diéu ki¢n pH = 4 dén 5,5 & nhict do 40 — 60°C, trong 10 — 50 gi¢. Tuy
nhién, glucoamylaza ciing c6 kha nang thuy phan y - CD dé dang. Day laly
do tai sao glucoamylaza thudmg ding v6i ham luong thap.

Thong thuong ty 1 B — CD trong dich hén hgp sau vong hoa cao hon so
voi a — CD va y — CD va duoc loai ra trong giai doan diu. Loi dung tinh chat
it tan nhdt ctta B — CD dé tdch chiing ra & dang tinh thé bing cich c6 dac
dung dich dua vé trang thdi bdo hoa. D€ qud trinh tao mam két tinh dé dang,
thuong dua vao dung dich mét it tinh thé cha chat hoa tan goi la chat "trg
mam". Sau d6 qud trinh két tinh dién ra ¢ nhiét d6 thdp (néng d¢ dich ket
tinh = 25 — 35 Bx, b8 sung 1%o chdt "tro mam”, két tinh & 5°C trong 3 ngay).

D¢ téch y - CD ra khoi hén hgp mét s6 nhimg dung moéi sau day duoc
st dung nhu triclroetylen, tetracloroetan, bromobenzen, d — limonen (20%
khéi hrgng nguyen liéu tinh bot). Sau qué trinh loc, ria, chung cit dung moi
thu dugc y — CD & dang tinh khiét, ty 1é tinh sach clia y — CD khi sir dung
d — limonen 1én dén 98,8%.

Ngoai phuong phap trén ngudi ta ciing cé thé sir dung cdc cot nhua trao
déi ion hap phu chon loc dé tich va tinh sach cdc CDs. Vi du, sir dung cot
Toyopeart — HW 408 dé tich cic CDs, sau dé6 rira giai bing nudc & 60°C.
Céc phan doan thu duge nhu trén hinh sau :
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Hinh 3.12. Bi€u d8 minh hoa gua trinh rita gii tach cac CDs
C : Oligosaccarit; D :y—CD; € : Hén hgp « — va p— CD.

Nhya sir dung cdn phdi tai sinh lién tuc mdi dam bao d6 hdp phu tét,
phdi dimg HC! dé€ tai sinh nhya va nhiét do phai duge diéu chinh duéi 20°C
d¢ ngin khong cho dudmg hap phu nguoc 1ré lai.

¢) Ung dung ctia CDs

— Vai tro cua sy tao phirc

Phic bao CDs ¢6 anh hudng 1 rét dén tinh chal Iy hoa cia chat khéch thé :

+ Lam bén cdc chat nhay cdm vé6i 4nh sdng, vdi chét oxy hod, nhiét.

+ Lam bén cdc hop chét dé bay hoi, dé thang hoa, bao vé cic chat dé
hiit 4m.

+ Thay d6i kha nang phan ting ho4 hoc.

+ Phéi tron duge cdc phan tr hoat dong manh ma khéng xiy ra tuong
tac gitra chiing.

+ Tach cac hop chit ra duéi dang phitc (két tha tir dung dich. Hap phu
trén polime CDs).

+ Kiém soat su gidi phéng cic thanh phan hoat dong nhu chat thom hay
dugce chat.

+ Lua chon, dinh huéng phan ing (bing cich bao boc cic nhém
dinh chic).

+ Tang do hod tan cua cdc hop chét va béo, it tan trong nudc.
+ Thay doi mii vi san pham, che ddu miii vi khé chiu.

+ Thay déi hop chil tir thé 1éng sang thé rén.
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+ Tang kha nang phan tich cic hgp chit.

— Tinh chat dinh duéng va déc hai cua Cyclodextrin

Chi c6 cdc enzym o — amylaza mdi ¢é kha nang thuy phan céc
¢yclodextrin, nhung véi téc do cham hon so véi thuy phan céc oligosaccarit
mach thang tuong tng. Vi o — CD va B — CD thi sau 20 gi&r thuy phan boi
o — amylaza clia Aspergillus oryzae van con 161 98% va 83% trong khi dé
cic y — CD lai bi thuy phan rdt nhanh boi enzym nay. Khi so sanh su thuy
phéan cua y — CD va cia tinh bot boi a — amylaza tir nude bot cho thay ty 1¢
chuyén hod clia y — CD cao hon khoang 1% so véi ty 1é nhan dugc ti tinh
bot sau 5 gio thuy phan.

Nhiéu nghién citu ciing cho thdy dua B — cyclodextrin duoc danh dau
bang "¢ vao thic an cua chudt déu khong gay moét su tich tu dic biét nio &
trong cd thé. Khoang 55% luong M da dugc thai ra ngoat gilta gio thir 4 va
gio thu 30 sau khi an vao. Nguogce lai, véi dudng glucoza ¢é ddnh dau sé cho
cting ddp s0 sau 2 gio. Antennucci va Palmer (1984) di ching minh rang
nhi¢u vi sinh vit dudng rudt ¢6 kha nang phan huy céc cyclodextrin. Trong
30 chung Bucteroide dugc nghién ciu, 24 chung ¢6 khid niang sit dung
cyclodextrin lam ngudn nang lugng duy nhat.

Cho du céc cyclodextrin khong phai la chat cao phan tir, nhung chiing
van dugc coi 1a nhimg “thic 4n sg¢i”. Tuy nhién, viéc cho chuét va ché an
cyclodextrin s€ tr¢ nén doc néu liéu luong hang ngay vugt qua 600mg/ke,
tic 1a chi€m 3% khau phan thic an. O co thé con ngudi, licu lugng hing
ngay khong dugc vuot qui | — 2g/ngay (25mg/kg). O Phdp, vigc su dung
cyclodextrin dd dugc cho phép tr 9/2/1987 véi licu lugng hing ngay
10mg/kg trong lugng co thé. Con § khéi thi trudng chung chau Au, p — CD
dugce phép sir dung & Puic, Ha Lan, Bi va Luxambua nhu 1a chét phu gia "dén
Xudt cna tinh bot".

— Ung dung clia cyclodextrin trong thuc pham

Cyclodextrin c6 vai trd 6n dinh cdc chdt tao huong v cdc gia vi trong
thuc pham. Cic huong thom nhu huong tdo, cam, man va céc gia vi nhur tiéu,
qué, 10i, glmg va cic thdo dugc nhu bac ha, hing c6 thé duge bao boc trong
CDs rat ndi ting trén thi trudng vé tinh dinh huong cha ching trong qud
trinh ch& bién. Cac san pham keo, banh va keo cao su sir dung céc loai
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huong vi nay ¢ dang dung dich thi can phai sir dung mot lugng rat lon trong
qua trinh ch€ bién. Tuy nhién, khi sir dung cdc huong liéu da duge bao boc
b&i CDs thi chi can mét luong nho ma van dat hiéu qua cao. Hon nita »hifc
hop CDs v6i cdc cdu tir huong s& 6n dinh va giit dugc mii thom lau 1 m so
véi khi cdc cau tor nay & dang dich long,

DHA (Docosa hexananoic acid) 12 mot loai axit béo chiét xuat tir dau cd,
nd duge bidt 12 ¢6 cac chirc nang sinh 1y nhu 1a chat chéng dong mau, giam
colesterol, nhung DHA lai ¢6 mui rat khé chiu va khong én dinh, né hay bi
bién déi do tic dong cla dnh sdng, oxy. Tuy nhién, bing cich tao bot véi
CDs thi mii va vi khé chiu cta ching da duge giam di déng ké va nang cao
dugc tinh én dinh cua DHA. Bot DHA & dang phiic hop clia CDs dugce tao
thanh dang vién, hoac bao mém c¢6 thé dua ra thi truong dudi dang cdc chat
phu gia dinh dudng.

Trong ca phé CDs ¢6 thé duoc sir dung trong cong nghé ché bién ci phé
hoa tan, né c6 tac dung 1am 6n dinh cic hat ci phé hoa tan va han ché sy
mat mili chia ca phé.

Treng tra xanh CDs dugc sir dung dé git mau sdc va mii vi vd huong
vi cha tra xanh. N6 lam giam vi dang, chat do chdt catechin c6 trong 14 che
gay ra. Chat catechin trong 14 ché con duge goi 1a tanin 12 mot chat gay ra
vi ding, chit, nd c6 tic dung sinh 1y 12 1am gidm ham lugng colesterol,
chong oxy hod, khdng khuén, chdng u, chéng ting huyét 4p nhung vi dang
va chét nay lai 13 mot van dé Ién khi san phdm dugc dua ra thuong mai
dudi dang mot loai san phdm dé uéng hing ngay. Bing cdch trén f ~ CD
vao catechin, vi dang cua ché s& giam di do d6 ché xanh tr¢ thanh mot loai
dé6 udng phd bién.

Trong ré cua cay gimg c6 chita cic thanh phan hoat tinh dugc st dung
dé lam thudc va lam gia vi. Khi trén y — CD véi bot chiét xuat tir glmg sé&
giam dugc tinh hit 4m va vi cay cha ging.

— Ung dung 1am chat chong oxy ho4, 6n dinh va gilip tang cudng hoat
tinh sinh hoc

Mot s6 vitamin, axit béo, chat mau va mot s6 chat ¢ hoat tinh sinh 1y
khdc khéng 6n dinh, né d& bi phan huy dudi tic dong cha 4nh sing, axit
hodc bi oxy hod 1am cho né khé ¢6 thé dugc hap thu mot ciach hidu qua
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trong co thé. Bang cong nghé bao géi véi CDs ¢6 thé giai quyét duge vin
dé nay.

+ On dinh hod vitamin : Viéc st dung céc leai CDs khic nhau dé bao
goi vitamin 12 mot trong nhimg phuong phép hiéu qui dé bao quan vitamin.
bac biet y — CD 1a mét chat thong dung duoc sir dung trong vi¢c bao gdéi cac
loai vitamin tan trong ddu vi ¢6 thé lam cho cdc loai vitamin nay ¢6 kha
nang tan trong nudc. Vi du nhu vitamin E (tocopherol) 12 mét loai vitamin
tan trong dau khéng on dinh vdi dnh sang mat troi, tia UV va nhiét do. Khi
gir ¢ nhiét do 45°C thi no bi giam hoat tinh 60% trong 17 tuan. Nhung khi
né duge bao boc bang y — CD ¢ diéu kién tuong tu thi hoat tinh clia né chi
giam 20%.

+ Chéng oxy hod céc triglyxerit axit béo khong no : Cédc triglyxerit axit
béo khong no nhu DHA, eicosapentaenoic (EPA), arachidonic, y — linolenic
va céc mudi hoac este cha chiing rat dé bi oxy hod béi oxy trong khong khi.
Déu ca va ddu thyc vat ¢6 chifa rét nhiéu cdc loai axit béo khong no nay nén
rdt dé bi bi¢n déi trong qué trinh bao quan. Nhung khi sir dung y — CD dé
bao quan dau cd va dau thuc vat dd lam cho cac loai ddu nay on dinh.

+ Gilt mau wy nhién : Céc nha nghién ciu di bat ddu quan tam dén chic
nang cua cdc hoat chit mau ty nhién va ¢6 ging dua ching vao trong san
xudt thuc phdm. CDs duge sir dung dé én dinh mau va tang tinh hoa tan ciia
cac hop chdt mau nr nhién. Trong céc loai o, B, v — CD thiy — CD ¢6 hiéu
qua nhat trong viéc dn dinh hoat tinh cia cic hoat chit mau dé nhu
anthocyanin, lycopen, astaxanthin.

— Ung dung cia CDs trong sin xudt my phdm

+ CDs duoc sir dung trong my phém véi cong dung dé hoa tan huong
liéu va ngan can su bay hoi cha ching va CDs duoc sir dung dé san xudt
nuge hoa dudi dang xit va dang bot. CDs ciing duoc si dung lam chit dinh
huong, chat khir mdi. O chau Au khoang 400 tan CDs dugc st dung hing
nam trong dé 70% dugc sir dung Jam chat khir mii.

+ D01 vai cdc logi san phdm cham séc co thé nhu xa phong tim, dau goi
ddu c6 chifa tinh ddu cay bach (Hinokitiol) ¢6 téc dung diét khuin nhung dé
bi oxy hod thi CyD ¢6 thé ¢6 dinh dugc Hinokitiol,

~ Ung dung cta CyD trong dét may
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Cdc san pham dét may véi cdc chitic nang dac biét da duoc phat trién.
CDs la moét trong nhitng thanh phan thiét yéu cua cac loai vat liéu maéi nay.
CDs dugc sur dung chu yéu dé giit m trong céc sgi squalane (12 moét chat
chiét xudt tir ddu gan cd map c6 thé giip da d& kho, va 1am cho da min
mang), giam mui cta cac loai soi ¢6 bd sung dich chiét thuc vat va giit hoat
tinh chéng khudn cua soi khi n6 dugc bd sung cic tdc nhan chéng khuan.

Vi du nhu cédc loai qudn do 16t cé chida squalane@CyD 1a mot thanh
phén hoat tinh dang duoc bén trén thi truong Nhat Ban, bot squalane@CyD
dugc gin véi cdc soi vai bing mot lién két dac biét.

o 16t va tat véi dac tinh chéng vi khuin duoc 1am tir cac loai soi c6
chira Hinokitiol@CyD da dugc san xudt va ban trén thi truong Nhat Ban.

Nylon-film

Powdered CyD-Wasabi-Extrac

Special Fabric
(Absorption layer)

Hinh 3.13. C&u trac cla 16p chéng khudn

— Ung dung CyD trong san xudt cac vat liéu bao goi

Allylizothioxyanat (AITC) l1a mot thanh phan chi yéu cua cay mu tat ¢6
hoat tinh chong khudn. Tuy nhién, ching dé bay hoi va bi phan huy rat
nhanh do bi oxy hoa. CDs dugc sir dung dé 6n dinh hoat chét nay trong céc
loai vat liéu bao géi. Cic bao va khay chéng khuédn da duoc gidi thiéu trén
thi truong Nhat Ban. L6ép ngoai ciing 1a mét 16p mang nilon poly—vinyliden
clorit, 16p gitra 1a phic hop wasabi@CyD va 16p trong cung 12 mot 16p soi
dac biét. Khi bi 4m hay bi d6 u6ng day vao, bao AITC bdc hoi va cdc thuc
phdm dugc bao g6i boi khi AITC, nhu vay vi khudn va ndm mdc bi tiéu diét
do d6 c6 thé gitr dugc miii vi ctia thue phadm va gitp chiing tuoi 1au hon.

— Ung dung ciia xyclodextrin trong y hoc
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Xyclodexirin duge dp dung rong rdi trong y hoc dé tang cuong tinh hoa
tan, 6n dinh v& hoat tinh sinh hoc ciia cdc phan tir thude. Tuy nhién, cic CDs
tu nhi¢n twong doi khé tan trong nude ldn trong dung méi hiu co, do dé6
chung dugce su dung rit it rong san xual thude. Mot s6 chit din xudt cia
CDs nhu cdc din xudt ky nudce, ua nude, din xuét ion di duoc phét tridn dé
¢6 thé mo rong dac tinh hoa 1y cda CDs tu nhién. Cic CDs va nudc ¢6 thé
bién d6i d¢ gidi phong t6c do tan clia cdc thude it tan trong nude 1am tang
cudmg sy hap thu cua thudc. Mat khdc, cic CDs ky nuéc ¢ thé sir dung nhu
mot chdt mang duy i su gidi phéng cha céc thude dé tan trong nude bao
gom cdc thuée c6 ban chat 14 peptit hodc protein. Su két hop sir dung cic
CDs khdc nhauw v6i cde chit phu gia s& tao ra kha nang sinh hoc can bang
hon vai cic tdc dung liéu phdp lau dai. Thudc (inh mong doi nhit d6i véi cic
chat mang thudc la kha nang phan phdi thude hudng dich clia chiing. Sur két
hop gitta thudc va CDs ¢6 thé gilt thudc nguyén ven trong da day va rudt non
nhimg thude giai phong sé duoc it lai boi h¢ théng enzym phan huy trong
rudt két. Nhu vay, mot CDs két hop c6 thé la cdu tric da nang cta thude
hudng dich. Hon nifa, cdc hop chit ciia CDs vi polyme (+) cé thé 1a mot ing
cur vien mdi cho cic vecto khong phai 1a virut d€ tang thém su chuyén gen
cua ADN plasmit.

* Xyclodextrin rong cdc hé théng phan tdn

Xyclodextrin tham gia vao cdc hé thdng phan tdn nhu nhii tuong, vi hat
(microparticle), vi bao (microcapsule), vi cdu (microsphere) va céc hat nano,
cdc i lipit. Cdc CDs ¢6 thé 1am tang tinh tan, tinh én dinh va su van chuyén
cha thuéc, Thém vao d6, chinh ban than CDs ¢6 thé hoat dong nhu mot vat
lieu tho cho qua trinh chuin bi hat thay thé cho cic polyme hoidc lipit.

e) Ung dung ctia tinl bot

Tinh bot ngoai chic nang 14 nguyén li¢u dé san xudt hang loat cic san
phim thyc phidm dua vao cdc tinh chat chiic nang con 1a nguén nguyén lieu
diy tiém nang d€ san xudt cdc san phim 1én men nhv ctanol, glyxerin, dung
moi hitu ¢o, axit hitu co, khdng sinh... cling nhu cac san phdm khéc

Tinh bot gia nhiét duge chi ¥ nhiéu do ching duge diing trong cdc qua
trinh che¢ tao nhya truyén thong dé¢ 1am vat li¢u dua trén nén tinh bot. Tuy
nhién, khi xét vé cic thudc tinh co hoc nhu do bén kéo (tensil strenght) va
khd nang kéo dén cla loai tinh bot gia nhiét nay thuéng bi gidi han. Do vay,
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ngudi ta thudng tong hop nén cic loai polyme hén hop, cic composit, céc
copolyme ghép va cdc tinh bot bién tinh hod hoc. Tinh bdt thudng duge ding
thém vio modt s6 vat liéu, modt s6 hén hop (tinh bot—uretan, tinh
bot—polyetylen acrylic véi etylen—axit acrylic). Mot so copolyme ghép véi
vinyl hodc acrylic sir dung qud trinh khoi dong goc tu do va duoc dung trong
cac phan tng rung hop (vi du tinh bot-xantat cho vt liéu elastomeric). Vat
ligu chira tinh bot ngay cang duge chi ¥ do kha nang phan huy sinh hoc
nhién coa tinh bot, mac dio ham luong tinh bot trong cac loai vat liéu nay
thuong chi chiém dudi 10%. Trong cdc vat liéu, qua trinh oxy hod xay ra khi
chiing két hop v6i cac mudi kim loai trong dat hoac trong moi trudng khic
tao nén gdc peroxit xiic tic qua trinh phan huy cdc polyme trong vat liéu.
Tinh bot duge xir by voi tdc nhan gén két silan tao khé nang tuong hop véi
polyetylen va este chua no nhu dau ngéd hoidc dau diu wong ¢6 thé duoc sir
dung nhur chat ty oxy hod. Cic loai mang théi chia 161 60% tinh bot ciing di
dugc ché tao thanh cong. Mot s6 hing di dua ra thi truong loai polyme gia
cudmg bang tinh bot gia nhiét véi ham lugng cao dung trong mot s6 linh vuc
dé lam bao goi théng thudng, bao géi duge pham, chat hip thu...

3.3.1.2. Xenluloza

Xenluloza 1a hop chdl hitu co phd bién trong ty nhién va 1a thanh phan
chit yéu cta thanh 1€ bao thuc var. Hang nam, luong xenluloza dugc téng
hop nhi¢u hon bat ky chit hitu co nio khic (40% sinh khéi quang hop 1a
xenluloza). Néu coi toan bé sinh khéi thuc vat ca Trai D4t 1a 1,8.10"
tin/ndm thi xenluloza chi¢ém 7,2.10'" tdn. Trong g8, xenluloza chiém ty
trong 40-50%, trong bong la 90%, trong rom ra va co kho 1a 28 - 46%,
trong rau la 16-20%.

Du6i dang ph¢ thai, xenluloza ¢é trong cic ph€ liéu nong nghiép (16i
ngo, (rau, mat cua, rom ra...), ph€ liéu cong nghiép (ph€ thai cac nganh ché
bién che, ca ph¢, b mia trong san xuat dudng...), chat thai sinh hoat...

a) Cdu tao phdn tr xenluloza

Xenluloza c6 cong thic tong quat la (CgH,,O5),, la polysaccarit cia
thanh 1€ bao thuc vat, co khéi luong phan ur trong khodang 10%-1,5.10° dvC.

Thanh phan ciu tnic co ban cia xenluloza la céc B~D—glucopyranoza vdi
ham luong 96-98% so vdi ly thuyét.
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Ciéc don vi D—glucoza c6 dang vong 6 canh (pyranoza), duoc lign két véi
nhau theo lién ké1 p—1,4—glucozit. Khi thuy phan trong diéu ki¢n nhe nhang
thu dugc disaccarit 1a xenlobioza.

Xeniuloza

H
o

Xenlobioza

Hinh 3.14. Cau tao hoa hoc cla xentuloza (n 1a dd trung hop)

Cédc nha khoa hoc da xdc dinh ring cic D—glucoza & diéu kién thuong
¢ cdu tao dang ghé, quay mot géc 180" so v6i phan tir trude né. Cac nhém
hydroxyl déu nam trén mat phang nam ngang.

Hinh 3.15. Cau tric dang ghé& phan ti xenluloza

Dudi tac dung cta mét s6 yéu 16 bén ngoai, cdu hinh dang ghé trén cé
thé bj thay déi.

* Hinh thai cdu tric xenluloza

Cau tric xenluloza khéng dong nhat va thudng cé hai viing 13 viing két
tinh va ving v6 dinh hinh ¢6 cdu tric dang sgi, nhiéu sgi x&p song song
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thanh chim goi 1a mixen c6 cdc 16 tréng khi hod gé (gia). Cac 16 tréng d6
chira day lignin, nho ¢6 cdu tric dang soi cua lignin lam xenluloza c6 cau
tric bén vimg.

__o—VUng két tinh

dia hinh

Hinh 3.16. C4u truc cla xenluloza trong tu nhién

—Ving két tinh : 1a viing ¢6 trat tu va cé cdu tric cao. Céc soi cia né duogc
t6 chiic thanh trang thdi mang tinh thé va mang 16p, doan mach xenluloza la
phan tham gia vao cdu tric mang tinh thé. Trong mang tinh thé, cdc doan
mach déu xép theo mot huéng va song song véi nhau. Hai doan mach nim
trong mot mat phing ctia mang tinh thé tuong téc v6i nhau, hinh thanh mot
16p. Trong 16p c6 lién két hydro cta hydroxyl ¢ C4 cia D—glucopyranoza
trong mdt doan mach véi O ctia nhém hydroxyl ¢ C; clla doan mach khic.
Thuc nghiém da chi ra riang, trong xenluloza tu nhién khong c6 lién két hydro
gitra cdc 16p khdc nhau ma chi t6n tai twong tic Vandecvan.

—Vung vé dinh hinh : c6 cau tric 1ong 1éo hon nhung toan b cau tric
cta xenluloza vén rat bén vimg va kho bi tic dong.

Céc vang két tinh cung véi ving vo dinh hinh tap hop lai thanh mot t6
chiic goi 1a vi soi (microfibril). Vi sgi ¢6 kich thudc thay déi tuy thudc vao
loai thuc vat. Chiéu ngang cta vi sgi khoang 10—20nm, cac vi soi tap hop lai
thanh t6 chiic 16n hon goi 1a soi (fibril).

Sdi xenluloza

glucoza @~ Q@-I~@- ROy
(= ga = We gu = S0 —

Hinh 3.17. Sdi xenluloza trong thanh té bao thuc vat
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b) Tinh chdr

1. Tinh chat ty hoc

Xenluloza 1a mét loai polyme vira phan cyc manh vira két tinh cao, khong
tan trong nudc, chi hoa tan trong mot s6 it cdc dung moi va mot s§ enzym.
Ching bén vé mat co hoc trong dicu kién thudng va cé thé bi phan huy do mot
$0 tdc nhan vat ly nhu : dnh sang, tia nang luong cao, nhiét d¢ cao...

2. Tinh chét hod hoc

¥ Tde dung véi axir

Céc phan wr xenluloza s¢ chuyén hod thanh glucoza dudi tic dung cia
axit vo ¢o hay axit hitu co nhwr : HCI, H,S0,, CH;COOH...

Phuong trinh (6ng quit :

(CﬁHI()OS)n +1n HQO —> an,H,QO(,

Coché:
CHOH  Ci,OH CH.OH  CH,OH
o 0O C N AN
H
Q O\ - 0\
H*

CH-0OH .

o HOH H,OH CH,0OH
O -H »
H * BN

— Este cua xenluloza véi axit vo co

Este dién hinh 12 xenluloza nitrat. Véi néng do chia axit HNO; cao hon
75% thi qud trinh nitrat hod méi xay ra theo phuong trinh :

Xenluloza~OH + HONO, — Xenluloza—ONO, + H,0

Estc—xenluloza ¢4 nhi¢u {ing dung trong cong nghiép ché tao chit né,
phim anh, son, chat déo. Vi méi tng dung ta c6 thanh phan hén hop nitral
hoa khac nhau.

— Este cha xenluloza véi axit hitu co (xenluloza axetat)

Xenluloza—OH + CH;COOH — Xenluloza—QCO CH4
158



Dan xuit nay duge ding trong nhiéu linh vic nhy : 10 nhan tao, phim
anh, son, chil déo, ming loc, sui loc... Ngudi ta ding xenluloza diaxetat dé
tao mang phan riéng cic chat, dung dé téch mudi va thu nuée ngot tir nguén
nudc bién,

* T dung vai NuOltH

Xenluloza bi thuy phan boi kiém nhung gua trinh khong ¢6 hiéu qua nhu
bi thuy phan bdi axit do d6 ¢ day ta sé khong xét dén phan ing véi kiém,

— Phan tng thé véi cic cacbonhydro tao cac din xudt ete

Tuy thuoc vao ban chit cua nhém thé dinh dira vao xenluloza ta ¢d rat
nhiéu dan xuat ete cia xenluloza nhw : metyl xenluloza, ctyl xcnluloza,
benzyl xenluloza, cacboxyl metyl xenluloza...

Phurong trinh phan tng tao dan xuit ctyl xenluloza :

Xcnluloza ~OH+ NaOH — Xenluloza—ONa + H,0
Xenluloza~ONa + CH;—CH,—Cl-> Xenluloza-OCH,CH; + CI'

Etyl xcnluloza duge dung nhi¢u trong cdc linh vuc nhu son, chit déo,
cdc vat dung van phong : dién thoai, chi tiét 6t6, gong kinh...

— Hoa tan trong dung dich phic gébm amoniac va hydroxyt kim loai
(Cu, Ni...)

Trong dung dich nuéc cia NH;, Cu(OH), phiic cupiamin dugce tao thanh -

Cu(OH), + NH; — [Cu(NH,),J(OH),

Phifc nay c6 nhi¢u @ng dung trong san xudt soi nhin tao dé nang cao
chat luong soi. Hién nay, dung dich xenjuloza trong phifc ddng— amoniac ¢6
ung dung ca trong vy hoc 1a sgi rong cho than nhan tao.

* Thuy phdn bdang enzym

Nhom enzym phan huy xenluloza dugc chia lam 3 loai

— Endo—f—I,4-glucanaza (endo—1,4—PB-glucan—4-glucanohydrotaza)
|EC 3.2.1.4] ¢é kha nang xic tdc phan cit cac lién két bén trong phan ti
xenluloza giai phong xenlodextrin, xenlobioza va glucoza. Enzym nay
phéin giai manh cdc xenluloza hoa tan nhat 1a dang xenluloza vo dinh hinh
nhung hoat dong yéu & viing kéi tinh. Chinh su tdn cong ngdu nhién cha
endo—B~1,4—glucanaza tao ra cdc ddu khong khir va tao diéu kién thuan loi
cho ¢xo—P~1,4—glucanaza hoat dong.
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— Exo—f-14-glucanaza (exo-f~1,4—glucanaza xenlobioza—hydrolaza)
{EC 3.2.1.91} xuc tac phan cat xenluloza tir diu khong khir va xenlodextrin
dé giai phong xenlobioza. Enzym nay khong phan giai xenluloza két tinh
clng nhu cdc xenluloza hoa tan, tic dung yéu lén CMC nhung hoat dong
manh viing xenluloza vo dinh hinh.

-B-1.4-glucosidaza [ EC 3.2.1.21 | la enzym xiic tic qui trinh thuy
phan xenlobioza gidi phéng glucoza. Chic ning cia B-1,4—glucosidaza 12
dicu chinh su tich lu§ cdc chat cdm iing cla enzym xenlulaza.

o) U}:g dung

Xenluloza dugc iing dung trong nhiéu linh vuc. Xenluloza duge sir dung
lam gidy va cdc san pham gidy, mang bao, film, sir dung trong xay dung,
thue pham, trong y hoc nhw bong bang... Xenluloza tir vi khuan duoe ding
cho sén xudt cdc mang ngin trong céc dng nghe do chiing c6 do két tinh cao
va dudng kinh cic soi clia ching nho hon nhiéu hon so véi nguén tir thue
vat. Xenlophan la mot trong nhitng dang phé bien clia xenluloza ding trong
bao goi. N6 duge ding 1am gidy béng kinh bao goi cho mot vai loai thuc
phim do ¢6 do trong va khéng thdm ddu mé. Xenlophan thuong dugc phi
voi nitroxenluloza hay poly (vinyl clorit) dé ting cuong thuge tinh chdng am
cua ching mic di t6p pht nay khong cé kha nang phan huy sinh hoc.
Xenluloza ty nhién khong tan trong nudc va rat khé tao thanh mang. Kha
nang hoa tan tang théng qua cic phan ung tao din xudt cachoxylmetyl,
metyl xenluloza, hydroxyl propyl xenluloza... Cdc dan xudt niy ¢6 kha nang
tao mang va mang mét s6 thuoc tinh mong mudén cho mot s6 tng dung. Vi
du, mot vai dan xudt ¢6 kha nang tao gel dudi tic dung ciia nhiét duoc su
dung trong cong nghiép thuc phim dé ngan chan su hdp thu dau trong qua
trinh nau.

Xenluloza bi€n déi hod hoc thudng khong bi phan huy sinh hoc. Vi dy :
nitroxentuloza (véi 2 hodc 3 g6c nito gin vio mot monome), xenluloza
tripropionat hay xenluloza tributyrat thuomg rat bén déi véi su (4n cong cta
vi sinh vat.

1. Trong cong nghiép

Xenluloza va cdc din xudt cia xenluloza dugc ung dung khd rong rai
trong cic nganh cong nghiép.
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* Trong cong nghiép thuc phdim

M-C (metyl xenduloza) 1am chét én dinh va chat lam dac trong cong
nghi¢p ché bién thuc pham.

* Trong cong nghiép gidy

Xenluloza 1a thanh phén chinh cua gidy. D€ san xudt gidy, ngudi ta ding
cdc nguyén liéu chira xenluloza nhu @ gd, tre, nia, ba mia...

Hemixenluloza n Hemixenluloza

Xenluloza Xenluloza
bap dap
[ Nghién ca hoc J Notién ros o ]
Gidy tai sinh \ o
Tay trang Manganperoxydaza
(Clz, H,0,) Mannanaza

l taccaza
Phan lecai

Xeo gidy —*[ Giay ]

Amylaza
Lipaza
Xenlulaza

3

T4y muc

Hinh 3.18. So &0 céng nghiép sadn xudt gidy s dung enzym
* Trong cong nghiép deét

CMC (cacbon metyl xenluloza) duge dung lam ho vai hoa cé trong
thanh phan bét in mau hoa.

Xyanuaetyl-xenluloza (ds = 0,35-0,4) ¢6 thé bdo vé vai soi khoi su
phan huy cua vi sinh vat,

Etc—-xenluloza v6i nhom theé mach C dai cé tinh ky nude cao thudmg
dung san xual vai khong thim nudc.
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Khi cho vai xenluloza tic dung véi formandehyt trong moi truong axit
do bén cha vii duge tang lén, do 6n dinh vé kich thudc, do chdng chiu déi
Va1 viéce giat giil 16t va nang cao chat luong in hoa.

Enzym xenlulaza dugc sir dung trong coéng nghiép dér sgi nhur : xir ty
quén a0 bo, lam béng vai bong, soi nhan tao. Trong qud trinh mai quin do
b6, sir dung enzym nay dam bio do mém mai cin thit cha vai bo.

*Trong cong nghiép dién

Bot xenluloza—kraff diing d¢ san xudt gidy cdch di¢n diing cho bién thé.

Benzyl-xenluloza duge ding lam vat liéu cdch dién (soi cach dien, tam
cach dién, vo boc cach dién...).

¥ Trong cang nghiép son, chit déo, chdt né

Ngudi ta su dung M—C (metyl xenluloza), E-C (etyl-xenluloza) d¢ san
xudt son, chit déo, chal nd, vat dung van phéong, dién thoai, chi tiét 6to,
gong kinh.

* Trong cong nghiép gom sir

M—C dugc sir dung 1am tang do nhét va chéng co ngét.

CMC tang do déo cha nguyén lidu dat sét, tang do bén cha san pham.

* Trong mor s6 ngank cong nghiép khac

C—diaxctat dugc sir dung tao mang phén (ach riéng cic chat (tich muéi
tir nude bién thu nude ngot).

M-C ¢6 tdc dung bao v¢ hé nhii twong, ding trong cong nghiép cic hop
chal cao phan ta.

CMC ¢6 tdc dyng bao v¢ bum trong khoan md, trong khai thic khoidng
san, 1am giau quang.

Tao vat li¢u composit go — chit déo : déng iruing hop ghép xenluloza véi
cdc monome : vinylaxetat, styren, butylmetacrylat... tao nhiéu dac tinh quy
nhu : thay d6i kha nang hap phu 4m va tang kha nang chéng chiu déi véi vi
sinh vit, 6n dinh vé kich thwdc, do ciing, do bén kéo, do chiu nén modun din
hoi, kha nang chiu uén, kha nang chéng mai mon.

Co6 moét s6 loai gb, sau khi dong triing hop ghép véi hén hop polyeste
mono styren dé cimg c6 thé tang 1én 10 lan & mic do ghép 50%.
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2. Trong noéng nghiép

* Plidn bon

Cdc hgp chdl giau xenluloza duge phan buy tré thanh mun dung lam
phén bon hiru co sinh hoc, phan vi sinh nh& sy phan giai ciia mot s6 loai vi
khuan, xa khuan... phan giai xenluloza dem lat hi¢u suat cao trong trong rau
sach, cdy an qud, cdy canh..,

*Trong ndm

Xenluloza 12 nguon nguyén liéu quan trong trong viéc tréng v nudi cic
cdc loal ndm : ndm duoc 1iéu, ndm an...

* Chdn nuoi

Xenluloza ciing duge st dung cé hi¢u qua dé  thic an cho vat nuéi, tao
ra cdc san phidm chat lugng cao tir xenluloza phé thii néng nghiép (rom, ra,
bd mia, bd san...). Xenluloza c6 bé sung xenlulaza, ure, (NH,),SO, giip
chuyén hoa truée xenluloza, tang protein, lam ting trong trau bo, tang ham
lrong sira va kéo dai thai gian ra sita cita bo sira.

3. Trong y duogc

Xenluloza trong phic Cu—amoniac duge ding trong viéc chay than
nhan tao.

Xenluloza tir cay khoai tang dugc bao ché& lam thuéc nhuan trang.

M=C dung lam chit két dinh cho thudc vién, bao vé hé théng huyén phi
nhit tvong.

CMC ding trong hod dugc hoac trong my pham.

4. Mot s0 Iinh vuc khic

Qui trinh thuy phan xenluloza bing enzym xenlulaza tao glucoza, tiép
d6 1én men tao thanh hang loat san phdm nhu etanol, cic alcol khdc, cic axit
hitu co, protein va chét béo...

Qud trinh 1&n men dudng D—glucoza thanh etanol sach dugc quan tam
rdt nhicu trong nhitng nam gdn day nhim thay the xang khi nguén nguyén
lieu dav mo tu nhién truyén théng dan can kiét.

d) Tich chiét xentuloza

Thong thuong, nguon xenluloza tu nhién nhu cic soi bong duoc tao ra
gén nhu tinh sach khong can thiét phai tdch chiét. Tuy nhién, trong mot s¢
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tng dung dac biét nhu tao chat 6n dinh cho cdc san pham thuc phidm, tao bot
gidy chat lugng cao... doi hoi mot qua trinh tinh sach dé loai cic tap chat
khoi xenluloza. Sau khi nghién, bot g6 dugc ngdm trong cic dung dich
sunphat canxi néng dé loai lignin va tiép dén cdc cong doan khir mau.

Hién tai cic xenluloza tinh thé (Microcrystallin Xenluloza —~MCC) dudi
cc tén thuong mai nhu Novagel? &Avicel-plus™ Colloidal MCC duoc sir
dung nhu cdc chat 6n dinh trong nganh ché bién sita, nuéc qua...

3.3.1.3. Pectin

Pectin (con goi 1a chat moc giao) cé nhiéu trong vé qua tdo, cam, chanh,
quyt, man, dao va than, 14 cay...

Pectin dugc phat hién dau tién vao nam 1790 ¢ vo tdo bai nha khoa hoc
nguoi Phap Nicholas Vanquelin.

Mai dén nam 1824, Branconnot ngudi Hy Lap méi nghién citu va phat
hién pectin c6 kha nang tao gel va dong dac.

Nam 1924, Smolensia da ching minh dugc chét tao gel d6 chinh 1a mot
chubi polyme cua axit galacturonic.

Nam 1937, Schmeider va Bock da thiét 1ap duogc cong thiic cdu tao co
ban cta pectin. Pectin tir cic nguén géc khac nhau thi khic nhau vé ham
lugng. Vi du : tdo, man ham lugng pectin 1a 25-35%, vo cam, quyt la
20-50%, cay cu cai duong la 10-20%...

Hinh 3.19. Cac hoa qua chita pectin



a) Cedu tao pectin

Cau tric hod hoc cla pectin 1& mot nhém ciac polysaccarit rat giau
axit galacturonic (gal A). Ba dang polysaccarit pectin chinh duge tim
thiy trong tat ca cdc loal pectin la : homogalacturonan (HGA),
ramnogalacturonan I (RG—1) va ramnogalacturonan 11 (RG-II). Ba dang
polysaccarit nay ¢6 thé lién két déng hod tri dudi dang mot mang luci
pectin xuyén qua ldp thanh té¢ bao so cip va cdc phi€n mong trung gian.
IHHGA 132 mot polyme tuyén tinh coa 1,4-D-galacturonic bao gbém
khoang 100-200 goc gal A, la dang chi€ém ty 1¢ nhiéu nhdt cua pectin va
duoc tong hop trong bo may Gongi, sau dé dugc dua vao thanh 1€ bao, o
d6 ¢6 khoang 70-80% cdc géc gal A dugc metyl estc hod ¢ C-6
cacboxyl. Su dich chuyén cua cdc nhdm metyl cste bén trong thanh 1€
bio dan dén két qua HGA ¢6é kha nang lién két chéo bai canxi (Ca) va
hinh thanh cdc tap hop va cac gel dai phan ti. Cic goc trong HGA ¢6
thé O—-axcetyl hod chii yéu ¢ ddu C-3 nhung ciing c6 thé xdy ra ¢ C-2.
Gal ctta HGA ¢6 thé bi thay thé ¢ vi urf C-3 voi gdc dudng xyloza tao
thanh xylogalacturonan (XGA) c¢6 nhiéu & vo hat dau, pectin tdo, dua va
ca rot. Gal A ciing ¢6 thé dugc thay thé bai apioza ¢ vi tri C-2 hoac C-3
tao ra apiogalacturonan (trong bto tim lemna minor va spiodcla
polyrhiza). Céc dang ciu tric nay c6 thé 1am thay déi cdc tinh chét chic
nang cua dang HGA.

RG-I 12 gal A trong HGA dugce thay thé boi dudng rammoza (20-80%)
ngoai ra co thé lién k&t voi D—galactoza theo licn két B-1.4 glucozit, vo1
|—arabinoza theo lién k&t a—1,5—glucozit.

RG-11 khong ¢6 quan hé vé cu triic véi RG-1 vi n6 12 mét dang pectin
duoe phan nhanh bao gém mot mach HGA ¢6 9 goc gala duge lién két boi
a—1,4—glucozit vi cac chubi bén gém cic loai dudng khdc nhau nhu : apioza,
D—xyloza, L—{ucoza, axit axctic vh axit 2—keto—3—deoxy- dmanno—octulosonic
(KDO). Cau triic cia HGA, RG—1, RG~11 duirge biéu dién & hinh 3.20.
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Hinh 3.20. So d6 cau truc cla pectin : HGA, RG-I, RG-II

— Khi quan sat dudi kinh hién vi, ta thdy pectin c6 dang s¢i dai, manh.

Hinh 3.21. C4u tric dang sdi clia pectin

Axit polygalacturonic duoc este hod timg phan véi cac goc metyl va cac
nhom axit tu do ¢6 thé dugc trung hoa timg phin hoic toan bo véi cic ion
Na', K" hoac NH,".

Ty 1é cic nhém axit galacturonic dugc este hod so voi tong s6 axit
galacturonic dugc goi 1a mitc do este hod, ky hiéu DE (degree of esterication).
Miic do este hod anh huong 16n dén cac tinh chat cua pectin, dic biét 1a tinh
hoa tan va kha nang tao gel.
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Kha nang este hoa ctia pectin thuong mai chia lam 2 nhém chinh :
— Pectin este metyl hod cao : (hight metyl ester : HM)
COOCH; COOH

O
COOH COOCH; COOCH;

HM : s6 goc axit cua pectin dugc metyl hod 16n hon 50%.
— Pectin este metyl hod thap : (low metyl ester : LM)
COOH COOH

'OOH

COOCH; COOCH;
LM : s6 goc axit cua pectin dugc metyl hod nho hon 50%.

— Ngoai ra con c6 mot s6 goc axit cua pectin dugc amit hoa boi amoniac :
CONH, COOH

COOH COOCH; COOCH;

— Pectin amit hoa : Kha nang este hod cao nhit c6 thé dat dugc & céc
dich chiét nguyén li¢u tho tu nhién khoang 75%.

b) Tinh chat pectin

1. Kha nang tao gel

Mot trong nhitng tinh chat quan trong cua pectin 1a kha nang tao gel. Su

tao gel cua pectin phu thudc vao 2 yéu t6 : chiéu dai chudi pectin va mirc do
metyl hoa.

Chiéu dai phan tir quyét dinh do cing cna gel. Néu phan tir pectin ¢c6
chiéu dai ngan thi n6 sé khong tao gel dugc mac du sir dung ham lugng cao.

Cac pectin va axit pectinic déu 1a nhimg keo hdo nuéc nén c6 kha nang
hydrat hod cao nho su gan cic phan tr nuéc vao cic nhém hydroxyl ctua
chudi polymetyl—galacturonic. Ngoai ra trong cic phan tir pectin ¢6 mang
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dién tich (-) nén chiing c6 kha nang ddy 1an nhau lam dan mach va tang do
nhét cua dung dich, Khi lam gidm do tich dién va hydrat hod s& Iam cho cdc
sgi pectin xich tai gdn nhau va twong tdc véi nhau tao nén mot mang ludi ba
chiéu ran chita pha long & bén trong.

Khi pectin ¢4 chi s6 mety! cao (mit qua nghién, nudc qua dong...) mifc
do metyl hod c6 thé bi giam khi théem dudng, con do tich dién sé ha khi bé
sung ion H' hodc doi khi chinh do do axit ciia qua ché bién. Trong truong
hop nay lien ket gifta cdc phan tif pectin v6i nhau chét yéu 1a cac cau hydro
gitra cdc nhom hydroxyi. Kidu lién két nay khong bén.

Khi chi s6 metoxyl clia pectin thdp, cling ¢ nghia 13 ty 1¢ cdc nhém
—COO- cao thi cdc lien két giita nhimg phan tir pectin s¢ 1a lién két jon qua
cac nhom ion hod tri 11, dac biét 1a Ca®* ¢6 thé tao gel khi ding mét luong
canxi dudi 0,1% va chic¢u dai phan ur pectin phai dat mire do nhat dinh.

* Gel pectin — dwong

— Khi dung nguyén liéu ¢6 chira mot loai pectin nhat dinh thi cdc yéu to
nhu ham luong pectin, luong duong, pH moi trudng gép phan tao nén mot sy
can bang ma néu thi€u thi gel s¢ khong hinh thanh.

— D061 v6i cdc loai gel it pectin, gel chi duge hinh thanh & pH axit cao va
luong dudng phai kha 16n.

— Khi ham luong pectin cao thi gidi han pH ciing nhu ham lugng duong
cho vao c6 thé bién dbi trong mot gidi han rong ma van cho phép tao duoc gel.

2. Pectin bi phan cét boi pectinaza

Céc enzym chuyén hod pectin thudng c6 hai nhém chinh

* Pectinesterazu (PE)

Thuy phén cdc lién két este dé tdch nhém metoxyl (OCHj3) tao thanh

axit pectic va rugu metanol dugc ing dung 1am trong nudc qua, trong san
Xudt ruou vang, sam panh.

* Polygalucturonuza (PG)
Phan cat lién két a—1,4—glucozit trong mach cia pectin.

PG 1a mot phirc hé enzym nhiéu cdu tir ¢6 tinh diic hiéu cao d6i véi co
chat. Dya vao tinh dic hi¢u va co ché tic dung ngudi ta phan PG thanh céc
nhém nho sau :
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Polymetylgalactironaza (PMG)

Enzym nay tac dung I&n a—polygalacturonic da duge metyl hod 2/3 pectin.
Loai nay gém 2 dang :

— Endo—polymetyl galacturonaza (ENDO-PMG-K,) : 1a enzym phan
cat lién két 1,4—glucozit & pectin ¢6 mic do metyl hod cao.

— Exo—polymetyl galacturonaza (XO-PMG-Kj;) : 1a enzym phan cat
lien két glucozit dau mach nam gita 2 géc axit galacturonic di ducc
metyl hoa.

Polygalacturonazu (PG)

~ Endo—polygalacturonaza (PG-K2) : 14 enzym dich hod, chi phan cit
licn ket o—1,4 glucozit dimg canh nhém COOH.

- Exo—polygalacturonaza (PG-K4) : enzym nay chi ¢é i luc manh déi
v6i lién két glucozit & cudi mach cha axit pectinic metoxyl (OCH,).

Transelimifuza (TE)

Thuy phan pectin tao ra mdi lién kél kép trong géc axit galacturonic
gira nguyeén tu C,_s

Phiin tng xay ra dé dang trong moi trudng trung tinh hoac kiém yéu.
o} Cong nghé san xudt pectin

— Nguyén li¢u quan trong nhét duge ding dé san xuat pectin la vo cam,
quyt va ba tdo. Cic phu phim ndy duge sdy khé vi bao quan dé sir dung
trong nam. Lugng pectin ¢ vo cam, quyt chi€m 20-50% khéi lugng kho, con
o ba tdo 10-20%.

Sau day 1a so d6 cong nghé san xudlt pectin

— Quy trinh cong nghé san xudt pectin tir vo qua

Xur 1y nguyén ligu (v6, ba qua) rira, 1am kho — Xay nghién — Xir 1y hod
chit hodc enzym véi nude néng, loc 1ay dich, lam sach, c6 dic — K¢t tha
pectin — Loc lay k&t tha pectin (rira nhiéu 14n dé loai tap chat) — Sy kho
— Nghién thanh dang bot .
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Hinh 3.22. Pectin dang bot

d) ng dung cua pectin
1. Trong cong nghé thuc pham
* Munt déo va keo déo

— HM-—pectin khi c6 mat duong 55-85% va pH = 2,5-3,8. C6 kha ning
tao gel, tao két cdu va tao do ngot cho nhimg san pham thuc phim qua.
Khoang 80% HM-—pectin trén th¢ gidi dugc sit dung trong céng nghé san
xudt mut déo, keo déo ma van gitt nguyén cac thanh phén khéc, tao huong vi
thom ngon va su dong dac thap nhat (luong pectin sir dung trong miit déo va
keo déo thay déi 0,1-0,4%).

— LM-pectin duoc sir dung lam mit va keo déo v6i ham luong chat rin
hoa tan du6i 55%. Pectin dugc dé este hod can bé sung thém mudi canxi.

* Lén men va axit hod truc tiép nhitng sdn phdm bo sita

HM-pectin dugc dung dé 1am 6n dinh nhitg san phim sita chua truyén
théng. Pectin phan ng v6i cazein, ngan chan su tap hop cdc hat cazein tai
pH dudi diém dang dién va cho phép thanh tring cic san phdm sita chua dé
kéo dai han sir dung.

2. Trong y duoc

Trong y duoc, pectin ciing déng vai tro 1a mot chat dinh dudng. Chiing
¢6 kha nang lam giam lugng colesterol treng mau gay anh hudng dén su trao
déi glucoza.

Pectin con ¢6 tic dung dé phong bénh tdo bon, c6 chiic nang nhu mot
chat giai doc, chat diéu ti€t va bao vé da day. N6 c6 tdc dung nhu nhimng chat
kich thich d6i v6i hé théng mién dich va chong lai tdc nhan gay bénh 16 loét,
phu thén.
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Trong pectin c¢6 su hoat dong cta hypocolesterolemic va antithrombotic
gitip bao vé chong lai bénh ung thu dai trang.

3.3.2. Polysaccarit dong vat — Chitin va chitosan
3.3.2.1. Nguon goc va cdu tao cua chitin/chitosan

Chitin va chitosan la polysaccarit gébm hon 5000 gdc glucosamin va
axetylgiucosamin dugc sap xép co trat ty v6i khéi luong phan tir 1én t6i hang
tri¢cu Da. Chitin cé nhiéu trong loai giap xdc nhu : tém, cua, mai muc...
Chitin con tim thdy trong thanh t€ bao ndm, ndm men, trong 16p vo cimg clia
con trung. Nguoi ta biét rang khoang 50-80% cédc hop chat hiru co trong vo
dong vat gidp xdc va bi€u bi cua con tring ¢6 chia chitin. Chitin 12 hop chat
duoc gidao su Henry Braconnot (ngudi Phdp) tich chiét tir t€ bao nam
(fungine) vao nam 1811.

Chitin 12 mot polyme thién nhién mach thang, dugc cau tao bdi cic
don vi 2—axetamido 2—- dezoxy-D—-glucoza lién két véi nhau bang lién két
—1.,4 glucozit.

NH2 NHCOCH3 n NH2

CHITIN

Hinh 3.23. C&u tao chitin
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Chitin c¢6 cdu tric tinh thé rdt chat ché va déu dan. Chitin t6n tai & 3
dang cdu tric o, B, y... Cac dang nay chi khdc nhau & su sdp x€p cac mach
phan tr trong tinh thé, a—chitin ¢6 ham lugng 16n nhat va thuong dugc tich
tr vo toém, vo cua... B—chitin dugc tich tir mai muc 6ng, con y—chitin c6 it
nhat, thuong gap & soi kén cua bo cdnh cing.

Chitin khong tan trong nudc, trong moi trudng kiém, axit loang va cic
dung moi hitu co : ete, etanol... nhung né hoa tan trong dung dich dic va
néng cua mudi thioxianat liti (LiSCN) va thioxianat canxi (Ca(SCN), tao
thanh dung dich keo. Chitin tuong d6i 6n dinh véi céc chit oxy hod khir :
KMnQO,, H,0,, NaClO, Ca(ClO),, ...

Chitosan la dan xudt quan trong nhit cua chitin. Chitosan duoc diéu ché
bang cdch tich géc axetyl khoi nhém axetamit & vi tri C, va hinh thanh
nhom amino nho phan ing deaxetyl hoa chitin. Pon vi ciu tao chitosan :
B—D glucosamin hay f—1-4 2— amino 2—desoxy D—glucoza.

CH,OH [ CH,OH ~— | CH,OH
0 0 o OH
OH OH OH
: a
NH, v NH; _ |n NH;
Chitosan

Hinh 3.24. C&u tao chitosan

Chitosan c6 cong thitc phan tir (CgH,,0,),,

Thanh phan nguyén t6 hod hoc : C:44,72% ; H: 6,88% ; O : 39,71% :
N : 8,69%.

Trén thuc (€, su deaxetyl hod xay ra khong hoan toan ké ca trong diéu
kién khac nghiét nén trong chitosan vin chita nhém axetamit phu thudc vao
muic do deaxetyl khac nhau.

Nguoi ta quy uéc, néu do deaxetyl hod DD<50% duogc goi 1a chitin.
DD250% goi 1a chitosan. Khi DD=50% thu dugc chitin tan trong nudc.

Chitin, chitosan ¢6 cdu tao tuong tu nhu xenluloza chi khac nhém chiic & C,
cua chitin 1a -NHCOCHj3, con cua chitosan 1a =NH,.
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Hinh 3.25. So sanh céu tao cla chitin, chitosan va xenluloza
3.3.2.2. Mot so'tinh chdt co bdn cua chitosan
a) Tinh chdt vdat ly

Chitosan ton tai & thé rin, x6p nhe ¢6 mau tring hodc vang nhat. Dang
bot hay dang vay, khong mui, khong vi.

Hinh 3.26. Cac dang bét, vay clia chitosan
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— Khd nang hoa tan : Rat nhiéu ting dung cta chitosan lién quan 16i thude
tinh hoa tan cha ching. Chitosan khong hoa tan trong cac dung moi hi co,
trong cdc axit @ nong do cao vi trong kiém, khong tan trong dung dich nudc o
pH>6. Chitosan chi hoa tan trong dung dich axit lodng (pH = 4 — 6). Khi hoa
tan tao dung dich trong sudt, keo sdanh. D6 nhét cia dung dich chitosan lién
quan t61 kich thudc va trong luong trung binh ctia chudi pelyme. Su hoa tan
phu thude vao mic do deaxctyl hod cia cdc nhém amin. Khi do deaxetyl
hoa tang, tinh hoa tan c¢iing ting. Po hoi tan con phu thudc cd vao nhimg
théng s6 khéc nhu : ptl, nong do polyme, nhiét do va téc do khuay.

— Mifc d6 deaxcetyl hod : Mitc do deaxety] hod ta miic do chuyén hoa tir
chitin sang chitosan, tic 14 mirc do chuyén hoa nhém axetamit (=NHCOCH;)
sang nhém chiic amin (~NH,).

Khai lugng phan tir trung binh cha chitosan bien déi 10000—1000000 Da
tuy thude vao loai chitosan ¢6 nguén goc va phuong phip di¢u ché khic
nhau. Chitosan ¢6 kha nang tao phic vé6i cac ion kim loai.

) Tinh chat hod hoc

M@t s6 phan itng hod hoc chinh cla chitosan

— Phan ing Van—Wisslingh : Chitosan phan ing véi I,/KI cho mau nau,
khi ¢6 mat H,SOy4 chuyén thanh dé tim. Day 12 phan tng clia chitosan véi
tien két B—-1,4 glucozit duoc dimg dé dinh tinh chitosan.

— Phan tmg cat mach : La qud trinh cir dint lien ket f3—1,4 bang enzym
chitinnaza bang dung dich NaNO,/H* hoac bing tdc nhan oxy hod nhu
H,0,, cac peroxit. Giai doan ddu cilia qua trinh cdt mach 1 chitosan truong
nG va hod tan trong moi trudng axit lodng. Tiép theo mdi 12 qud trinh cit dint
lien ket B-1.4 glucozit. Do dé, dung dich chitosan cang d¢ lau do nhét va
khoi lugng phan tir cang giam.

= Su khir amin : Phan ting khir amin ¢6 thé xay ra boi mot s6 tic nhan
oxy hod nhu Ba(BrO),, AgNO;, Al;O5, HNO,...

— Phan ting sunphat hod : Phan ng xdy ra bdi tic nhan SO; trong
N,N—dimetyl-focmamit tao thanh sunphat este.

~ Phan ung nitrat hod : Phan img xdy ra trong hén hop
alhydritaxetic/axit axetic va HNO; dam dic tao nitrat este,

~ Phan éng v6i H,S0, a0 cdc (inh thé hinh cdu chitosan sunphat.
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o) Hoat tinh sinh hoc ctia clitosan

— Doc tinh : Dé dung trong y t& va thuc phim di c¢é nhiéu cong trinh
nghién ciiu vé doc tinh cha chitosan. Ti nam 1968, K. Arai va cong sy da thu
nghiém va ching minh véi liéu lugng LD = 16g/kg khoi luong co thé khong
gdy doc cho ngudi va dong val.

Chitosan 12 vat lieu ¢ tinh hoa hop sinh hoc cao, 1a chit mang 1y tuong
trong hé thong chuyén tai thudc, khong nhitng tmg dung an toan cho duong
uong, tiem tinh mach, tiém bép, dusi da ma con ca trong cay ghép mo.

— Tinh khdng khudn va khiang nam : Chitosan c¢6 kha nang khdng vdi cd
vi khudn Gram" va vi khuan Gram . Tc dung khdng khuan, khing n&m cua
chitosan duge thir nghiém véi chitosan ¢6 khdi luong phan tir trung binh
khic nhau, cho thay chitosan ¢6 khai lwong phan tur tir 100000 - 300000 Da
6 tdc dung khidng khuan va ndm cao nhit.

— Téc dung tang sinh t&€ bao, kich thich lam lién vét thuong : Chitosan cé
tac dung kich thich céc t¢ chic mo phét trién, kich thich su tang sinh € bao,
dong vai trd quan trong déi vai su phdt trién tdi 1ao va phuc hoi cdc 16 chiic
mo, 1am lanh vét thuong nhanh chong.

Ngoai ra, chitosan con ¢6 tac dung chong viem, ting cudng hé thong
mién dich co thé, han ché phat trién khéi u va ung thu, bio vé 1€ bao, giam
lipit miu, giam colesterol.

3.3.2.3. Quy trinh sdn xudat chitosan

Chitosan 12 mét din xuit polyme cacbohydrat da duce bién hinh tur
chitin ma chitin 12 mot thanh phin ¢6 nhicu trong vo cua loal gidp xéc nhu :
tom, cua, muc ong... Vo clia tom, cua... sau qud trinh ch€ bi¢n hai san tai cdc
nhi mdy thuc phiam dugce dem di xir 1y. Ddu tién, ngudi ta loai canxi bang
dung dich axit clohydric lodng, sau d6 loai protein bang dung dich NaOH
loing. Tiép dén la qud trinh lam midt mau trong dung dich kali
permamnganat ,5% vi axit oxalic lodng hodc diéu kién ¢6 dnh sing mat
trdi. San pham thu duge sau qud trinh nay ia chitin. Khi chitin dwoc dun
néng trong dung dich ki¢m (40-50%) tai nhiét do cao (90-120°C) dé loai bo
nhém axety! v thay vado d6é nhém amin tao nén chitosan cé thé hoa tan
dugc. Quy trinh san xudt chitosan duge thé hién ¢ so d6 sau :
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Vo 1om, cua, mai myc — Loai canxi bang dung dich axit HCI loing —
Loai protein bang dung dich NaOH lodng — Loai mau bang dung dich
KMnQ, 0,5% va axit oxalic hoac dnh sang mit trdi — Chitin — Dcaxetyl
hod chitin trong dung dich NaGOH (40-50%), nhiét do 90-120°C — Chitosan.

3.3.2.4. Mot s6 img dung cua chitosan

Chitosan fa nhing vat vat li¢u ¢ tinh linh dong cao va ¢6 thé thu nhan
dé dang tlr ph¢ thai cua nganh ché bign thuy san. Chinh vi vily ma céc ung
dung cia ching ngay cang duge md rong trong cic nganh va cdc linh vuc
khdc nhau.

a} Trong xie ly mise thdi

Ung dung sém nhal cta chitosan vi cdc dan xuat 13 xi ¥ nuéce thai,
Chitosan ¢6 kha nang tao phifc v6i kim loai nhu Cu, Pb, Hg, Cr trong nudc
thai. Nam 1973, Muzzarelli di so sanh vé tinh hiéu qua tao phuc véi ion kim
loai chuyén tiép ctia chitin va chitosan so véi cic polyme khac. Ong chi ra
rang, chitosan 12 mét téc nhan tao phic 14t tot va kha nang thu héi cic ion
kim loai cling cao nhét so véi cdc polyme khéc boi chiing cd chira khd nhiéu
nhom amin

Chitosan ciing 1a tdc nhan dong tu va keo tu rél t6t nho mat d¢ cac nhém
amin cao trong chudt polyme. Cic nhém ndy c6 thé tuong tic véi cac nhdém
tich di¢n 4m nhur : cdc chat mau, protein... Vi du : chitosan hoac soi
xenluloza c6 the hap thu duge 264mg/g chdt mau hoat dong va 42 1mg/g céc
chat mau axit ¢d trong nudc thai, 16n hon kha nang hép thu cua than dua
(<80mg/l).

b)Trong nong nghiép

Chitosan c6 thé phan huy sinh hoc va khong gay 6 nhiém moi trudng. Vi
thé né ¢6 nhiéu ting dung trong néng nghiép. Chitosan cé th¢ kich thich hat
nay mdm va su nd hoa, phong tri nim thuc vat (bap cai, 1d che, dau), bénh
dao on (cay lda), lam ting nang sudt 10-30%. Chitosan con ducgce dung dé
cai tao dat lam phan bén cho cay tréng.

) Trong céng nghiép tuee phdam

Chitosan duge diung dé bdo quan déng goi thifc an, tao mang chitosan
trén qua tuoi dé bao quin qua dio, 1&, kiwi, ca chua, xoai, nho... kéo dai thoi
gian bio quan nh¢ tinh khang khuin, khiang ndm,

Chitosan duoc diing dé thay (th¢ mot s6 phu gia thuc phdm nhu han the,
focmalin trong gid, cha, bin, mién, banh cudn. .. gidm tinh doc hai ma vin
dim bdo do gion, do dai.
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Ngay nay, nhicu lowi thuc pham ¢6 b6 sung chitosan nhu banh quy sita,
kem, cdc loal nude chim, Khoai tay chién. ..

Chitosan duge ding dé loc trong cdc loai nudc qua ép, bia, ruou vang,
nude giai khat va lam 6n dinh mau thic pham.

Veé doé an toan cua ‘chitosan da duge Cuc quan ly Duge v Thuc pham
My (Food and Drug Assosiation) chdp nhan chitosan duge ding lam chat
phu gia trong thuc pham va duge pham tir nam 1983, Chitosan ciing di dugc
10 chiic Y (& th¢ gioi WHO (World Health Organisation) cho phép sir dung
trong y t€ va thuc pham,

diTrong y hoe

Chuosan va dan xudt duge dung trong y hoc véi cidc muc dich khdc nhau :

— Dung lam hoat chét chinh ¢6 tdc dung chita bénh (tang sinh colagen
trong dicu tri bong, hé trg diéu tri ung thur bing hod tri, xa tri, chita dau da
day, chong dong tu mdu).

— Dung lam chiat mang gn thude ¢6 tac dung phan giai cham va kiém
sodt duge su gidi phong thuée trong co thé.

- Diing lam thue pham chic nang dé bdi bé stic khoe, giam colesterol
trong miu, chong béo phi, giam m& trong mdu.

— L.am t4 dugce trong bao ché thudc.

— Lam vit licu y sinh : da nhan tao, chi khau tu tiéu, mo, rang gia, kinh
ap trong, bang gac ciru thuong.

e) Trong cong nghicp hod my phim

Chitosan duoc bé sung vio cdc loai kem dudng da Iam tang do dinh
bim, gitt &m da, chong tia UV, lam mém téc, lam thudc dinh hinh téc.

) Ung dung trong cic linkh vige khdc

Chitosan con dugce tng dung trong cong nghiép gidy 1am tang chat luong
cua gidy, cong nghiép in tang tinh bén mau, cong nghiep ché bién gd, cong
nghé dién w, phim anh.

Trong cong ngh¢ sinh hoc, chitosan duge tng dung dé ¢6 dinh cnzym,
ciic 1€ bao vi sinh vat vit lam chdt mang trong sac ky chon loc.

3.3.3. Polysaccarit vi sinkh vt

3.3.3.1. Dextran

Dextran 1a mot polysaccarit phan nhinh, phic tap, ¢ ciu tao tir nhimg
phan ur glucoza lién két voi nhau tao thanh chudi ¢6 chidu dai khic nhau.
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Dextran ¢6 thé dugc thu nhan tr moi trudng 1én men dudng saccaroza cua
chung Leuconostoc mesenteroides B512F. Do cé kich thuéc phan tir vira
phai va nhi¢u thudc tinh quy bau nén dextran dugc sir dung trong nhiéu linh
vuc nhu y duoc, nong nghiép va cong nghiép thuc pham. Trong linh vuc y
hoc, dextran dugc tng dung chi yéu lam tang thé tich huyét turong, 1am chit
chong dong mdu (anti-platelet). Dextran 1a thanh phén chii yéu ciu tao nén
Sephadex dugc tng dung rong rdi trong ky thuat sic ky. Dac tinh vat ly va
hod hoc cta dextran phu thudc dac tinh timg ching vi sinh vat duoc sir dung
va cdc diéu kién moi trudng nuoi vi sinh vat, diéu kién phan tng ctia phuong
phdp san xudt dextran bang enzym.
a) Cdu tao dextran

Dextran la mot polysaccarit cua cic géc glucoza lién két véi nhau theo
lien két a-D-1,6 glucozit v6i mach nhanh thuong bit diu bang lién két
a-1,3 (mot s6 truong hop 1a lién két a—1,2 hoac a—1,4). Mach nhéanh thudng
chira 1 dén 2 géc glucoza (hinh 3.27). Miic do phan nhanh khoang 5%.

Hinh 3.27. M6t manh céau truc dextran
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Miuc d6 phan nhanh giam khi ¢é sy thuy phan axit ndo do, mac du su
anh hudng khong that su ré nét. Ty 1€ giam di dua trén co s9 tinh khong 6n
dinh cua cdc Lién két 1,3 khi gap moi truong axit se voi lién két 1,6.

Bang 3.4. Su phu thude gilta mirc dd phan nhanh va khéi lugng phan tur

Dextran Do phdan nhanh (%)
Dextran tu nhién 4.6
--------- Dextran 80 3.8
Dextran 10 3.0

by Tindy chart dexiran

1. Tinh chat 1y hoc

¥ Khoi luong va kicl tuide phdn ni

Khoi luong phan td dextran néi chung thuong vao khoang
1000 = 2000000 Da, Dextran thuong duoc viél kém theo v cic con s6 nhu
5, 10... Cic con s0 nay la khoi lugng phan (i tinh theo don vi KDa. Vi du
dextran 10 Id dextran 6 khoi luong phan tr la 10 KDa.

Relative response

I 1Hx IR P [T T Y [\l T P
Hinh 3.28. Budng cong phan bé khéi lugng phan tir
theo phugng phap sic ky clia dextran 10 KDa

‘Trong dung dich, cac phan doan dextran la cic polyme rdt linh dong,
trrong no va ton tai dudi dang cudén xoan. Duong Kinh phan tir cha mot vai
phan doan dextran dugc néu trong bang 3.5.
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Bang 3.5. Dudng kinh phan tir (Stocke's radius) cia dextran

M x107 Prwong kinh phan ti (nm)
| 2000 | | 27 -
o | 199
i 500 | 14,7 |
200 95
100 | 69 ]
| 70 5.8
0 i 445 ]
| 236 Rk

* Kha ndng hoa tan cia dextran

Dextran tan duge trong nude va cac dung mot dién phan, tao thanh dung
dich trong sudt va 6n dinh. Tuy nhién, voi nhiing phan doan nho 5 vi 10,
dung dich thu duoc thuong duc dac biét khi pha ¢ nong do cao. Hiéu tng
nay ¢6 thé gidm bdt bing céch dun soi dung dich ngay sau khi pha ché. Bo
pH khong anh huéng nhiéu dén kha nang hoa tan. Mic dé hoa 1an ¢6 thé 1én
dén trén 50% (w/v).

Dextran cling tan trong cac dung mai khic nhy mctyl sunphit, formamit,
etylen glycol va glyxerol. Dextran khéng tan trong rueou don chic nhu
metanol, etanol izopropanol va hiu hét cic xeton nhy axeton va 2-propanon,

* Tink dé loc

Dung dich dextran dé loc bing mang loc. Dung dich ciing dac cang can
mang loc [on hodc dp sudt cao dé tang 16¢ do loc. Téc do loc ciing duge tang
hon khi tang nhiét do ctia dung dich. Kich thudc cdc ming loc phu thude vie
thé tich va néng do dung dich dextran.

* DO nhor ciia dung dich dextran

Dung dich dexiran 6 tinh chat cia chat long Newton, khi o nong do
dam déc 16¢ do dong khong phu thuoc vio ap luc nén. Vi dextran 1a mot
polysaccarit trung tinh nén do nhét cia né khong bi anh hudng nhiéu béi tic
dong cua pH hoic néng dé cic mudi.
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Hinh 3.29. Su phu thudc clia d6 nhét clia dung dich dextran theo néng do & 25°C
* Ap sudt tham thdu keo ciia dung dich dextran

Ap sudt thdm thiu keo 12 tinh chat quan trong trong nhiéu tng dung ctia
dextran. O cling néng do, 4p sudt thdm thau phu thuoc nhiéu vao khoi luong
phan tr (hinh 3.30). Do dextran la polyme trung tinh c6 khéi luong phan tir
[6n nén n6 khé thim qua mang cic mo t€ bao, nho dé né duy tri dp sudt thim
thau 16t hon so v6i cdc mu6i khdc. Ap sudt tham thau ciia dung dich dextran 12
mot thong s6 rat quan trong dé tinh hiéu qua tang thé tich huyét tuong.

P mmH,0

2000+
1500
1000 A

500

2 3 4 5 6 71 8 9 10
Concentration, %
Hinh 3.30. D6 thi lién quan gilta ap suét thdm thau (mm nudc)
va nong do cla dextran 40, dextran 70 va albumin
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.ﬂlp sudt tham thiu cha dextran 70 cao hon so véi albumin cho thay ¢o su
turong tac cao gitta nude va dextran. Nude 1a dung mai 161 cho hoa tan dextran.

2. Tinh chit hod hoc

Kha nang tham gia phan img hoa hoc ¢t dextran lién quan cha yéu dén
cac nhom hydroxyl ¢ xung quanh. Mot phan nho cac nhém hydroxyl ciia
dextran (1,5%) ¢6 kha nang tham gia v6i céc nhom ngodi ¢6 dudi khong khir.

Nghién ¢du metyl hod cho thay dextran c¢6 do hoat dong k2 : k3 :
kd=%:1:35,

Khi nghién citu metyl hod mét phdn, véi metyl a va B-D glucopyranozit
vit dan xudt thay thé & vi trf 6-O- cho thay do hoat dong y&u ctia phia HO-3
khong ¢6 lien quan dén tinh chat polyme. Khi ion hod phia HO-2 vi HO-4,
do hoat dong cua HO-3 bj giam. Tuy vay, thay thé HO-2 hoac HO—4 [am
mél anh huong nay va lam 1ang hoat dong cia HO-3.

P hoat dong tuong Gng coa cdc nthém hydroxyl déi v6i oxyt etylen
cling gan giéng nhu véi qua trink metyl hod. G mitc do thay thé manh hon,
ciae nhom the trg nén phite tap va ¢é thé tham gia vao vi tri hydroxyl chinh.

Qua trinh axyl hod ¢é thé khac véi alkyl hod, ching c6 thé by didu khién
gud trinh thay the shg nhiét do. Viée axetyl hoa dextran bang axit axetic
hodc pyridin cho thay k2>k3=k4. H¢ s6 hoat dong nay giong nhu khi metyl
hod bang metyl b-D-glucopyranozit. Tuy vay, axyl hoi duoc thuc hién
trong moi trudng dung dich kiém.

Nghién ctru phan bé cha cdc nhom sunphat & trong sunphat dextran, sir
dung dextran N—4 v6i ciu tric tuong tu dextran cia ching B-512 cho thiy
HO-2 hoat dong cao hon véi cdc hé s6 hoat dong k2 1 k3 : kd = 1.6: 1,06 : 1,0,
Ty t¢ cic don vi thay the 2 1an glucoza rit cao ngay ca khi mic do thay the
thap. Cac nhém cacbonyl ¢6 thé thant gia vio dextran theo phan tng Fenton,
phan img voi metyl sunphoxit/axctic anhydrit hodc bing dung dich brom ¢
pll = 7. V6i nhiing chat vita néu, su oxy hod chit yéu xay ra & C=2 (21%) va
6 C—=4 (25 %). Khi metyt hod bang a-D-glucopyranozit thu duoc két qua
trong . Oxy hoa thuc hién khi ¢6 mit boral s¢ kém hon.

3. Tinh bén cua dextran

* Bot dextran

Dextran dudl dang bot kho duoe bio guan (6t trén 5 nam trong cdc
thung kin 0 nhi¢t do thuong, Bot dextran s& hdt 4m chim khi né bi d€ lan
ngoa khong khi hoac dung trong cde thung khong duoe day kin.
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* Dung dich dextran va kivd ndng ki triving

Dung dich dextran ¢o the khu tring bang hoi nude. Dung dich nay gilt
duge 6n dinh trong nhiéu nam khi dugce bao quan o nhict do on « ah. Bao
quan thich hop & pll = 6-7. Tuy viy, dung dich vin bén khi b » quan ¢
nhiét do moi trudng ¢ pil = 4-10. Cac k¥ thudt khir tring khac nhu dong tia
phong xa ¢6 thé dan dén su phan rd dextran.

Trong qua trinh khir tring bang hoi nude, pH giam nhe va dung dgich ¢6
mau hoi vang, tuy nhién tinh chat cua dextran va cua dung dich khong bi
thay doi. Su khir triing hoi nude ciing khong lam bicn d6i sy phan bg Lhéi
luwgng cua dextran.

4. Tinh twong thich sinh hoc

Dextran di duge sir dung trong y duge hoc duge hon 50 nam cho thay
ching rat an toan va dam bao. Hau hét cdc thir nghiém an toin duge 1ién hanh
voi hai loai dextran 40 va dextran 70. Liu gay chét theo dudng tiém cua
dextran 70 13 55 g/kg thé trong & chuot, 18 g/kg & thd va 10 g/kg & cho.

Dextran co thé ding theo dudng uéng, nd nhanh chong 1am ting dudng
miu vl mie do glycogen & gan. Dextran duge dung trong nhin khoa, phu
khoa, co thé diing & dang kem hoac dang mé.

5. Kha nang phan giai sinh hoc

Cic enzym dextranaza tit ndm nhu Penicillium va Verticillinm cé kha
nang phan giai dextran. San pham sau khi phan giai 1a cdc duong khéi lugng
phan tir thip nbhu glucoza, izomantoza,

Nhiéu vi khuan ciing c6 kha nang tdng hgp cdc enzym ngoai bio
dextranaza ¢6 thé phin cit dextran thanh cdc phan tlr duomg nhod hon. Vidu :
vi khuin Lactobacilius, Cetlvibrio, Cvtophaga va cic vi khuan dat Bacillus spp.
Do vay, dextran ¢6 kha ning phan huy sinh hoc v cdc san phidm phan huy
tr ching dé dang duoc hdp phu vao trong moi trudng tu nhién.

o) Sen xudt va chié kic dextran

Dextran duge san xudt & nhiéo noi trén theé gidi, ca ¢ nhimg nudc phat
trién va dang phat trién. San luong hing nam uéc tinh vao khoang 500 trieu
tin. Dextran ding trong y duge va trong cong nghiép chu yéu duge san xuit
bang phuong phap 1én men. O cde nudc phuong Tay, chu yéu su dung vi
khudn Leunconostoc mesenteroides NRRL B-512(F) hoac chiing B-512. O
cdc nude con lai, nhiéu ching khic nhau dugce s dung. Cic nhad san xudt
chinh hau hét nuoi cdy vi khun Lenconostoc trén méi trudng ¢6 chita dudng
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saccaroza. Dich nuoi cay ¢6 tinh keo nhét & duge két tha trong ctanol hodc
metanol, sau d6 dextran tu nhién duge thuy phan trong dung dich axit lodng
va cdc dextran cé khéi luong phan tr mong muén duoc thu & nhimg phan
doan khic nhau.

Chung Lenconostoc mesenteroides NRRL B--512, thuoc ho Lactobacillaceac,
giong Leuconostoc va lodi mesenteroides. Vi khudn ny ¢6 dang hinh cau
hoac hinh tring, ky khf khong bat buoc, gram”, ngodi dextran va axit lactic
né ¢on tao ra cdc san pham khdc nhir ctanol, mannitol, axit axetic. ..

Dextran dugc san xuat bing cong nghé hién nay thudng ¢6 khoi lugng
phén ti tuong doi cao, dai phan bs khdi lugng ciing khd rong. Dé thu duge
cdc dextran mong mudn ¢ do phan bo khéi lugng trong dai hep doi hoi phai
bd sung vde qud trinh sdn xuit mot s6 cong doan, vi du : thuy phan bing
enzym, tich chi€t bang phueng phdp sic ky. Do vay, gia thanh cla cic ché
pham polyme dextran loai ndy cling s¢ phai tinh dén cdc cong doan nay.

* Co ché'tong hop dextran bing enzym

Enzym xic tdc chuyén hod saccaroza thinh dextran la cnzym
dextransucraza, n6 xtc tac sy 16ng hop dextran thong qua phan Ing : sucroza
—> dextran+{ructoza. Su thuy phan saccaroza cung cip nang lrgng can thidt
cho viéc tao thanh céc don vi D-glucopyranozyl. Phan tng c6 thé dién ra
trong 6ng nghi¢m ma khong cén nang lugng hoac cdc chat hé trg, chi cin cé
mat enzym va dudng saccuroza,

Co ché tong hgp dextran béi enzym dextransucraza cé thé duge gia thidt
boi viéc ban ddu enzym thuy phin dudng saccaroza va bam vio nira
glucozyl, sau dd né 16ng hop dextran bang cich thém dén céc gée dudng,

G-’l‘ F CF
xg'— Xg— G=-G
—_— ——— Products
X X=-G X=-G
t ﬂ

Hinh 3.31. Co ché t8ng hop dextran béing enzym dextransucraza

G-F la mét phan t& glucoza gén v6i cac phan {0 fructoza.
G-G la phan dudi glucoza lién két o 1.6.
Vi tri gan X cla enzym c6 thé thay déi.
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Co ¢hé nay duge bat chude ¢ mise do phin ur. Ditson vi Mayer sir dung
enzym tinh ch¢ dextransucraza tr Strepiococcus sanguis ATCC—10558,
ciing xdc nhan rang glacoza duge két ndi vio ddu khi coa chudi dng hop.
Bang cdc thi nghi¢m, ho da gidm hon 80% hoat tinh enzym va ding xung dé
tic dong dén qua trinh n6i dai mach. Cde thi nghiém nay da xdc nhan lai gia
thuy¢t néu boi Ebert vi Patat riing, co ¢hé noi dai 14 chen thém cde don phan.

*Lén men sdn aoat dextran

— Anh huéng ctia pH : Hout tink t6ng hop dextran cao nhit & pH = 5,2,
Day la pll thap hon pH t6i wu d¢ nuéi cdy ching san xudt enzym. Enzym
ciing duy tri do ben 161 nhat & dai pH = 5-6,5. D6 bén ctia cnzym con tuy
thudc su co mat cua cdc ¢o chat khdc. Trong qua trinh léen men, pH gidm tir
7.2 xudng con 5 sau 20 gidr tao ra cde axil e do. 1am méi trugng thich hop
cho tong hop dextran,

— Nong do saccaroza : O nong do dudi 2% saccaroza, rit {t dextran duge
tao thanh. Néng dé cao bon lam tang lugng dextran va anh hudng dén su
phan bo khoi luong vi ciu tric cta dextran. Tang néng do succroza trong
khodng 0.5-5% lam tang heong dextran tao thanh. O néng do cao hon
(10-50%), luong dextran cao phan tr giam ding ké, luong dextran khoi
luong phan (i thap lai tang 1én.

O néng do cao hon 20-25% thi nong do saccaroza tang 1én s& khong
lam ting luong dextran.

— Nhié¢t do : Nhiet do 1én mien ¢6 thé anh huéng dén luong dextran cao
phan t, luong tao thanb, cdu tric dextran, Lugng dextran cao phan tr giam
di khi nhiét do ha thap tir 25"C dén 4°C déng thoi lam tang luong dextran
thap phan ti. Tuy nhién, 10ng sin lugng thi khong thay doi.

Bang 3.6. Anh hudng cla nhiét dé d6i voi khai luong phan tit cla dextran

Nhiét do {)errr'an ’Dexlmr; Dextran
T tong so (%) thap phdn tu (%) cao phan tir (%) !
s 474 43.4 40
1 472 459 13
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— Canxi : Khi bo sung 0.001-0,1% canxxi clorit thi luong enzym tao
thanh khi 1én men s¢€ tang gdp doi. Hoat tinh cda enzym ¢ nong do canxi
clont 0.005 - 0,05% clng tang gap doi. Tuy nhién, kha nang hoa tan cua
canxi hydrogenphotphat trong nude chi vao khoang 31 mg/100 ml, Thuc té,
ngudi ta phai loc bo can canxi sau khi bo sung photphat.

— Thoi gian : Khic vdi mét s6 chung Lenconostoc khic, chung B-512
khi kéo dai thai gian nuoi cay € Fun giam khéi lugng phan tr cia dextran.
Khi duy tri 1én men hon 273 pid, khoi fuong phan tr trung binh con 8.6 tricu
Da so voi khoi tugng phin nr trung binh 1a 39 tricu Da sau 23 gid [én men.
Tong luong dextran 1ao thanh thi khong thay do.

pH
7 20—‘! ® - —#—— DEXTRAN 11
JL'\\ .

& 15—_\\ _ g
E K [ 3 E
T h

57 1293 \5' A -7 8
g __-'\_\ a

a4 B~ _ & pH | 5 &
o w
E ..

3 4 \.“H-‘ -3

a4 0 / . ""‘?—‘- SUCRQOZA

Days
Hinh 3.32. Déng hoc qua trinh l1én men dextran clia teuconostoc mesentenroides
*Ché v dextran

D¢ thu duoe cde dextran mong muén, dich canh truémg 16n men trén 1iép
tuc phai trai qua thém 2 cong doan sau

— Thuy phin timg phin cdc dextran ty nhién dé tao ra cdc dextran c6
khai lugng phan t khac nhau.

— Tach phin douan dextran bing etanol hoac metanol.

Sau khi thuy phan, cic phan doan duge két tha rong etanol 39--46% ; qud
trinh k&t wa phan doan dodi héi nhiét do chinh xdc. O diéu kien phan doan la
20°C, luong dexiran ket tha 1a 20% va cé khoi lirong phan tir 1a 32400 Da,

twong tmg ¢ 30°C 1a 33% va 47600 Da. Nhiét do dudi 20°C tao ra cic
dextran ¢6 tinh tmg dung thap.
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d) Ung ding

1. Dextran

Cic loai dextran ¢ mdc dé v (& (chinical grade dextran) thudng duwge su
dung cho duge pham hoidc cac chat dan thudc.

Dextran 70 ¢hi yéu ding ¢ dang dung dich 6% cling véi mudi sinh 1y d¢
lam c¢hdt 1ang the tich huyét wwong, duoe chi dinh trong cdc truong hop
chodng, xuit huyét, bong. phau thuit, nhan khoa. Dextran 70 lam giam nguy
co huy¢t khoi.

Dextran 40 1a dung dich dextran ¢é khoi lugng phan & thap. Dung dich
¢0 tdc dung lam 1ang nhanh thé tich tuan hoian, Tac dung duy tri thé tich kéo
diai trong 3—4 gi. Dung dich ¢é tic dung cai thién vi tudn hoan, dé phong
huyét khoi ma khong anh hudng [én loai nhém mdu. Nho khid nang gin véi
nudc manh ma dextran khoi lugng phan i thap cdi thién cice tinh chat Tuu
bién cua miu va vi thé ¢d tac dung dac hiéu 1én vi tuan hoan : tang cap dich
vao mo, tang cung ¢ap oxy cho mo dan dén lam loing mdu, giam do qudnh
cha miu, 1ang cung luong tim va giam siic ¢an ngoai bicn.,

Trong Iinh vue cong nghé sinh hoc, dextran duoe sit dung trong sac ky
ray phan wr ma mang ludi duge thiét 1ap nho cdc 16p gel dextran lien két
chéo véi nhau.

Trong cong nghiép nhi€p dinh, dextran T (Technical grade Dextran
(I'-Dextran)) ¢é do tinh sach cao dudc st dung dé cai thién chit luong nhi
buc cua anh.

2. Dextran sunphat

*Can triic

Dextran sunphat ton tai dang mudi natri, ¢é kha ning tan 16t trong nudge
va on dinh trong dung dich v&i nudc. Dextran sunphat chita khoing 17%
sunphua tuong duong véi khoang 2,3 nhém sunphat trong moi phan 1
glucoza. Ban than dextran 1a mot polyme nhém anhydrogiucoza. N6 ciu tao
gom khoing 95% lién két a~1,4 glucorit. Con lai 13 5% lién két 1,6 — glucozit
giip dextran ¢o ¢iu truac mach nhianh,

# Sdn vt

Cde dextrans duge san xudl tir ching vi sinh vat Lewconostoc mesenteroides
B512. Cic phin tr dextran khoi fugng phan (i khic nhau duoge san xudt theo
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phuong phéap thuy phan ¢é gigi han vi phueng phdp phan doan ngan. Qud trinh
este hod van axit sunphuric duge thye hién trong cde diéu kien nhe nhing.

*Tinh on dinh

Néu duge bao quan ding trong diéu ki¢n phd hop, nhiét do phong thi
dextran sunphat dang bot duy tri tfinh chat ban dau trong it nhat 2-3 nam.

* Vindi tun

Cic thu nghi¢m cta dextran sunphat 1an trong nude & mdc hoa tan
t00mg/ml. k¢t qua thu duge cde dung dich trong sudt. Cdc dung dich dém
dextran sunphat biio hod ¢d thé chiu duge diéu kién khu trung bang hoi nuoe
& 110-115°C trong 30-45 phuit.

Dextran ¢6 thé bi thuy phan bai dung dich axit manh ¢ nhi¢t do cao.
Dextran sunphat ¢6 di lue vai ion canxi manh hon ion natri. Mudi canxi cta
dextran sunphat khong tan trong nuoc. Dang dextran sunpitat axit 1w do
thudmg ¢o tinh axit cye manh va w dong thuy phan nhanh chong trong dung
dich v thuong 10n 1ai & dang bot.

* Ung dung cria dextran stupliat

— Tdch va tinh sach cde lipoprotein : Dextran sunphat thudng duge diing
¢ho ket wa ¢ chon toc cdc lipoprotein. Khi ¢6 mat dextran sunphat (khéi
luong phin o 15000) & nong do 0,05% va MnCl, néng d6 0.05M, mot s6
lipoprotein s€ k¢t 1wa. Néu ting néng do cudi ciing cia dextran sunphat lén
dén 0,65% va MnCly len dén 0,2M s& din dén su k&t tua 1iép tuc cde
lipoprotein khde. Dextran sunphat (khéi legng phan tir S00000) da duge st
dung trong cdc phuong phip dé xac dinh colesterol,

— Thuy phan : Néng do dextran sunphat vio khodng 10% c6 tinh chat
kich thich sir thuy phan cdéc miu do 1rén mang 6§ dinh ADN, Nguai ta
thudmg dung céc dextran sunphat v6i kh6i lugng phan tir SO0000 ctia Sigma
(Sigma Prod. No. D8906) cho cdc ting dung nay.

Cac g dung lién quan d€n axit nucleic khdc : Dextran sunphat ¢o tinh
chit Tam giai phong ADN ra khoi cdc phitc hop ADN-histon. Dextran
sunphat cting ¢6 tinh kim ham sy gin ARN viio riboxom. Dexiran sunphal
cling dugc coi la ¢6 thé ung dung tam chit kim ham cde cnzym nucleaza
inhibitor duoce sir dung dé tach cic riboxom.
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— Cac tng dung khic cua dextran sunphat @ Dextran sunphat duge diing
nhi¢u ciing vdi polyetylen glyveol dé tach pha ciac vi sinh vat (vi khuan, virut)
va cie phan tie protein, axit nucleic. Cde anh huong dén su sinh san cioa 1€
bao cho thiy no o thinh ¢ic dang phic hop khong tan véi fibrinogen.
Dextran sunphat cing duge nghién citu cho thay ¢ tinh két dinh virut vi

Kim hium sy bam cue virut vio cac 1€ bao dich.

3.3.3.2. Xanthan gum (gom xanthan)

Trong cic polysaccarit ngoat bao duoc san xuat 6 quy mod cong nghigp
nhu alginat W Azotobacter vinelandii, xenluloza o Acetobacrer sylinm,
curdlan tir Aleanigenes fueca var, dextran W Lenconostoe mesemroides. axit
hyaluronic tir Streprococcuz covepidentcus. fevan (e Aerobacter levamicum,
pululan W Pullularia prflufans, scleroglucan (i Sclerteim ghucanicum,
xanthan gum W Xenthomonas campestriy thi xanthan gum 14 san pham cong

nghiép chu y&u va hién dang duge st dung rong rii nhit.
) Caie traee vanthan gum

Ciu trae bae 1 coa xanthan gum duge 1ao thanh tr mot chudi gém cic
goc glucoza lien k€1 véi nhau bdi cde Hén ket B (1-4) (hodn toan giong nhu
trong phan s xenluloza) va gobm nhi¢u chudi bén. Phan tir xanthan gum
duge cau tao 1r cide don vi cdu trde Tap lai, méi don vi ciu tric lap lai cua
phan tr xanthan gum gom S goc duomg — pentam, trong do ¢6 2 gdc
glucoza trong chuoi chinh vi 3 gée dudng khic trong chudi bén. Trong moi
chudi ben, gde mannoza tha nhat lién k&t vai goc elucoza tha hai trong don
vi lap lai cua chuoi chinh béi lien két a (1-3). Tiép theo, géc axit
glucuronic hién k€t véi goc axit glucuromic bai lien két B (1-2), goc
muannoza tha hai trong chudi bén dién két vdi gdc axit glucuronic bai lién
ket B (1-4). Cac goe mannoza thit nhat trong chudi bén duge the ¢ vi tri Cg
bot nhom axetyl, hé $6 th€ cua nhom axetyl chiém khodng 98% s6 goc
mannoza. Khoang 1/2 hoac 2/3 géc mannoza & cudi chudi bén lien két voi
cic nhom pyruvat dang enol, $6 lugng ahém pyruvat trong chudi bén dao
dong phu thude vae dicéu ki¢n [én men. trung binh chiém khoing 67% s6
£0OC mannoza cudi.
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Hinh 3.33. Cau tao cla xanthan gum

Nhimg dot bién gdy ra nhimg thay déi ¢ chudi bén cua phan 1 xanthan
gum, chudi bén cd the bi ngan lai, mal géc mannoza hoac mat luén ca goe
glucuronic, 1ao thanh chudi polytrime véi 86 goc mannoza con lai duge axetyl
hoa véi mue do khice nhau (dang xanthan gum gid). Thé dot bién ¢é the thicu
nhom axctyl hodc nhom pyruvat hodac ca hai nhém nay. Nhimg bién tinh hoi
hoc 130 ra nhiéu san pham 1 xanthan guim, trong dé quan trong nhdl vé mat 1y
thuy¢t ¢o ciac xanthan gum khong chifa cde nhom axetyl va pyruvat.

Cac gia tri khoi luong phan ur trung binh (Mw) cta xanthan gum dao
dong trong khoang 6.3.10° — 8.8.1{)6g/mo] phu thudc vao nong do oxy hoa
tan trong moi trudng 1én men.

b} Tindt char ciea xanthan gum

* D6 nhior

Xanthan gum thudng c6 do nhdt cao hon so véi cic polyme khic nhu
CMC, guar gum, tinh bot, alginat... khi ching & cliing mot néng dé (hinh 3.29).
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Nong do (%)
Hinh 3.34. Suf lién quan gilra d6 nhét va ndng do

(Trong dung dich nudc may tiéu chun & 25°C, tc d6 khudy 60v/ph,
nhét ké Brookfied LVT)
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Do nhét khac thuong va tinh nhét déo dong cua dung dich xanthan gum
trong nudc khi nhiét do gia tang c6 thé 1a do su t6n tai cta cdc lién két hydro
noi phan tir va gitta cdc phan tir. Xanthan gum git duge do nhét hau nhu 6n
dinh trong khoang nhiét do kha rong (10-70°C) (hinh 3.35)
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Hinh 3.35. Su bién déng d6 nhét theo nhiét do
(Néng dé cac dung dich thir 0,5%, téc do khudy 60v/ph, nhot ké Brookfied LVT)

* Tinh luu bién ciia xanthan gum

Dung dich xanthan gum trong nudc cé tinh gia déo cao, do nhét cua
dung dich giam dan khi t6c do truot tang. Khi tro lai trang thai tinh, gia tri
do nhét ban dau duge khoi phuc ngay 1ap tic. Tinh chat nay ton tai do su tao
thanh nhimg két tap phan tr phic tap nho cdc lién két hydro va do cic dai
phén tr sap xép thanh céc soi r6i trong dung dich. Mang luéi c6 trat tu cao
nay cua xanthan gum trong dung dich nuée lam cho dung dich ¢6 tinh ban
ran va do do, dung dich xanthan gum c6 do nhét cao & cic toc do truot thap,
dung dich ¢6 tinh 6n dinh huyén phu cao. Tinh loang trugt (tinh son — gel
thuan nghich, tinh xuc tién — thixotropy) ctia dung dich xanthan gum trong
nudc 1a két qua cta qua trinh tan ra hé théng mang ludi polyme va su sap
x€p lai cac phan tr polyme theo hudng tic dung cua luc truot. Cau hinh trat
tu coa xanthan gum duge duy tri nho cdc lién két hydro, dong thoi trong
phan tir xanthan gum con ¢6 luc diy gifta cdc nhom tich dién (-) ¢ nhimg
chubi beén g6i lén nhau. O néng do cic chat dién ly thap, do trat ty trong
phan tir xanthan gum duoc ting cudng vi cdc chat dién ly lam giam luc ddy
tinh di¢n gilta cdc nhém anion & chudi bén. Cdu tric xodn ¢ 6n dinh cia
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xanthan gum trong dung dich duge duy tri ngay ¢ khi nhiet do gia lang fam
cho do nhét coa dung dich giam khong nhidu ¢ cdc nhiét do thdp hon nhiét
do nong chay. Cau tnic xoan 6c chac chan coa xanthan gum lam cho dé nhét
cua dung dich ¢o tinh 6n dinh tuong déi cao & cac gia tri khdc nhau cia
cuong luc ion va pi. Cich sap xép cua cac chudi bén trong phan nr xanthan
gum song song mot chicu véi chudi chinh v g6i 1én nhau 13 nguyén nhan
cua tinh bén thuy phan axit, kiém va enzym. Chinh vi ¢é cdc ciu trdc chic
chan cha hé s¢i polyme nén xanthan gum ¢6 tinh chat gid gel ngay ca o
nhitng nong d¢ 500 — 5000 ppb.

o) Sinde 1ong hop xanthan pum

® Chuing i kliedn

Mot 6 loal Xuntliomonas riéng té duge bigt tir trude nam 1990 ¢é kha
nang tao ra nhimg khuan lac nhdt. Cho dén thai gian trude nam 1967 da ¢6
hon 100 loai Xanthomonas duge théng bdo. Ching 1a nhimg vi khudn gram”
hinh que ¢6 kich thuoe 0,7-3um x 0,4-0,5um, doi khi hot cong hoic phinh
ra thanh dang chuy, tao chudi trong moi trudng dudng tao nang khong bio
tr, €6 thé ¢6 mot doi mao. Khuin lac ¢6 mau vang nhat. Vi khuin gay bénh
den ré & cde thue vat ho hoa chit thap, phat trién trong cic duong ong din
cua than ré Ji. Ching thuoe nhom vi khuan oxy hod va ¢6 kha niang oxy hod
duong manh hon Psendononas.

*Dién kien lén men

Trong tong hop xanthan gum, d6i véi mdi chilng, cic y&u 6 ¢6 thé didu
chinh duge 14 hicu suit lén men, khéi luong phan tr trung binh, ham Jugng
cdc goe pyruvat v hivn luong cdc gde axetat, Do dao dong trong tinh chat
cua xanthan gum con bicu hi¢n & chi 56 da phan tin ctia khéi luong phan ti.
Muc do dao dong cua cdc yéu t6 trén phu thuoe vio cdc dicu kién nhu trang
thdi sinh 1y cua t¢ bao, thanh phin moi trudng ién men, pH, nhiét do, oxy
hoa tan, d¢ dong nhat cha dich 1én men, t6c do pha lodng trong 1én men lién
tuc va thot gian 1én men.

— Anh huéng cta pHl : Nhin chung xanthan gum c¢é thé dugc tong hop
trong khoang pH = 6~7.5 vi nhi¢t do 28-31°C vdi ché do kiém sodt oxy hoi
tan khi nghiém ngat & cic ndng do cao. Trong nhimg nghién ciu ddu tién dé
tong hop xanthay gum, pI hoan toan khéng duge dicu chinh trong qu4 trinh
ten men nén higu sudt 1en men thap, Néu khong dicu chinh pH, chi ¢é thé sir
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dung moéi trudng 1én men chia 2% glucoza, trong khi diéu chinh pH cé thé
sir dung moi trudng 5% glucoza. SU dung ky thuat khéng ché pH c6 thé
giam dugc néng do cac chit dém nhu K,HPO, xuéng 16i thidu, bao dam
khong danh hudng dén chit luong cua san pham. Hau hét cac qud trinh lén
men t6ng hgp xanthan gum gan day dugc thuc hién véi k¥ thuat diéu khién
pH tu dong & gia tri 7,0 trong suét qué trinh lén men. Khoang pH = 6-7,5 1
khoang t6i un cho t¢ bao vi khudn phét trién, con déi véi tdng hop xanthan
gum va chi sd d¢ quanh cha dich 1én men thi khoang pH = 7-8 14 t6i uwu.

— Anh hudng cla nhiét do : Nhi¢t do tong hop xanthan gum thudng
duge duy tri & 30°C. Ham lugng pyruvat clia xanthan gum 18ng hop & cic
nhiét dé khdc nhau dao dong trong khoang 1,9-4,5%, véi gia tri cuc dai &
khoang nhiét do 27-30°C. Nhiét do 161 wu cho sinh trudng cha t€ bio &
khodng 24-27°C, con nhi¢t do 16i wu cho qué trinh tao thanh xanthan gum
khoang 30-33°C.

— Anh huémg cta oxy va khudy co hoc : Khi do nhét tang cao trong qua
trinh 1én men 1am gidam hé s6 trao doi chat d6i véi oxy va mot phan nao dé
dan dén gidi han oxy cua t6c do tong hop xanthan gum. Tinh toan chinh xdc
kha ning trao doi oxy cia thiét bi lén men ril quan trong d6i véi san xudt
xanthan gum vi né quyét dinh 8¢ 6 t6ng hop 16i da cua polysaccarit nay,
dac biét 1a d6i voi khéi lugng phan td, mét trong cdc yéu 16 quan trong quyét
dinh hiéu suat d¢ nhét. Dé ddm bao hiéu suit, san lugng va chat lugng san
pham xanthan gum, cdc quy trinh san sudt thudng duoc thuc hién & cic toc
do khudy cao va téc dé khudy duge tang ddn theo do nhét, bao dam cho
nong do oxy hoa tan trong dich 1én men duge duy tri & gia tri tuong d6i 6n
dinh. Trong thi€t bi 1én men dung tich 8 it ¢6 ty 1¢ dudng kinh cdnh khuay/
dudng kinh trong cha thiing lén men bing 0,63, dé duy tri tdc do oxy hod
sunphit 16n hon 1,5mMO,/lit/phit, téc do khudy trong qud trinh 1én men
phai tang tr 500v/ph lén 900v/ph, trong khi do nhét cha dich 1én men & giai
doan két thuc dar t6i 15000cp (khi do véi tdc do 30v/ph bing nhét k¢
Brookfied LLVT). Trong khi, néng d¢ oxy hoa tan ¢ khoang 20-90% bao hoa
khong khi khong anh hudng 1én t6c do tdng hop cia xanthan gum. Qua trinh
sinh trudng cha t€ bao vi khudn bi han ch€ boi cdc téc do khudy dud:
200v/ph. Khi dai t6c do 200-800v/ph dugc khao sat véi thiét bi 1én men 15
lit v&i ty 1¢ canh khudy 0,63, hi¢n tugng gidi han oxy ciia t6c do tdng hop
xanthan gum 16n tai ngay ci véi cdc 16¢ do 200-600v/ph. Céc gidi han nay
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xpdt hién vao thoi diém khidc nhau trong qua trinh 1én men. phu thuoc viao
do nhat va toc do khuay. Gid ti etia khoi lugng phan ur trung binh va hi¢u
sudi tong hop 1ang theo e do khudy. O iée do khudy 200v/ph chi thu dirr
6.3¢/l. khot Juong phan 0 trung binh weng dng 12 6.9.10 “g/mol va
018 rmol O e do Khudy 40v/ph, kin bo sung thém oxy dé khac phuc
2101 han oxy. g1d tri cua khoi luong phan t trung binh va hicu sua 1ong hop
CuQ Xaninn gum ¢on ting cao hon nita. 8,8, l[)nbg/moi v 18 9e/l tuong tng.

)V B dune cda vanthan gum

Vi fua bidn dae B thich T nén xanthan gum duoc st dung 1ong
vt nhu tde phan o huyén pin on dinb vi gav dac trong cong nghiép thue
pham, trong eh€ bichy roayen deu M bdnk keo, cc do uong tir hoa qud, cdc
g1a vi, nude sot, cde loai kem. Trong dwoc pham va m§ pham. xanthan gum
duec su duwiig ahu tde nhan on dinh huyén phi cho cic chdt khong tan, chat
tao nht tuong cho pha daw, chat gay két dinh.,

Xanthan gom duge < dnng 3¢ nghien citu san xuat che pham didu hicn
micn dich (lmmunestimulant). 3an than xanthan gum khong true tiép tiéu
Jict ede 1€ hao ung thu nfumg 06 o6 tang cudmg tinh mién Jich ¢ dong vit
Finh mién dich duoe boat hod bai xanthan gum rét ¢6 hicu qua trong chita
cac benlo de virue v vi khuan gdy ra. Xanthan gum ¢on duge sty dung trong
nhice linh vue sin xu&t khic nhau nhu sén xuat cic chat tay rua, san xudt
thuoe dice nan:. didt ¢d, tiong in vai, sdn xudt giav. chira chay rang, lam cha
tra ta keo tu, .

Pic biet ironz nghidn cau khoa hoe, san pham noi ngang cua xanthan
gum i cac hop chal khoug tan trong nude da duoe st dung nhu nhiing gid
iang o cf dinh easyne va o cw chdl €6 hoat tinh sinh hoo Khae
cocnym, chat e ches cde co ehidt v cde axit amin. Mot s& thé lién két clia
vanthan guan (Coniupates duoe sir dung v6i chiic nang cua cic phoi ur
thigandsy trong sac ke & fue. Cic jon kim loai nhu kém, dong, coban khj
gan vio mot thé lien két trén duoce sit dung dé tach cic protcin khic nhau
bang sic ky chelat kim foai Xaathan gum chita cde nhém cacboxyl nén cic
dan xudt khong tan trong nude cha né con ¢ thé duge s dung trong sac kv
trao dot 1on. Khi troi mét dung dich chifa xanthan gum hoac dan xudl cua
0o vi enzyim vdi mot dung dich chia cic ion kim loai hod tri I ¢ tao ra
cdc moi khong tan cha xanthan gum hoac dan xudt chia né thi cic enzym
194
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dugc ¢6 dinh s& khong tan trong nuéc hoic cidc dung moi hitu co ¢6 thé duge
str dung lai nhiéu lan trong khi vin giir dugc hoat tinh cua enzym. Vi cdc
chét mang dang nay bén nhiét nén c6 thé sir dung cac enzym c6 dinh cho céc
phan tng ¢ nhiét do cao.

Xanthan gum dugc dé xuat cho st dung dé pha ché cédc chit chong an
mon rat ¢6 hiéu qua. Pac biét 12 xanthan gum c6 thé dugc sur dung dé san
xudt cac chat hoat dong bé mat xir Iy can dau mo.

So sanh tinh cau tric, tinh luwu bién, tinh chiu nhiét, axit va bén truot, do
nhay cam déi v6i mudi cua ciac polyme thuong duge sir dung trong khoan,
stra chita va hoan thién giéng dau (CMC, GUAR, tinh bot, polyacrylamit,
polyamylat, cdc dan xuat ctia malic anhydrit...), cho thdy tinh wu viét ndi bat
cua xanthan gum. Dung dich xanthan gum trong nudc 1a mot hé ciu tric
mang ludi do cac phan tir dan chéo lén nhau, ¢6 tinh tao huyén phu rat cao,
do d6 né dugc st dung dé pha ché cac dung dich nhe va cdc dung dich c6
ham luong céac chat keo thip, vi du nhu Bentonit. Cic dung dich loai nay
thuong duoc thiét ké cho stra chita va hoan thién gi€ng khoan. Cac h¢ dung
dich khoan xanthan gum luén c¢6 tinh nhét déo, vi thé bao dam cho hiéu qua
thuy luc cta cac dung dich, lam giam miic mat 4p sudt trong 6ng khoan, bao
dam cung cap ap sudt thuy luc t6i da cho miii khoan.

3.4. Cong nghé mot sé chat ngot thay thé

3.4.1. Xylitol

— Xylitol 12 mot ruou 5 cacbon, duge sir dung nhu mot ngudn chat ngot
thay thé cho duong.

— Xylitol 1a hydropentacacbon c¢6 dang tinh thé pha 1¢, bot mau trang.
N6 da duoc phéan loai nhu mot loai dudng.

Hinh 3.36. Tinh thé xylitol
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— Xylitol c6 thé duge tim thdy nhiéu trong tu nhién nhu - qua dau tay,
gua man, ngo, yén mach, ndm. N6 c6 thé duge chiét xuat tir cay bu 16, qua
mam xoi, b mia, 16i ngo, ngli coc. Xylitol ¢ vi ngot cia dudng nhung chita
calo it hon so v6i dudng (mot thia ci phé xylitol chita 9,6 calo, con mot thia
duong chita 15 calo) va khong ¢o vi chadt sau khi an.

-~ Trong co thé ngudi, xylitol duge san sinh ra qua qud trinh trao déi
chét binh thuong (khoang 15g/ngay tir cic loai thyc phim khdc nhau). Né
duge hinh thanh ir duong 5 cacbon xyloza ("Xy/" trong tigng Hy Lap co
nghia 14 g6).

3.4.1.1. Lich su xylitol

- Xyhtol dugc phat hién boi nha hod hoc ngudi Piic Emil-Fischer vao
nam 1891. Xylitol sau dé da khong duge chd ¥ dén nhiéu cho 16i khi su
thi€u dudong nghiém trong xay ra tai Phdn Lan trong dai chién The gigi thi
hai. Khi lugng duéng sdn xuat ra trong nudc khong di dé cung cdp thi cic
nha nghién ctu ngudi Phdn Lan phai di tim nguén chét ngot khéc dé thay thé
duong. Chinh vi vay ma xylitol thu dugc diu tién nr cay bu 16 (Birch trees)
tai Phan Lan vao the ky XIX va ciing 1a ddu tién duge san xuit rong rdi &
chau Au nhu mot chat ngot an toan cho bénh déi thdo dudmg khi khong ¢6 su
tdc dong can bang cua insulin. Cu6i thé ky XX, xylitol dang hat bat dau
dugc san xudt sinh khéi & My (United states) dudi nhin hiéu “chat ngot chu
yéu" tir cay cii cdi duong (beet plants) ¢ California. Ngay nay, nguén nguyén
liéu cha yéu 1a ngi ¢S duge cung cap tir Trung Quéc.

— Nhimg ndm 1960, xylitol da dugc dung & Piic, Thuy Sy, Lién X6 (ci),
Nhat Ban nhu 1a mot chat dudng va thich danh cho ngusi an kiéng do bi
bénh ddi thdo dudng va con 1a mot nguén nang lugng dich truyén cho cdc
bénh nhén bi chiing glucoza suy yéu va khdng insulin. Ké tir d6, nhiéu quéc
gia khdc nhu Y va Trung Quéc di san xual xylitol dé ding trong thi trudng
ndi dia, dem lai nhiing l¢i ich didng k¢ cho sitc khoé¢ con ngudi.

3.4.1.2. Cdu tric xylitol

— Teén hod hoc : (25,3R ,4R)—Pentan-1,2,3,4,5—pentanol.

— T¢n khic : 1,2,3,4,5—-pentahydroxy pentan.

— Cong thiic hod hoc : CsH ,0s.

— Khoi lugng phan tir : 152,15 g/mol.
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— Khoi lugng riéng : 1,52 g/cm‘j’.

— Dang t6n tai : tinh thé pha 1¢, bot tring.

CH;-OH

|

H-C-OH

HO-C-H
|

H-C-OH

CH,-OH

Xylitol

M6 hinh phéan t xylitol

Hinh 3.37. C4u tao cha xylitol

3.4.1.3. Pdc tinh cua xylitol

a) Tinh chdt vat li va hoa hoc

— Mui vi : khong mui.

— Nhiét do tan chay : 92-96°C.

— Nhiét do s6i : 126°C.

— Tinh hoa tan (& 20°C) : 169g hoa tan dugc trong 100g nuéc hoac trong
etanol va metanol.

— pH trong nuée (1g/10 ml) : 5-7.

— Gia tri nang luong : 4,06 cal/g.

— Bén ¢ nhiét do cao : xylitol, sorbitol, manitol bén vimg & nhiét do cao,
ngay ca trén 180°C va khong bi thay d6i mau.

— Bén ho4 hoc cao : su ndu chay xylitol, sorbitol, manitol khong xay ra
phan mg maillard (phan ting hod nau). Xylitol ¢6 tinh 6n dinh tuong déi &
ca pH cao va pH thap.

— Ngan chan su oxy hod ( An ti—oxydative synergistic ) trong chat béo,
dau, hon hop chat c6 thanh phéan chat béo do su tao phirc véi ion kim loai.
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— Bén vai vi sinh vat.

— Hoa tan t6t trong nudc va do hoa tan phu thuoc vao nhiét do.

— Do ngot ctia xylitol phu thudc vao nhiét do.

b) Tinh chat, chitc ndng

— Duong xylitol, sorbitol, manitol 1a giai phap tuyét voi cho ché do an
kiéng danh cho bénh nhan ddi thio duong bdi n6 lam gidm luong axit béo tu
do trong huyét thanh, tir d6 \ic ché su gia tang ctia dudng glucoza trong mau.

— Su trao doi chat : Trong qud trinh trao déi chat, xylitol dugc trao déi
va tiéu hod timg phan mot. Luong xylitol dugc chuyén dén ruot gia, tai dé
dugc 1én men béi h¢ vi khudn. Khi an qua nhiéu xylitol (khoang 20g hoac
nhi¢u hon) s€ gay ra mot s6 tac dung phu nhu su nhuan trang.

— Gia tri nang lugng : Do duoc hap thu cham ma xylitol ¢6 gia tri nang
lugng thap hon khoang 2,4 kcal/g

— Kha nang lam ngot : Xylitol ¢6 do ngot twong duong véi dudng
saccaroza, con sorbitol va manitol thi it ngot hon.

Manitol
Mantitol
Sorbitol

Xylitol

T
by

Sucroza T

0 02 04 0,6 0,8 1
Sweetness (Sucroza = 1)

Hinh 3.38. Biéu dd so sanh dd ngot ca xyiitol

Tir biéu d6 ta thay : néu ldy gi tri do ngot cua dudng saccaroza lam
chudn véi gid iri 1 don vi thi do ngot cata xylitol 1a xdp xi vdi dudng
saccaroza, ti€p dén la duong mantitol v6i 6 ngot kholng 0,75 don vi, dudng
sorbito! va manitol véi gia tri do ngot bang nhav bdng 0,6 don vi.

Xylitol lai 1a mot chat kim hoa viéc tao ra axit trong miéng va dugc coi
nhu 1a mot chat thu6e khang khudn, ic ché su phat trién cta vi khuin. Do
do, xylitol ¢6 kha nang ngira sau rang.
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~ Kha nang lam mat : Xylitol ¢6 kha nang hoa tan tot wrong nuéc tao
cam gidac ngot va mat lanh do ¢6 hiéu dug thu nhict con mantitol thi chi ¢o
dac tinh ngot.

Lactitol
Isomalt
Manitol
Sorbitol
Mantitol

Xylitol

Sucroza

Hinh 3.39. Biéu d6 so sanh kha nang iam mat cfia xylitol

Tir bi¢u d6 ta thdy : Khi duoc hoa tan, lkg xylitol sé thu vao mot nhiét
luong la khoang 36 kcal, manitol thu vao nhiét luong 1a khoang 28 kcal va
sorbitol thu mét lugng nhiét 1a khoang 26 kcal. Xylitol ¢6 kha nang hea tan
t6t trong nudc tao cam gidc ngot va mat lanh do ¢6 hiéu tng thu nhiét con
mantitol thi chi ¢é dac tinh ngot.

3.4.1.4. San xudt xylitol (Theo Cong nghé Deutsche Hydrierwerke)

Nam 1931, cong nghé Deutsche Hydrierwerke (DHW) & Rodleben
(biic) duogc cdp bang sang ché va bat ddu dugce dp dung vao san xudt dudong
rugu trén thé gidi. Pay la cong nghé dugc phat trién dua trén nhimg ti€n bo
cua cong nghé hydro hod & dp sudt cao v6i su ¢ mat cia chit xuc téc.

Xylitol 1a mot polyol dugc tao ra tur xyloza.

a) So do chuyén hod sdn xudt xylitol

Thuy phan  Hydro hod
Xylan Xyloza Xylitol

b) Nguyén liéu san xudt xylitol

Xylitol ¢6 thé dugc chiét suét tir mot s6 loai hoa qua va rau c6 chit xo :
ciy dau rimg, qua dau tay, qua man, rau sip lo, vo hat ngo, nim, 16i bap
ngo, ba mia...
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¢) Quy trinh sdn xudt xylitol (theo cong nghé Deutsche Hydrierwerke)
Thuy phan, loai bo tap chat
Khoai tay, lia mach, ngo... > Xyloza — Hydro hoa

— Vi loc — Khir ion — Lam kho — Xylitol — Bao g6i san phim
(Finished Product).

d) Nhiing tinh chat ddc trung cua xylitol digc sdn xudt tic cong nghé
DHW da sdy phun

— Giam tinh bd vun ctia hat xylitol.

— Su tao hat c¢6 thé dugc thuc hién ma khéng cin phai qua qué trinh
tao hat.

— Tao cho cdc hat san phdm c6 bé mat min hon va c6 mau sic dong déu.

— Giam thi€u sy thdm 4m cta san phim do c6 16p vé ngoai ciing 1am cho
thoi gian bao quan duoc 1au hon.

— Tang do cing cla vién xylitol san phdm.

— Cai thién do hoa tan chia xylitol.

— Tao cho san phdm mot huong vi hap din, c6 huong thom lau hon.

— C6 thé 1am tang kha nang két hop véi cic phu gia nhu : vitamin, chét
tao mau, chat tao vi...

— Gilr dugc huong ngay ca khi da dugc dong géi san phim trong mot
thoi gian dai.

3.4.1.5. Ung dung

a) Trong nha khoa

Xylitol ngan chan su phét trién cia vi
khuin gay bénh sau rang. Khi sir dung xylitol
mot thoi gian, luong vi khudn giy sau rang
trong khoang miéng khong thé s6ng sét trén
bé mat rang va lugng axit tdn cong mat ring
s€ giam xudng. Bén canh do, xylitol con tang
cudng tdi tao canxi, giam thiéu sé lugng mang
bam rang.

o4 ' [+ .

b) Trong ché bién thuc phdm

Xylitol dugc dung dé san xudt ra keo bac
ha khong dudng tao cam gidc min mét khi  Keo sif dung dudng xylitol
cho vién keo vao miéng.
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Xylitol khong lam anh hudng dén lugng duodng trong mau. Do dé,
xylitol duge ing dung trong thyc pham chitc nang nhur Ja mot chit ngot danh
cho bénh nhan dai thio duong.

) Trong y hoo

— Cdc nghién ctru da chi ra rang, xylitol ¢6 trong keo cao su ¢6 thé bio
vé tai khong bi nhiém triing. Nhitng cir dong nhai va nuét gitip loai bo dugc
ray tai, ]am sach tai giita. Bén canh dé, xylitol s& ngin ngira su phat trién cla
vi khuan ¢ trong dudng éng néi tai véi mii. Nhg nhimg ct déng 46 ma
xylitol da tiac dong t6i vi khuan & mat sau ctia mii, diéu do 1y giai cho tac
dung tich cuc cua xylitol doi véi cic bénh vé mii.

— Khi vi khuan xam nhap vao trong co thé, ching s¢ dugc giir chat vao
cdc mo bang cich bam vao mot hén hgp duong khdc nhau. Pac tinh mo
nhién cua xylitol va kha nang tao nhiéu cau tric wong tr dudong khéc nhau,
gy 1rd ngai su bam chat cta nhiéu vi khuan. Chinh vi vay ma xylitol duoc
tng dung trong nhing trudng hop nhiém tring hé ho hdp théng qua mot
dung dich muéi ¢é chita xylitol nhu dung dich nudc vé sinh khoang miii
(Xlear Nasal Wash).

— Giong nhu hiu hét ¢ic loai dudmg, rugu xylitol cé thé 1ao higu ting
nhu la mot thude nhudn trang loai nhe ¢ ham luong cao. NG khong doc,
nguol ta da tiéu thu mét lurgng 1dn khoang 40g/ngay trong mot thai gian dai
ma khong ¢6 triéu chimg nhiém doc.

3.4.2. Sorbitol -

3.4.2.1. Céu tao va tinh chdt
Sorbitol 13 mét dudng rugu (sugar alcohol ) 6 cacbon, do ngot biang 69%
s0 véi saccaroza. Sorbitol duge tim thay trong nhiéu loai qua.

Bang 3.7. Ham lugng sorbitol ¢é trong cac loai qua

Cdc logi qua __Ham lugng sorbitol (g/100g)
Tio e 0,2-1,01 ]
Le 12-28
Man 0,6-2,01
Quidio | 0.5-1.25 |
Qua anh dio 1,4 o
Nhoden | 02
Nho trang ___Khong cg sorbitol N




a) Cdu tao

Sorbitol con goi la hexan-1,2,3,4,5,6 hexanol, ¢é cong thiic phan wr
( {\“i-lolﬁ'

Cong thuc cau tao :

Hinh 3.40. C&u tric khong gian cla sorbitol

Khéi luong phan i : 182,17g/mol.

b) Tinh chdt

— Sorbitol 1a tinh thé mau trang c6 khéi luong riéng U,f}?ég/cm'{ hoac
dang long trong sudt c¢6 khoi luong riéng 1a 1,28-1,31g/ml hoic dang bot.

— Nhiét do nong chay : 95°C, nhiét do soi 296°C.

— Chi s6 khic xa : 1,455-1,465.

— Cung cép nang luong 2,6cal/g, thiap hon nang lugng cta dudng va tinh
bot la 4cal/g.

3.4.2.2. Cong nghé san xudt sorbitol

a) Nguon nguyén liéu

Sorbitol duoc san xudt truc tiép tir D—glucoza theo con dudng téng hop
hod hoc hoac Ién men nho vi sinh vat. Nguon glucoza thudng dugce 1ay tir
dich thuy phan tinh bot ctia céc loai hat, ¢t va mat ri. Cic nguyén liéu trén
duoc thuy phan bang enzym hoic bang axit duéi cac diéu kién khac nhau,
két qua thu duge mot hon hop dich ¢6 chira chi yéu 12 glucoza va mot s6 san
pham phu khic.

b) Cong nghé san xudt sorbitol

Dé san xuat sorbitol thudng c6 2 phuong phép chinh la phuong phap hoa
hoc va phuong phap Ién men nho vi sinh vat.
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Sdn xudt sorbitol bang phicong phdp hod hoc
Phuong phip hod hoc dé san xudt sorbitol trong cong nghi¢p thuc chdl la
yud trinh hydro hod D—glucoza ¢ noéng do khoang 50% (w/v).

CHO CH,OH
H-C~OH H-C—OH
HO-C—H 2 HO—C-H
H-C—OH H—C—OH
H-C—OH H-C—OH
CH,OH CH,OH

Phan ung hydro hod glucoza thanh sorbitol 1a phan dng toa nhi¢t nhe.
V¢ mat nhi¢t dong hoc, phan img hydro hod glucoza thanh sorbitol xay ra
hoan toan tai 150°C duéi ap sudt hydro trong khoang 110-125atm.

Chat xic tac truyén théng cho qua trinh hydro hod glucoza thanh
sorbitol 1a xic tdc Ni—Raney hodc Ni hoat tinh trén chit mang. Gan day, he¢
xlc¢ tdc Ru trén cdc chat mang khic nhau da dan dan thay thé hé xic tac Ni
vi hé xiic tac Ru ¢6 nhiéu uu diém hon. Véi cdc hé xiic tic méi Rw/C, co thé
phéin tmg hyvdro hoi trong diéu kién khong qua khac nghiét ma van dat hicu
sudl trén 99%. Hon nita, cic chat xdc tac thé hé mdi khong bi tan vado moi
truong phan tmg 1am cho tuéi the clia xdc tic kéo dai déng thii qud trinh
tinh ché san pham tré nén don gian hon rat nhiéu.

Trén thé gidi hién nay 10n tai 2 dang cong nghé la cong nghé gian doan
va cong nghé lién tuc.

1. Cong nghé¢ gidan doan

Trén 80% qud trinh san xudt sorbitol trén thé gidi dua trén cong nghé
gian doan. So v&i cong nghé lién tuc, cong nghé gidn doan ¢6 cdc uu diém 12
¢6 do mém déo cao tic 12 ¢6 the thay doi ngudn nguyén liéu theo timg mé.

Cac thong s6 chinh cta qud trinh :

— Dung dich glucoza 40-50%.

— Xic tdc : Ni-Rancy.

— Nhiét 4o : 120-150°C.

— Ap sudt hydro : 30—100bar (29,693, 7atm).

— Khai lugng xitc tac/glucoza : 3—6%.

-pH=5-6

- Thoi gian phéan iing : 2-4 gid.
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Cac qua trinh irén cho phép chuyén hod nguyeén lieu glucoza (do tinh
khi€t 98,5-99,5%) véi hiéu sudl sorbitol nam trong khoang 97-98%. Siro
sorbitol duge loc va lam sach bang nhua trao déi ion va than hoat tinh.

Cong nghé cia Lurgi Life Science-LLS

Hang Lurgi Life Science dua ra cong nghé dua trén viéc sir dung xiic tic
Ni-Raney hoac xiic tdc Ru/C

Dac trung cua qua trinh Ru/C

— Chi phi dau tur thap.

— Hoat tinh xtic tic cao, t6¢ dd chuyén hod nhanh.

-~ Ty 1é nudc thai, chit thii ran thap.

— CO thé 1di sinh va sit dung tudn hoan chit xic tdc.

— Dé dang can dai xiic tic bo sung vi xiic tic cil.

— Khoéng tao ra nhiéu axit glucozanic.

— Thich hop cho moi pham cap sorbitol (thue phidm, duoc phdm, két tinh,
khong két tinh) phii hop theo tiéu chuan UPS, BP, JIS, DAB.

Qud trinh san xudt duge bidu dién theo so dé nguyen Iy thict bi sau :

Trude khi dua nguyén ligu vao thict bi phan ung, pH dung dich nguyén
licu (glucoza) duoc diéu chinh trong thing cip nguyén liéu. Gig tri pH 1a
mot thong s6 quan trong anh hudng 16 qud trinh phan img. Do axit cao sé
lam anh huong t6i hoat tinh cha xuc tdc, dac bict 1a xdc tic Ni—Raney.
Thong thudng dung dich sau phan img c6 tinh axit nhe.

B4 cdp Thung ke Troo ddiion Thong Bay hoi Kho chifa
Thigh bi trung gian
hydra ho .
yero hoa Thing g tai
o sinh xuc tac
Hydva .
Auc e bo'_u.mq o —
Hod et
Nafs
B,
I e M
S
[LT=
L1700
FITN .1

Hinh 3.41. Sa dd nguyén ly hé thiét bi hydro hoa theo cbng nghé cta LLS
Sorbitol duge san xuat theo mé trong thiét bi hydro hoi. Khi hydro hod
duoc dua vao ti€p xuc vdi huyén phi glucoza va xic tac. Phin dng tod nhigt
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dién ra & dp sudt 16n nhat 1a 40bar (39,5atm) va nhiét do 100-140°C trong
thiét bi. Hé thong 1am lanh giir cho nhiét do 6n dinh.

Sau khi két thic phan tmg, dung dich sorbitol tho c6 lan cic chat xuc tac
(dang huyén phi1) dugc thdo qua thing xa dp dé chuyén dén thung loc.

Sau khi loc bang thiét bi loc co hoc, chit xic tidc dugc tuan hoan trg lai
thiét bi phan tmg. DGi véi xiic tic Ru/C, khong cén trang bi thiét bi loc tinh.
Xic tac méi b sung va xiic tac cii 1ay ra tir thiét bi loc duoc can déi nho bo
phan diéu khién. Hau hét cac cong doan dugc thuc hién tu dong.

Trong truong hop sir dung xuc tac Ni—Raney, dung dich sorbitol tho
trong thiing loc con chita mot phan xdc tdc Ni—Raney. Phan con lai dugc giir
lai trong thiét bi phan tng sau khi dé lang. Xuc tac lo limg sé dugc loai nho
qua trinh loc co hoc va duge tuan hoan trd lai thiét bi phan tng. Dich loc
sorbitol duoc chuyén qua thung chita dich loc. Phdn Ni tan trong nudc loc s€
duogc bu boi xuc tic mai.

Tiép theo qua trinh loc 1a qud trinh trao déi ion trong thiét bi trao ddi
ion. Cac hgp chat trong nudc loc duge khir khoang va khir axit bang nhua
trao ddi ion van hanh theo nguyén tic loc kép. Sau do, dung dich da khu
khodang dugc c6 dac trong thiét bi c¢o dac.

2. Cong nghé lién tuc

g A thai . T
Hydronsi | 2 0 £ 4 5
Juu 45 bar | ! Thiét bi
i i tach aj . = e
Maynén | ’ - .

sudt cao

| Thiét bi
| ; tach ap
May nen | L sufit thdp
i
Thiét bi | 1
trac déi nhiét |

Glucoza

Thiét bi
trao ddi nhiét

Hinh 3.42. So d6 nguyén ly ctia hé théng thiét bi
hydro hoa glucoza theo céng nghé lién tuc
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H¢ thong cic phan chinh sau day :

— He¢ théng nap liéu : Binh chita dung dich glucoza 40%, bom cao 4p,
cic duong ong, van va h¢ théng cung ¢dp hydro (géin mdy nén khi H, vi
mdy nén khi hydro hoi Iuu).

— H¢ thong tién gia nhiét
thiét bi phan tung.

- gia nhiét lugng glucoza trude khi dua vao

— H¢ thong phan itng : gém 6ng phan ung bang thép khéng gi duoc gia
nhi¢t bang dién (chia thanh cdc ving doc lap) véi he thong diéu khién nhiét
d¢ dam bao nhi¢t do dong déu trong toan bo phan img. Day éng phan iing
dugc trang bi ludi d& xdc tdc con dinh thi duge trang bi bo phan phan phai
dac biet dam bao sy phéan phdi mét cich hiéu qua hén hgp khi/long qua kép
Xuc lAc.

— He thong thu hoi san pham : bao gdm thi€l bi tam lanh san phidm ma
nhi¢t thu dugc tir qué trinh dé duge tan dung dé tién gia nhi¢t hoén hop phan
ung, thi¢t bi tach khi long & dp suat cao va thiét bi tdch khi léng & dp suit
thp, van Iiy san pham tr dong va thiing chia san pham.

Dac di¢ém noi bat cliia cong ngh¢ nay 1 khong can he thiét bi xir iy va
tinh ché san pham boi vi sin phdm ra khoi thiét bi phan ting khong bi nhiém
ban nhu trong trudng hop sir dung xiic tdc trén cd s& Ni.

So sianh cic cong nghé hydro hod glucoza dang hién hanh

Cong nghé gian doan Cong nghé lién tuc

Do linh dong cao vi ¢6 thé thay déi
nguon nguyén li¢u theo tiing mé

Chi cé thé thay d6i nguén nguyén liéu
khi chay hét vong doi cla xlic tac

; Cong suat thap Cong suat cao

Thiét bi phan (ng co thé tich 1én
va dat tién, Qud trinh loc, rira xtc
tdc, tinh ché san pham rat phuc tap

Thi€t bi phan 1ing nho, gon khong
can loc, rira xiic tdc. Khong cén tinh
ché san pham

Tieu hao nguyén li¢u va ning
luong cao

Tiéu hao nguyén li¢u va nang lugng
thap

Chi phi nhan cong v chi phi san
xuat cac

Chi phi nhan cong v chi phf sdn xu#t
thip

C6 nhi¢u chat thai rin dugc xur 1y

Khong c6 chat thai
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Cac cong doan chinh trong san xuat sorbitol

Céng nghé gidan doan Cong ngheé lién tuc I
Dich dutmg Dich dudmg
! . 1
1 |
_ Pha ché Pha ché
. | | i
| | Y
I Hydro hod Hydro hoa
| |
i Loc
Trao dot ion !:
!
| 1 '
| Co dic Co dac

'Sdn xudt sorbitot bang con dudng len men

SV sindevar s dung 1én men

Mot s6 loar vi sinh vat dd duge nghién ciru va tng dung treng ién men
san xudt sorbitol thinh cong Vi vi khuan Zymomonus mobilis.,

bac diém chung clta Zymomonas mobilis :

— La vi khuan gram .

— Co dang hinh que va thuong dimg thanh doi.

— Co kich thude 1,0-2,0 x 4,0-5,0 um.

— C6 kha nang di chuyén.

— 1.4 vi khuan ky khi khong bit buoc.,

— Chuyén hod theo con dudng Entner- Daudoroff.

Vi co mot $6 vu diém 1on :

— Hap thu lugng dudmg 1ém va san phdm tao ra nhiéu,

— Tao it sinh khoi,

- Chiu durge nong do dudng cao.

— Khong cin diéu khién oxy trong qud trinh 1én men.

— Dé dang trong thao tic gen dé tuo ra cdc bién chiing mdéi cé nang
SUAL CHo.
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Do vay vi khudn Zymomonas mobilis dugc chon la chung vi sinh vat
trong san xudt cong nghiép. Ngoai ra, cdn ¢6 mot s6 vi sinh vat khac ciing
c6 kha nang tao ra sorbitol nhung hiéu suét thap hon nhu Candida boidinnii,
Saccharomyces cerevisiae.

* Cong nghé lén men sorbitol nho vi khudn Zymomonas mobilis

Lén men sorbitol nho vi khudn Zymomonas mobilis duoc tién hanh theo

quy trinh san xudt sau :

Dic’h saﬂu LBn man Dich sau Thu hoi
thuy phan Ién men sorbitol
B& sung vi Than hoat
khudn tinh, két tinh

Hinh 3.43. So d6 Ién men san xuat sorbitol

Intracelluar hyperglycaemia and hypotheses diabetic complications
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Nhu vay (a thdy, trong qud trinh chuyén hod co chét thi cdc san phim
tao ra bao gém ctanol, sorbitol. Trong d6, ham lugng ctanol chiém da s6, Dé
tao ra nong dd sorbitol cao va etanol thap, mot sé nghién ciru di ti€n hanh
lam kho t¢ bao cua Zymomonus mobilis boi khi & bao Zymomonas mobilis
bi kho, cdc enzym oxy hoa—khtr chuyén hod glucoza tao ctanol bi vo hoat.
Ngoai ra theo Rehr, ¢6 thé sit dung Toluel méa khong anh huéng dén sur hoat
dong cua glucoza, fructoza oxydoreductaza (GFOR) va xtr 1y véi xetyl
trimetyl amonium bromit (CTAB) 0,1%(w/v) trong 10 phiit d¢ Jam ngimg
qud trinh san xudt etanol.

Meéi truong 1én men sorbitol gom @ dich dudng, bé sung (NH,),SO0,,
MgSO,.FeSO,, Natri-xitrat. Tuy timg chung ma thanh phan khéac nhau.

Nhiét do thich hop cho gud trinh [én men 13 25-31°C. pH thich hop cho
qua trinh Ién men = 4,5-7.5.

San pham sau 1én men duge x{r 1y cing vdi than hoat tinh, sau do két
tinh dé thu hdi sorbitol,

3.4.2.3. Ung dung ciia sorbitol

Sorbitol duge nha Hod hoc ngudi Phdp Joseph Boussingault phan 1ap dau
tién nam 1872 tuo qua [é. Sorbitol 1a mot dudmg rugu tu nhién thudéc nhom
polyol va dugc chuyén hod thanh fructoza trong co thé con ngudi.

Sorbitol duge diing trong cong nghiép nudc hoa va cé trong thanh phin
cua nhiéu loai my pham cham séc¢ sic dep vi n6 ¢6 tac dung giit m cho da
vir lam cho lan da tro nén mém mai v min méang. Sorbitol duge sir dung lam
nguyén liéu dé san xudt vitamin C.

Cic hiing san xudt kem ddnh rang thuong stir dung sorbitol chiét xudt tix
tinh bot san dé tao vi ngot cho kem ddnh rang. Sorbitol ¢cé img dung trong
thanh phan thudc ddnh rang vi ¢6 nhimg tinh chat diac biét, ¢6 vai trd nhu
mot chét on dinh, chat lam diu vi, chat giit am, chdt khdng khudn trong
miéng. Vi img dung phy gia thuc phiam, ngudi ta tim thiy sorbitol trong rét
nhiéu loai thyc phdm nhu bdnh, keo, kem, xiic xich. Trong nganh san xuét
thudce 14, sorbitol ¢6 tic dung ngan ngira su v& vun clia sgi thudc 14 va la chit
lam diu vi trong thudc 4. Ngoai ra, sorbitol con duge g dung trong téng
hop polyme (nhu chat 6n dinh va chéng oxy hod). Ung dung cuia sorbitol
duge tom tat § bing sau
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Bang 3.7. Ung dung ciia sorbtiol

o Linh vue

Tinh chdt

Ung dung

- Thue
pham

' — Tang thoi gian bao quan

~ Gifr dm

— Lam ngot )
— Khéng anh hudng dén ham
luong duong trong mau

— Khong lam hong rang (khong
bi Ién men)

Ché biéa thyc pham :
— Kco cao su

— Socola

— Banh my

— Do uong

— Kem

M§ pham

- Giit am
— Khong 1am hong rang
— Hod dgo

. — Lam cho da min mang

— Sita rira mat
— Kem danh rang

— Bot cao riu

Duge — Céc tinh chat sinh 1y hoc
— Thay th¢ duong cho ngudi bi
bérh ticu dudng
| . _
L Cong | — Hod deo
nghiép — Lam diu vi
khdc + - Bén nhiét
— Bén v6i axit va bazy
— Nht
- Giit am
- Tao nhi
|
]
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E — Este nhua thong

Cé trong :

- Vién nén

I — Vién nhong

— Dich nhii tvong

— Sir6 chéong ho

— Nguyén liéu san xudt
vitamin C
-- Chat tay rira

- Cong nghiép gidy, vii, da

t — Gelatin

i — Keo dén

— Han ché su oxy hod dau
bot cac kim loal nang

— Thudc no

— Son va vecni

— Polyuretan
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Chuong 1V

CONG NGHE LIPIT

4.1. Pai cuong vé chat béo

Lipit, chat béo hay ddu md hoac & dang thay rd bé mit ngoai nhu trong
bo, dau hoac & dang "an ddu" nhu trong sita, phomat, thit hoac trimg.

Nguoi ta throng chiara :

— Lipit xa phong hod duge bao gom cic Hpit trung tinh, cdc photpholipit
v Cac sdp (cste cua cdc axit béo vai alcol mach cacbon dai).

— Lipit khong xa phong hod dugc bao gom cic cacbonhydro, cdc sic 16
va cac sterol.

Chit béo an dugc, chat béo thuc phdm hay md va diu thudng chi yéu 1a
cac hop chat triglixerit, triaxylglyxerol hay lipit trung tinh 13 trieste cua
glyxerol vai cac axit béo ndi chung 1a khic nhau trong cling moét phan t
triglyxerit.

(IJHQ —OCOR;
?H ~OCOR, OCOR : géc axyl cia axit béo

Trong mdi md va dau tu nhién thuong chita cac triglyxerit khac nhau.

4.2, Cong nghé thu nhan chat béo

M@ va dau dong vat thudmg duge chiét nit ra tr cac moé md cha dong vat
bang cdch dun néng, md s& chay ra, ndi 1én trén bé mit va duge tich ra bang
ly tam. Viéc dun nong dugce 1i€n hanh hoac bang hoi nude hoac bang dun
"khan” trong chan khong. Nhiét do dun néng thudng tuong d6i thip (<80°C)
nham thu dugc m& ¢6 mau sdang va khong ¢6 mii.

MG tu lodi nhai lai chita rat {t cdc axit béo khong no. MG bd va md ciru
thudmng duge dung d€ san xuat xa phong.

MG tir ca voi rat gidu céac axit béo khong no véi 20-22 cacbon, trong do
cdc axit béo ¢ 4, 5 hoac 6 néi doi chiem 61 20%.
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Dau tir cic loai cd béo nhu céc trich, lugng axit béo khong no con chiém
tdi 753%. Céc dau nay la nhimg dau kho thuong duge dung trong hoi hoa. D¢
diing 1am thuc pham cho ngudi hodc dong vat, cac mé va dau rat khong no
nay trudc tién phat duoc hydro hod.

Cac m& va diu thyc vat thuémg duge trich ly ra tir cdc hat ¢6 dau va qua,
truGe tién bang ép sau dé chiét bing mot dung méi hitu co. Mot s6 hat ¢6 thé
X 1y truc ti€p bang dung moi ma khong cin phai ép. Viéc ép diu thuong
dugc thue hién o trong cidc mdy ép thuy luc hoac cic may ép lién tuc cd vis
tai & dp luc cao hodc thap (2500 va 150 bar). Ep & ap luc thap sé cho ddu co
chat lugng t6t han, song hiéu suat chi dat 2/3. Sau khi trich ly ¢ dp luc cao
con khodng 5% dau trong kho ddu. Vi lac, hudng duong v cai diu déi khi
ngudi ta tu bang long véi hiu suat nay. Thudng thi sy trich ly bang co hoc
(ép) duoc tiép theo bang mot sur trich Iy bang dung méi hitu co (thudmg la
hexan) & nhi¢t do thap.

Dau thu duge bang ép hoic bang trich ly véi dung méi, loai bo dung moi
bing chung cat r6i loc con chita khoang 10-15% tap chét (chi yéu 12 axit
béo tu do va cic photpholipit) ma ngudi ta phai loai bo di bang maot loat xir
ly tinh luyén tiép theo nita.

Hang nam, lugng ddu va md thuc vat duoc san xuat ra lén t6i 25 triéu
tan chiém 3/5 tong san luong chat béo.

Thanh phin vi ty lugng cdc axit béo va nhi¢t do tao ran clia mot s6 m
va dau thuc vat dung trong thuc phdm nén & bing 4.1.

Bang 4.1. Thanh phan trung binh cia céc axit béo (%)
va nhiét do déng ran cGa cac md va diu thuc vat lam thuc pham

Ty Ié phan tram ciia cdc axit béo
o o 9
@ = :E o . 5 5 Nhi¢t do
2 |2 £ s |5 g £ | dong ran (°C)
— = al 7] o — -
Cll:U C|4 a CI(]:(} CIS:O C!R:I CIH:? C]H"
Bu cacao 2% | 35 | 39 2 22
Diu dira 44 18 16 4 6 2 14-22
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Ty Ié phdn trdm cua cdc axit béo

[

o |5 |2 | % |5 | Nnietdo

- i< 5 ©w = = .

= =, —i § w0 _g ’g déng rin (°C)

A = A, A @) 3 A
Cio| Cus | Cio | Ciso | Cuwar | Cus | Cias
i.—---.. e - -
‘Ddu cay
<o dau 50 15 8 3 15 3 20-25
(Palmiste)
Dau co i

: 1-10 45 4 40 10 35-42
(Palme)
Diu oliu 1O-17 50-80 10 -6
Dian ¢ da
ju ¢ dau 3 (5 5 9 10

(Colza)
Dau lac 10 3 60 22 3
au dau t: 3 | 25 | 55 | 6-9 | —10dén-16
trong
'Diu hudng
oy g 8 s | 20 | 6 | 1 17
duong |
Dau bong 1 25 2 18 53 +12dén—13
Dau ngo 13 2 30 35 1.5 | ~10dén-20

Cic dau diing trong thuc pham c6 thé duoc phan ra :

— Dau giau axit béo no va axit olein : ddu lac, ddu oliu.

— Dau gidu cic axit béo khong no nhiéu néi déi : dau huéng duong, diu
dau tuong, din ngo.

— Diu trung gian : ddu cét dau.

Mot 56 nude trong Lién minh chau Au hién ¢6 nhiing quy dinh vé su
dung dau m& nhu sau ;

~ Cdc dau c6 chira hon 2% axit linolenic thi khong duoc ghi & nhin méc
la "Dau dé chién (ran) va lam gla vi",

= Cac m& va dau c6 ham luong cic hop chit c6 cuc cao hon 25% khéng
duoc dung 1am thye phiam cho ngusi.
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4.3. Cac gia cong lam bién déi chét béo

Thudng cé 2 loai gia cong c6 thé 1am bién déi hod hoc cdc chdt béo

4.3.1. Hydro hod

Hydro 14 qué trinh két gan hydro vao néi doi clia cac axit béo. C6 2 kiéu
hydro hoa :

* Hydro hod chon loc - ¢6 nghia tin cong uu tién vao mot mot s¢ ndi
doi clia céc axit béo kém bio hoa nhit. Cic chuyén hod xay ra khi hydro hod
chon loc che thay phan g khong phai 14 mot su két hop don gian hydro
vao ¢4c noi doi ma con tao ra ciac dong phan dang trans.

l'k\ H
~
c-C
s AN
R;
H R,
H; . . c< H>C -C
Rl ° R| RE R] i
Dung cis - Dang trams
\1,% .
SQ\
I H
N
e AN
R R;

Chat xidc tac khong chi cho phép hydro hod chon loc mdt minh axil
linolenic thanh axit linoleic ma con thu duge ca axit oleic. Mot phan axit
linolcic von ¢6 mar it ban dau ciing dugce chuyén hoa thanh axit oleic. Viéc
chuyén tir cdc dang cis von ¢6 tu nhién thanh cdc dang trans cling ¢6 thé xdy
ra dudi anh huéng clia nhiét, su oxy hod (bdi cic gdc tu do) va cua dnh sang.

Viy viéc hydro hod mot s6 dau dé lam giam ham lugng axit linolenic va
do dé6 1am tang dugc do bén ciia ching. Chang han, bang hydro hoi ddu dau
tuong dua ham lugng axit linolenic cia div nay tir 9% xuong dudi 1% va
dua chi s§ iot cia ddu nay nr 130 xuéng gin 115.

C6 diéu 1a su hydro hod khong phai 1 khong lam anh huong dén gid tri
dinh dudng vi khi chuyén hoa mot phin hay toian bo axit linolenic tiic 1a da
lam gidm ham lugng axit béo can thiét.
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* Hydro hod timyg phan hay toan bé : ¢d muc dich ché tic ra nhitng chat
béo ran co s¢ cho sin xudl margarin hoac cho san xudt cic md nhd hod
dugc. Vi¢c tang diém nong chay dé thu duoc cdce lipit ¢6 dé dac mong r.udn
¢ nhiét do thutng chu yéu la do cdc dang trans.

Khi hydro hod toan bé thi khong tao ra nhitng déng phan vira ké .+¢én.
Khi hydro hod mot phdn chang han nhu khi hydro hod dau dau twong Cén
khi ¢6 chi s6 iot 40 thi nguge lai, s& tao ra cic déng phan do vi tri (gin
70%) dong phan do ndi doi lién hop (gin 2%) va déng phan lap thé dang
trans (khoang 40%). D6 chinh la chat co s& dé ché tac ra nhitmg margarin
thong thuong.

No6i chung, si hydro hod dugce tién hanh gidn doan bang cich bom hydro
vao ddu da duge nang nhiét do lén tréen 100°C véi su c6 mat ciia mot chat
XUc tac.

Sau khi hydro hod, diu dugc ly 1tam 161 dugc loc dé loai bo cdc hat rat
min cua chat xic tdc.

4.3.2. Chuyén este hod (transesterification)

Trong nhimg diéu kién thich hgp vé nhiét do vi méi truang, nhat 12 khi
khong c6 nude va c6 mat chat xic tdc, cdc chiudi axit béo cua triaxylglyxerol
c6 thé trao déi véi nhau trong cing mot triaxylglyxerol hodc gita cdc
triaxylglyxerol khiac nhau.

Thuc €, trong khi xir ly cdc diu vd md, vi chiing luén chita nhiéu
triaxylglyxerol khdc nhau nén sy chuyén este hod vira xdy ra & trong ciing
mot phan tr (intramolccular transesterification) vira xdy ra giita cac phan tr
(intermolecular transesterification).

Vay khi xdy ra cdc phan iing chuyén este hod da ¢6 su phan bé lai cdc
chuéi axit béo trén 3 nhom hydroxyl cha cdc phan tir glyxerol theo mét ludt
théng ké (16 hop ctia n yéu t6 m vdi m) va 6 thé tién dodn duoc qua viée
tinh todn thanh phan céc triglyxerit khiac nhau ctia hén hgp cudi cling & trang
thii can bang.

Chang han nhu sy chuyén este hoa giita cdc phan tir ciia mot triaxylglyxerol
£0m 3 axit béo no v6i mot triaxylglyxerol gém 3 axit béo khong no
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S N

s& thu duge 8 16 hop véi xdc sudt bang nhau 100/8=12.5% nhu sau :
SS8 12,5% ; SNS 12,5% ; NSN 12,5% ; NNN 12,5% ; NSS (va SSN) 25% ;
SNN (va NNS) 25%.

Su chuyén este hod ¢6 thé duge diéu khién bang cach tién hanh & nhiét
do wong d6i thap d€ ¢é thé gay ta su k&t tinh clia cdc triaxylglyxerol ¢
diém néng chiy cao (ma ngudi ta thudng loai bo bing cédch loc) ; can bang
do d6 s¢ bi chuyén dich vl ngudi ta thu duoc mot hén hop cdc triglyxerit
trong mot vung nong chdy & nhi¢t do thdp hon va cé do dic mong mudn.

Su chuyén este hod khong diéu khién ¢6 2 muc dich chinh :

— Bién déi ham lugng cdc triglyxerit ran cia mot $6 md va do dé lam
thay déi do dic cha ching & cdc nhiét do khac nhau.

— Tao ra nhitng m& rin gidu axit linoleic dé san xudt margarin.

Su chuyén este hoa ciing c6 thé tao ra dugc cdc mono va cdc
diaxylglyxerol bang cédch tié€n hanh trong diéu ki¢n c6 du thira glyxerol ¢
nhiét do 200°C trong chan khong hoac trong khi tro.

Co didu la sy chuyén este hoi khong lam thay doi cdc axit béo. Tuy
nhién, do sy trao déi vi tri cla cic axit béo trén glyxerol c6 (hé lam thay doi
do ticu hod cua triglyxerit va do d6 thay déi sy hdp thu cia moét trong céc
axit béo.

Dua vao phan tng chuyén cste hod gifta bo cacao va dau dau wuong dé
tao ra mot bo cacao cé chai lugng 16t hon.

4.4. Cong nghé mét s6 san pham tir lipit
4.4.1. Cong nghé lexithin
4.4.1.1. Cdu tao cua lexithin

Lexithin 13 ¢ste cua glyxerol vai axit béo c¢é khoi luong phan tir cao va
axit photphoric, bazo ¢ chira nito (1a mot dang cia glyxerolphotpholipit) cé
cong thire cau tao chung :
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Hinh 4.1. Cau tao cla photphatidylcolin
Lexithin ¢6 cdu tao gom 2 phén :
— Phén c6 cuc (va nude) bao gom axit photphoric va bazo nito.
— Phan khong phan cuc (ky nuéc) bao gom cdc axit béo (axit oleic,
panmitic va cdc axit béo khéc), ruou glyxerol.
* Colin

Colin 12 amin bdo hoa dugc tim thdy dudi dang photphatidylcolin (hay
lexithin).

Churc nang :

— Tao céu tric va chic nang ciia mang t€ bao.

— Bao vé soi than kinh va tang cudng kha niang din truyén than kinh.

- Colinalé tién chat cia betain, kiém sodt can bing nudc va dién giai
trong than. O gan, colin 1a nguén cung cap metyl dé tao lipoprotein.

— Colin 1a thanh phan hoat dong cua chét hoat dong bé mat (surfactant)
O ph¢ nang.
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Cau tric lexithin dau tuong : Gém 3 loai
photpholipit :

— Photphatidylcolin (PC) : 13-18%.
— Photphatidylinositol (PI) : 10-15%.
— Photphatidylethanolamin (PE) : 10— 15%

Cac photpholipit bao gobm cdc glyxerit.
Trong méi glyxerit mot axit photphoric thay
thé cho moét géc axit béo.

4.4.1.2. Tinh chdt cua lexithin B
. }

a) Tinh chat vdat ly a CH,0 - CO - R,
— Lexithin ¢c6 mau vang nau. [13

. " B CHO - CO -R,
— Hoa tan trong etanol va hexan. ()hH
— Tén tai trong nudc tao thanh dung dich gia. ¢ CH,0 - péo
b) Tinh chdt hoda hoc OHTB

— Bi thuy phan boi axit, kiém hay enzym. D

+ Axit : tat ca cdc lién két este bi cit dut.

+ Kiém : chi cat dut cac lién két este giita ruou va axit béo.

+ Enzym : 4 loai enzym photpholipaza A, B, C va D tic dong lén céc
lién két este khac nhau.

¢) Tinh chdt chire ndang

— Chat nha hoa.

— Lam am.

— Thay doi do nhét : d6i v6i céc san phdm 1ong va bin 16ng.

— Tac nhan phan cit : ddy manh va phan cit hoan toan bé mat ti€p xiic
gilta cdc thuc phdm. Hinh thanh mang chin én dinh dé ngan su bdm dinh
cua cdc san pham thuc pham.

— B0 sung chat dinh duong : cdc vitamin A,D,E,K.
Tdc dung cua lexithin véi co thé :

— La phan khong thé thi€u clia mang t€ bao.
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— Lam giam colesterol trong mau.

— Trong gan, lexithin 13 chat xidc tdc nhit hod, gidp chic nang cla gan
hoat dong dé dang.

— Giam luong dudng huyét cho nhimg ngudi bi bénh dai thio dudmg.

— Photpholipit 12 chat dinh dudng cédn thiét cho moi hoat dong cua cic
co quan chitc nang.

4.4.1.3. Quy trinh sdn xudt

Pau tuong———Lam sach, —Trich ly ——— Boét dau tuong khé

(@& hydrat hod)  pghién nhd l hexan

Hén tap —= Lac —Hoa hoi

!

D&u dau tuong thd
‘L + nuée (70°C)

Chat gdm &m<——May phan tach

l |

Bay hai qua Iép mong  Dau dau tuong
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» Lexithin thé : chira 60 — 65% photpholipit ; 35 — 40% dau va 0,5% nudc.

¢ Lexithin thé @ 3 dang : dang l6ng, dang bot, dang hat. Trong d6, dang
hat chita ham lugng photpholipitcolin cao nhat.

4.4.1.4. Ung dung ciia lexithin ddu tuong

a) Trong cong nghiép tute pham

— Tao sur dong nhat, trinh sy phan ly phan tich.

— Gidp lam mém va giit ciu tric thuc pham nhu socola, margarin va 1am
thuc phim an tién dé s dung.

— Nhom thue pham thuong sir dung lexithin :

+ Banh nudng (cake,cookies, pizza crust, pancakes).

+ Socola, cacao vi bo cacao.

+ Cic san pham sira : bo, phomat, kem, bot sita va bot sita tach béo...

+ Banh mitt keo, chewing gum.

+ Nudc sot va salat.

+ Margarin va shortening.

+ Thue pham an lién, thyc phim an kiéng. ..

1. Margarin

Thiic day qud trinh két rin, ngan ngira su bét dinh va chay nudc, han ché

s ban dau va sy sli bot trong liic rdn, 1am tang do mém vi aiip bao vé
vitamin A khong bi oxy hod.

2. Socola

Thém 0,25 - 0,35% lam gidm d6 nhét, tao két cdu bé mat min va dong
nhat, tao ra cdc san phim c6 do én dinh cao hon.

3. Bolac

Thém lexithin v6i ti l¢ 1 — 2%, lam cho bo min hon, nhin hon ma khong
bt phan tich ¢ cdc nhiét do khic nhau.

b) Trong céng nghiép dioe

— Lam thu6c diéu tri mot s6 bénh @ viém gan, gan nhiém ma, dai thao
dudng, huyét dp cao, xo vira dong mach....
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— Sir dung dudi dang san phim chifc nang : do c6 kha nang hoa tan va
tang cudng sy hdp thu cac vitamin A, D, E, K nén thuong sir dung trong ché
do an kiéng danh cho nhitg ngudi bi chimg bénh béo phi hay mudn giam can.

— Sin phdm thudmg gap : thuéc m& hay gel. h¢ thong thude phan tan,
hén hop mixen ...

o) Cde dinh vue khe

— M§ pham : uéng vién lexithin ¢6 tdc dung bdo vé lan da, khac phuc vél
nam déng thai ¢6 1dc dung hdp thu vitamin hoa tan trong ma.

~ Trong son, som phi : 1a chat tdn sac.

— Chat phu gia trong cong nghiép : ddu md boi tron motor.

- Céc nganh cong nghiép khac : cong nghi¢p deét va cao su (ia chit nhii
hod, chdt chdng oxy hod), cong nghi¢p pidy, thude gia, gia cong kim loai,
muc, hé din, bang tir, nhya dudng...

4.4.2. Cong nghé margarin

Margarin 1a nhii twong kigu nudc trong dau (W/O) gom 2 pha :

-- Pha lién tuc (l1a pha béo).

- Pha phan tan (la pha nudc).

Trong margarin ¢on ¢6 céc chat phu gia dugc phan bd gitra pha béo va
pha nuée nhu cdc téc nhan tao nhii, mudi, chat mau, chat chong oxy hoa,
chit bio yuan, cic vitamin.

Chal tao nhil cé vai tro 1am giam lugng céng can thi€l dé tao ra moOt hon
hop déng k¢ tir 2 pha khong hoa 1dn nhau dugc. Do bén cudi cung coa san
phdm s& c6 duoc bang su két tinh cda pha béo vao trong 10ng nhi tuong.

Do d6, margarin la mot h¢ da phan tdn cha cdc vat béo o trang thai ran
va @ trang thdi 1ong ctia nude va /hogc cia sita, eina nhiéu hgp phan khiéc.

D¢ san xudl margarin, céc lipit duge gia nhiét dén diém ndng chay
(khoang 40°C) va dugc tron 1dn v&i nhau theo nhimg ty ¢ mong mudn. Nhi
trong nudc/diu thu duoe bang cdch khudy manh va 1am lanh déng thoi hén
hop v6i sita tach kem da lén men truGe va nhimg phu gia khic. Thuce €, su
hinh thanh nhii tuong doi hoi phai c6 mat mot ty 1¢ ndo dé cic lipit ¢ trang
thai rin. Thao tac duoc thuc hién trong céc xylanh (Sng hinh try), bén ngoai
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¢ v6 do dé luu thong chat long 1am lanh (~10 —15°C) va bén trong <6 mot
cay xoay dugc lap céc ban (tdm) dé khudy va dé lam cho khdi chit dang
dong ran tién len. Viéc khudy la dé thu duge nhimg tinh thé triglyxerit nho
va dong déu. Qua trinh nhii hod—dong ran trong xylanh ddu tién con dugce
ticp theo bang mot su nhao ron cham & nhiét do —10 — —12°C d€ cai thién
ket cau bang cdch 1am giam kich thude cda cdc tinh thé dén 0,05—2pm.

Stra da tach kem va 1én men chiém 17-20% trong lugng, him lLuong
nude cyc dai 12 16%. Su 1én men cha sira thuong thu duge bang cdch cdy vi
khuan Streptococcus lactic v duy i & nhiét d6 22°C nham tac ra dugc hinh
thom gan giéng v6i hinh thom ctia qua bo, dac biet 12 dé tao ra duoc
diaxetyl. Cdc tdc nhan nhd hod va 6n dinh luon phai duge thém vao irude khi
nhi hod : d6 chinh 14 cdc mono va diglyxerit va lexithin. Viec dung céc phu
gia khdc phu thuge chu yéu vao luat phap (6 Phdp rit nghiém ngat) nhim
bao vé bo.

Trong $6 cic phu gia thudong ding nhat phai ké ra :

— Natri clorua thuong duoc thém vao dudi dang nuée mudi, muc dich dé
lam tang do bén chia margarin d6i vé6i vi sinh vat.

— Axit sorbic cling nham muyc dich nhu thé, song & mot s6 nudc nhu
Phip thi bi nghiem c4m va khong duge cho vao margarin.

— Céc vitamin hoa tan trong chat béo thi & Phép bi cAm nhung & Ha Lan
thi bat budc.

— Cdc chat chong oxy hod & Phap chi cho phép sir dung trong cic chat
b¢o danh cho cong nghiép thuc phdm.

— Cdc chdt mau hoa tan trong chat béo nhu B~caroten vi annato & mot
sO nudc bi cdm.

— Cdc chat thom cla bo : cdc axit butyric va caproic, diaxetyl, cdc
d—lacton.

— Tinh bot bat budc phai cho vao véi liéu lugng 2% (& Phép) vira 1 chat
hién hinh vira 12 chit dé biéu 16 (biéu hién) clia margarin (cho dit hién nay
c6 nhimg phuong tién khéc dé phan biét margarin véi bo).

Margarin phdi dugc bao vé trinh dnh sdng, oxy, cdc vi sinh vat vi
nude. Vi cde lipit €6 nguy co bi oxy hod, bi thuy phan cic triglyxerit va bi
cdc vi sinh vat phat trién.
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D€ bdn 1¢, margarin duge bao géi trong bang gidy duoc xur |y bang axit
sunphuric va gidy nhom.

4.4.3. Cong nghé sdn xudt chdt thom tir lipit nhé cdc enzym vi sinh vdt

Lipit 13 mot nguén quan treng d€ sin xudt cde hop chit thom. G thuc
phdm, lipit duoc khir hodc bign doi nhd cdc enzym cé sdn trong nguyén licu
thd hodc enzym dugc tao ra do qua trinh phat trién cha vi sinh vat, Trong
phin ndy, ching 101 mo ta viée tao ra cdc hop chat thom 1w nhi¢u ngudn khic
nhau : lacton, green notes va ionon, chi yéu tap trung vao nhirng diém dac
biét clia cdc phan vng trong moi trudng di thé : tic dong hod 1y lien quan
dén sy tuong téc gilta co chat, san phim va xiic tdc sinh hoc, su chuyén hod
giifa cac pha va va su phan huy cha lipit trong 10 bude oxy hod can thiet
trong cdc thi¢t bi phan ing.

Céac chél thom (huong liéu) ¢6 sitc hap dén dac biét bai né lién quan dén
huong vi chia thue phim. Theo quan diém khoa hoc va cong ngheé, finh vuc
niy ¢é tinh hip dan cao do ¢6 thé ¢4 nhidu nghién ctiu dong thoi ¢ cdc khia
canh khoa hoc khac nhau. Chét thom 13 két qua sy ¢6 mat cla cic hop chat
dé& bay hoi ¢6 tinh chat hod hoc va hod 1¢ da dang. Viéc ch& bién hon hop
nguyén liéu thuc phdm thd gdm nhicu yéu 16 phu thuoc vao tinh chat cia
méi thanh phan. Thay déi cdc thong so trong qua trinh ché bien, ty 1¢ giia
cdc thanh phan dan dén viéc tao ra cic hgp chat "yé€u hon” va mang tinh
"nhan tao" hoic tinh "hod hoc”. D¢ tao ra "huong thom ty nhién va chin
that" trong mot quy trinh sin xuft san pham cdn mot két cau va thanh phan
diic bict. DE 1a0 ra cdc chat thom ndy, cin c6 mot pho rong cic cau tr huong
thom khdc nhau.

— Cdc cdu 1ir huong thom ndy ¢6 thé duge chiét xudl tir hoa, qua... thyc
vat nhung néng do cdc thanh phan cau ur trong san pham cin (ueng dong so
v6i & nguyén licu tr nhién, Viée ndy ¢6 thé tan dung duge ngudn nguyén
liéu tu nhién tuy nhién thudng khong dat hiéu qua kinh t€ cao.

— Phén 1én cdc ciu tir them duge téng hop bang con dudng hod hoc tao
ra cic hop chit este hodc glucozit. Cdce san phdm nay khong duge nguoi tieu
dung dén nhan, dic bigt ta vung Tay Au, & day ho wa chuong san pham tir tu
nhién hon.

~ Mot phuong 4n thay the d6 13 st dung enzym hoac vi sinh vat d¢ san
xuit cic hop chét thom tir co chat wy nhién bang con duong hod sinh. Thach
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thirc dat ra la viée 6i€p xic giira ngudn co chat doi dae va enzym ¢6 hoat tinh
cuo. Trong diéu kién thich hgp ¢6 1hé 120 ra san pham vai gam chat thom/kg
nguyén liéu thay vi vai mg/kg nguyén liéu nhur trong cdc nguyén liéu the.
Cdc hop chit thom tao thanh duge goi Ja "ty nhién” béi chiing duoc tao ra tir
cdc san pham nong nghicp thoéng qua hoat tinh sinh hoc tir nhién (enzym va
vi sinh vat) va nhd dé ty 1@ cdc dong phan (isomers) va déng vi (isotops) cha
cdc chat thom niy ¢6 thé so sdnh duge vdi san pham chiét xuat tir tu nhien
khong nhu cdc chat duge téng hop hod hoc. Mic dit san luong ctia mot s6
qua trinh t6ng hop sinh hoc 12 cao nhung cdc san pham tao thanh vin cé gid
thanh dat hon so véi cde san phiam dugc téng hop hod hoc.

~ C6 nhiéu nhém cdce hop chdt thom khdc nhau va ngudi ta phan loai céc
nhom nay khong chi dya vao cdu tric hod hoc, dac tinh hoa |y hay tinh chét
cam guan ma thuc i€ thudng st dung hon 13 dua vao co chat ( vi du chil
thom duoc tao thanh tir lipit — phan loai theo lipit).

~ Bang cidch phan loai theo nguén co chat thi cac hop chat thom tao ra tir
lipit 1a mét trong nhitng nhém quan trong nhdt, bao gdm cic axit béo dé bay
hoi hoac cic cste, lacton, aldehyt, alcohol, keton va mot s6 nhém khédc nhu
carotenoit.

— Mac du c¢6 rit nhiéu nghién ciu trong viéc tao ra cic chat thom tu
nhién trong thuc phdm nhung chi cé mot s6 it cdc cdu ur chat thom duge tao
ra bang con dudng sinh hoc. Sau day mot s6 vi du minh hoa cic duodng
hudng chinh 16ng hop chat thom.

(6 3 dudmg huéng chinh 12 sir dung dong vat, thue vat hoac enzym vi sinh
vat : chuyén hod carotenoit, con dusng hypoperoxyt lyaza/lypoxygenaza va
B —oxy hoa tao ra cdc san pham twong ung B —ionon, hexen/hexan vi
v —decalacton.

4.4.3.1. Tao ra cac hop chdt thom tir carotenoit

Carotenoit la chat mau tu nhién phan b6 rong rii trong ¢ thuc vat. Chiing
thutng 1a C40 tetraterpenoit hinh thanh wr 8 don vi C5—izoprenoit. Dua vao
h¢ thong cdc lien két doi, carotenoit ¢6 thé bi chuyén hod truc tiép biang vice
hoat hod nhu 14 cdc géc tr do. Ngoai chirc nang chi yéu nhy : quang hop,
photoprotection va dinh dudng, carotenoit con la tién chat thom quan trong.
Huong thom duge tao thanh phu thudc vdo s luong cacbon va vi tri cha
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nhém oxy hod. Ching duoc hinh thanh théng qua su oxy hod bdi enzym va
quang oxy hod {photo—oxidation} tir cic carotenoit trong thuc vat (hoa qua).
Nhimg thanh phan dé bay hoi ndy rit quan trong trong cong nghiép san xuat
chat thom va nudc hoa. Cu thé, ionon duoc tim thay trong rat nhiéu huong
thom hoa qua nhu : qua mam x6i, ddo, mo va mui cha mot sé hoa nhu violet.
D3 ¢6 rat nhiéu cong trinh nghién ciu vé viéc san xudt ionon tir carotenoit sit
dung enzym, nhiét va vi sinh vat.

§E i

-
Co .~ (S 14] R R K|
4-vxosophoran safranal dihydroactinidiclit [rwonon J-damascencn

Hinh 4.3. Sy tao thanh mot s& hgp chat thom sau khi phan ¢t carotenoit

4.3.3.2. Tao ionon bdng xit Iy hod ly

Dua vao tinh khéng bén chia carotenoit & nhiét do cao trong diéu kién ¢
oXy. nguti ta ¢6 the tao ra cdc chat dé bay hoi thong qua viée xir Iy 1y hoc
cdc chit carotenoit. Mordi va cong sy da phan tich cdc san pham hinh thanh
trong qud trinh tu oxy hod (autoxidation) ctta 3 —caroten trong benzen :
trong vai git dau carotenyl va peroxycarotenyl duge tao ra sau dé phan iing
v B —caroten tao thanh J —~ionon, epoxy—B —ionon va dihydroactinidiolie.
Cdc hop chat nay cling duoge tim thdy trong qud trinh ty oxy hod cia tat ca
cic trans— 3 —caroten & hé thong lipozoman, noi cdc géc v do duoc (ao ra
nh¢ xtr Iy nhiét & 37°C cta AMVN (azo-bis(2,4—dimetyl valcronitrile)).

Crouzet v cong sur chi ra rang ddu tién B —caroten dugc oxy hoa md ciu
tric (cpoxidised) va sau dd bi phan cat trong qud trinh xir 1y nhiét, két qud 1a
hinh  thanh  5,6—cpoxy—p —ionon, dihydroactinidiolit, [ -ionon va
B —xycloxitral (hinh 4.4). Budng huéng nay da duge dé cap dén trong thoi
gian gan day,
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5,6-epoxy-fB-caroten

—

XA ot
S| s

B-caroten \ l B-ionon

5,8-epoxy-B-caroten dihydroactinidiolit

L

Hinh 4.4. Sy phan cit B-caroten tao thanh B-icnon
va cac hop chat lién quan.

D¢ tao ra cic hop chét thom "ty nhién" tir carotenoit, mot s6 tac gia khac
cling di sir dung enzym hodc vi sinh vat cho muc dich nay.

4.3.3.3. Tao ra ionon nho enzym vi sinh vdt

Mot s6 ndm moc ¢é chira cdc enzym nhur @ polyphenol oxydaza va
lipoxygenaza ¢d kha nang déng oxy hod B —caroten tao thanh cac hop chat
dé bay hoi. Lafosse chi ra rang, cdc chung ndm méc : Gyromitra escidernta,
Clitocvbe geotropu va Fibroporia vaillunti c6 kha nang chuyén hod
carotenoit thanh B —ionon va damascenon nhung hi¢u sudt chuyén hoéd thap.
Gan day, Zorn va cong su da kiém tra su phin cit 3 —caroten thanh cdc hop
chat thom ciia 10 chiing nam mdc khac nhau. Dihydroactinidiolit 1a san pham
duy nhét duge hinh thanh trong méi trudng nudi ciy chim cha céc chung nam
moc  Ganoderma  applanatum,  Hypomyces  odoratus,  Kuehneromyces
mutabilis va Trametes suaveolens. Khi st dung dich néi cia moi truong
(khong ¢6 hé soi) tir 5 loai trén, hdu hét sy phan huy [ —caroten duge
quan st thady sau 12 gid. Trong moi trudng nudi ¢dy cla cdc chung
Isclinoderma benzoinum, Marasmius scorodonius va Trametes versicolor
thu dugc cdc san pham dé& bay hoi (chuyén hod tir carotenoi) trong dé chi
yéu 12 B-ionon vAd cd rit it P —xycloxitral, dihydroactinidiolit va
2-hydroxy-2,6,6~trimetylxyclohexanon. Ngudi ta da s dung phuong phiap
do quang dé kiém tra mot phan hoat tinh enzym phén cat B —caroten cla
chung M. scorodonius.
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4.3.3.4. Tao ra ionon bdng enzym

Trong tu nhién, ngudi ta ¢6 thé tao ra ionon tir carotenoit nhd tic dong
cta hén hop cac enzym. DA ¢6 cdc nghién ciu vé vige sir dung enzym dé
oxy hod cdc B-caroten thong qua vi¢e tao thanh cdc géc tr do (enzym tao
thanh cdc géc te do — oxy hod B —caroten).

Co ché cua qud trinh tuong ty nhu con dudng tdng hop hod 1y (di duoc
d¢ cap & trén). Mot s6 enzym dugc sir dyung dé oxy hoa [ —caroten trong moi
truong long : phenoloxydaza, lactoperoxydaza, lipoxygenaza va xanthin
oxydaza.

Bosser va cong su (1994) dd nghién ctiu va chi ra ring xanthin oxydaza
cd tiém nang 16n trong viée tao ra cic goc tu do va duge sir dung d€ tao ra
B —ionon.

4.3.3.5. Tao ra ionon bang lipoxygenaza

Nghién cdu sy dong oxy hod cha p —caroten trong méi trudng long cé
mat lipoxygenaza. Qud trinh tién hanh qua 2 giai doan.

— Dau titn, tach axit béo tir ddu thuc vat nhd lipaza, sau dé axit béo sé
phan dng véi lipoxygenaza tao thanh géc tu do. Cic g8c tir do niy s& tuong
lac voi P —caroten (ao thanh B —ionon va andehyt.

— Nguoi ta da tién hanh nghién ciu véi hé thong nghich dio
(reserve—miceller system) nhung nhimg ching c6 tdc déng véi oxy chi hoat
hoda trong pha long — noi s6 luong co chal it va san phdm tao ra khong déng
ké (Waches va cong su).

4.3.3.6. Tao ra ionon bang xanthin oxydaza

Xanthin oxydaza (XO) la enzym c¢6 mat trong sira. Enzym nay di duoc
nghién ctiu tir hang the ky truée va dén nay vén tiép tuc duoe nghién ciru &
khia canh dong hoc v6i viéc nhan biet cic g6c v do ma ching tao ra. Boser
va cong sy da nghién citu viée tao ra ionon nhy XO. Phan img déng oxy hod
thuc hi¢n boi XO phiic tap do su xuat hién cta 2 phan tng : XO xic tac su
oxy hod tao thanh axetaldehyt, sau dé chinh XO phan cit B —caroten tao
thanh cdc hop chit thom (hinh 4.4).

Tir nhimg gir ddu tién, B —caroten nhanh chéng chuyén hod qui tao
thanh B -ionon, 5,6—epoxy—p —ionon va dihydroactinidiolit. Tuy nhién, hiéu
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sudl chuyén hod [ -caroten thdp bdi cac pdc wr do cling phan tng vdi cdc
ionon, B¢ trinh sy phan huy san pham, nguoi ta da nghién cdu qud trinh
dong oxy hod f§ —caroten trong méi truong 2 pha vdi su tac dong cia XO.
‘I'rong mol pha 16ng, su chuyén hod  —caroten dat 15% sau 6 gidy nhung siu
do6 san phdm bi phan huy va chi con 99 sau 24 gio. O mai truémg 2 pha
chita 10% hexan hodac 10% benzen, lugng ionon tao thanh tang gip 11 fan.

Trong hé théng 2 pha, viéc chuin bi B —caroten la quan trong. Néu
3 —caroten bi hoa tan trong pha hitu co va néu enzym va co chit cua né ¢
pha 16ng thi viéc chuyén hoa 3 —caroten khong xudt hién (do cnzym va co
chat khong tiép xic vé B —caroten). Nguoge lai, néu B —caroten phan tin
trong pha long (bd sung Tween) thi qué trinh déng oxy hod B —caroten xuat
hién. Vi vay., dung méi hiru co duoc bod sung chi dé chiél san pham cla phan
ting. Hi¢u suit chuyén hod f —caroten trong dung méi hitu ¢co (mai truong 2
pha) cao hon trong méi truong 1ong. Ticu chi quan trong nhat dé lua chon
dung moi hitu co 12 phai hoa tan (6t san pham tao thanh ma khong uc ch&
enzym. Hexan vi benzen cho phép XO cé hoat tinh cao trong khi nhiéu dung
moi phan cuc khdc, nhu diclorometan khong ¢6 su oxy hod xuit hién. Diéu
nay khang dinh riang viéc kim hdm hoat tinh enzym phu thuéc vao do phan
cuc cua dung méi.

Pé thu duge hiéu sudl chuyén hod cao, 1i€p tuc nghién ciiu su déng oxy
hod [ —caroten trong moi truong 2 pha. Vot muc dich do, nguoi ta da thay
doi ty 1¢ dung moi va bé sung thém chat ¢ hoat tinh bé mat. Bing viéc 16i
ru hoid cdc thong s6 nay da thu duwoe ty 1é chuyén hod lén 16t 34% trong hé
thong 2 pha chita 50% dung méi va thém Tween. Nhimg két qua nay Jam noi
bat viéc duy tri nong do co chit trong thoi gian phan ting & pha long trude
khi chi€t san pham.

Ngay nay voi sy két hgp nhilng tién bo cua cong nghé gen trong vi sinh
vat, viéc thu nhan nhiéu loai hop chat thom tir carotenoit nho cac chat xic
tac sinh hoc ¢6 thé ting trong nhing nam t6i, dac biét 1a B ~damascenon
hodc B —ionoen — 1a cdc chat duge ky vong cao.

4.3.3.7. Tao ra green notes bang con duong lipoxygenaza/hydroperoxyt lyaza

Céc aldehyt va alcohol dé bay hoi la thanh phin chinh cho cam gidc
tuol va xanh trong rau va hoa qua. Ching duge tao ra & thuc vt trong nhicu
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diéu kién khic nghict (stresses) va chung déng vai tro chinh trong co ch&
phan v¢ ¢ thuc vat. Axit béo khong no géom 18 C (C18 polyunsaturated) bi
oxy hod tao thanh 9—, 10— hoac 13- hydroperoxyt tuy thuoc vao hoat tinh
xtc tdc dac hiéu cua lipoxygenaza. Sau do, nhimg hop chat nay bi cit boi
hydroperoxyllyaza tao thanh cdc aldehyt ¢6 C6—, C9— hoiac C10- va bi khu
thanh alcohol bagi alcohol dehydrogenaza ndm men.

lipoxygenaza
Axit béo CI8 » 9—, 10~ hodc 13— hydroperoxyt

Hydroperoxytlyaza

aldehyt C6, C9-, C10-

Dehydrogenaza

Alcohol

4.3.3.8. San xudt green notes bdng con duimg cong nghé sinh hoc

Nguoi ta da bat chude (hodc mo phong) con dudmg chuyén hod tu nhién
& thue vat tao ra green notes dé€ san xuat ciac aldchyt va alcohol tu nhién.
Trong nganh cong nghiép chit thom, chit ¢é nhu cau sir dung nhiéu nhat 1a
cis—3—-hexenol va trans--2-hexenal, bén canh d6 ¢on ¢6 2,4-dexadienal.

Trong qua trinh san xuat co ban, nguon lipoxygenaza va hydroperoxytlyaza
tir b tdo ép hoac bot dau tuong duge bé sung vao nguyén fiéu chira axit béo
khong no (dau thuc vat). Tuy nhién, khi m& rong quy mé gap khé khan 1a
tinh khong on dinh ciia hydroperoxyt lyaza. Mac du enzym nay ¢é nhay cam
hay khong véi hydroperoxyt hoac vdi san pham vin chua duoc khang dinh,
nhung hoat tinh ctia enzym nay giam nhanh trong moi trudng. Hon nifa,
trong dich chiét tho thutmg ¢6 hoat tinh izomeraza ¢6 tic dung chuyén hod
cis—3—hexenal thanh trans—2—hexanal.
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B & i s 1T i P L NP N ¢ 1+

Axit linoleic lipoxygenaza Axit linolenic lipoxygenaza

H sbou H SOoH
/"\\/W“\M%(‘Uﬂ“ \/=\>"ﬂ‘a/=\/x/v-v(w"

Axit 13-hydroperox
lincleic

Axit 13-hydroperoxyt
finolenic
hydroperoxytiyaza

Qe e LOON
Axit 12-oxo-cis- S-dodecanoic

|

P N P P N N dleTe |
Axit 12-oxo-trans -10~dodecanoic

Cis- 3-hexenal

hexanal

R ]
Trans- 2-hexenal

Alcohol dehydrogenaza

Hexanol Hexenol

Hinh 4.5. Sy phan cat cac axit khang no C18 theo con dudng
lipoxygenaza/hydroperoxyt fyaza va t8ng hop green notes

4.3.3.9. Tao ra cdc hop chdt thom thong qua con duong P-oxy hod
{y—dexalacton)

P —oxy hod 1a con dutmg chuyén hoi hod sinh co bin lien quan dén su
phan cat cdc axit béo. N6 tdc dong dén axyl-CoA va bao gom chudi phan tng
4 budc dé chuyén hod tir axyl-CoA giai phong 2 cacbon vi mot axetyl-CoA.
Chuéi phan img nay duoc 1ap lai cho dén khi hoan thanh qua trinh oxy hod tao
ra cic cdu tir d€ bay hoi & dang chudi ngin hoac trung binh.

Trong cdc san pham & hinh 4.6, y —~dexalacton 12 thanh phan chinh mic
dir vanillin ciing cé thé duoce tao ra tr qué trinh B ~oxy hod.

Nhimg nam 1960, Okui va cong sy da phdt hién ra kha nang tao ra
lacton bang con dudng sinh hoc trong nghién ciu vé qua trinh di hod cac
hydroxyaxit wr nhi¢u sinh vat. Candidu tropicalis phan huy axit ricinolic
thanh axit C16, C14, C12, 16ng hop y —dexalacton, mot lacton (hé hi¢n i
hoa qua va tinh dau va 1a lacton quan trong trong viéc hinh (hanh huong
thom ctia dao, mo hogc dau tay.

Nam 1999, san lugng céc chat thom dat 10 tan 1am gid thanh giam dang
ké tir trén 10000 USD/kg (nhitng nim 1980) xudng con 300 USD/kg nam 2004.
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Céac nha san xual chdt thom dan quan tam dén viéc ha gid thanh san xuat.
biéu nay dan t6i sy thay doi trong dinh hudng nghién ciu & linh vuc nay.
Trudce kia, ho chi trong viée sang loc cic chung vi sinh vit va chon loc digu
ki¢n nudi cdy rrong khi hién nay nguoi ta chd y dén co ché chuyén hoi sinh
hoc cua cac hydroxyaxit.

Chudi axyl-CoA

-oxy hoa

Y Lacton bac hoa,
B Axyl-CoA este, axit beo...
oxydaza
]
— Lacton khéng bagc hoa...
Enoyl-CoA
hydrataza
Chu
trinh tacton khéng bdo hoa va lacton
B-oxy 3-hvd c — hydroxyl, metyl xeton (sau khi
hoz ydroxyaxyl-CoA decacboxyl hoa va oxy hoa)
oa dehydrogenaza
Metyl xeton (sau khi
decacboxyl hoa)
3-xetoaxyl-CoA
| thiolaza

-~ \anillin

Hinh 4.6. Chu trinh B—oxy hod va su téng hop cac hgp chat thom

4.5. Téng hop axit docosahexaenoic (DHA)
4.5.1. Cdc axit béo khong no

Viéc dinh s6 cdc axit béo thuimg duge bt diu tir nhém cacboxyl cho
dén nhém metyl (cacbon n). N&i doi duge ¢hi biang k¥ hi¢u A ¢6 kém theo
chir s0 wwong ng vé6i nguyén tir cacbon ddn tién tham gia vio lién két kép
do. Nguoi ta ciing hay ding dau " :" tiép sau con s6 chi s6 cacbon clia axit
b€o, sau dau " :" 1a con 6 chi s6 néi doi trong mach va sau cuing 12 cic con
6 chi vj tri chia cdce néi doi duge dat trong ngoic don.
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Ngoai ra con cd cdch goi tén cia nha hoa sinh, theo danh phédp nay,
cacbon thit 1 1a nhém metyl tdn cung. Vi tri cua n6i doi cudi cung duge chi
bang chit w va tiép theo 1a chir s6 chi s6 tha o cha nguyén tir cacbon ddu
tién tham gia vao lién két nay.

Cic axit béo khong no chira nhiéu & trong cic lipit, thuong ¢6 1, 2 hoac
3 nhém alkyl o trong gdc axyl ctia ching (CH, = CH-CH,-) (bang 4.3).

Céc axit béo ¢6 ndi doi co 1ap {6 nhém metylen cit xen vao gilta hai
néi doi cis) thudng dugc coi Ja axit béo kiéu izolen hay axit béo c6 néi doi
khong lién hop hay axit béo ¢4 ndi doi dang malonic,

Khi néi doi duge uinh tir ddu nhém mety! thi ¢6 thé chia axit béo khong
no thanh 3 ho w :

— 3 : axit linolenic

— g : axit linoleic

— 0y : axit oleic

Axit erucic (22 :1) chi ¢6 trong mu tat thudc ho wy. Axit arachidonic
(20 :4) ¢6 trong thit, gan, m& lgn va tring gia cdm 14 thude ho o ¢, trong khi
cac axit béo tir C—C5, voi 5 hoac 6 ndi doi thudng hay gip trong lipit cia
c¢d lai thude ho w 5.

C6 mdt moi quan hé vé hinh thite tén tai trong moét s6 axit béo khong no
kiéu olefin, trong dé vi tri cta n6i doi duge danb s6 tir ddu nhém cacboxyl
Axit oleic, axit palmitoleic va axit myristoleic thudc ho 9 (bang 4.3). Hai
axit béo sau 1a nhimg hop phén it quan trong trong cac thuc phidm cé ngudn
goc dong vat hoac thue vat.

Cac axit béo khong no cé ciu tnic khic thudng véi mot néi doi trans va/
hoac nhimg néi d6i luan hop. Cic axit béo khong no trans nhu thé ¢é thé coi
la nhimg san phdm tao ra trong cdc qud trinh cong nghé (xir 1y nhiét, 1am
ctng dau). Axit béo dang trans clia axit oleic thudng ¢6 trong m@ ciru, ¢on
dang trans cua axit linoleic (hi lai tim thdy trong hat chilopsis linearis.

Céc axit béo c6 noi déi lien hop véi 2, 3 hodc 4 noi doi thudng hay gip
trong moi s6 hat co dau, song khong doéng vai tro dinh dudng cha ngusi.
Chang han nhu 2 axit ¢6 trong tu nhién v6i 3 n6t doi lien hop song chi khac
nhau v¢ ciu hinh cta 1 néi doéi & vi tri thit 9 (cis, trans).

Cdc axit béo khong no, do cdc néi doi coa minh khong thé quay tu do
dugc nén tao ra nhilng xoin cimg doc theo chudi cacbon. Tuy nhién, mét
phan ur khi c6 n6i doi dang trans it bi bé cong hon khi ¢6 néi déi dang cis,
ching han cau hinh dang cis cha n6i déi trong axit olcic di lam manh
cacbon bé cong di mot goc khoang 40°,
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Bang 4.3. Cac axit béo khéng no

e . T
BN Cau tric Tén chung nong
rut gon i chity °C)
A. Axit béo ¢6 161 d0i khong Tién hop dang cis .
Ho w—-9 ) _ )
18 1 (9) CH,~(CH,),—CH = CH-CH,(C11,),-COOH|  {Axitoleic | 134
2203 QM) COO,  [Axitenicic | 347
21 1 (15} " ~~(CHy,, COOH Axit nervonic|  42.5
fHo w-6 e _—
18:2(9.12)  [CH~(CH,),~(CH = CH -CH,),~(C11,),-COOH|  [Axitlinoleic | -5
183 (69,12)  ~(CH = CH-Cl,) - (C11)-CO0H| |7 Linolenic
((,;)2__[[) 21 15) ~(CH = CH-CH.),~(CHy,-COOIT| - Archidonic | —49.3
H(} W — 1’ - _ .
18:3 (9.12,15)]  CH,CHCH = CH-CH,) ~(CH)~COOH| [ a Linolenic | 110
(s.x,??, fa.m ~(CH = CH-CH)~(CH,), COOLLLy [Leosapentae
226
(4.7.10.13, -{C1 = CH-CH,)—~(CH-COOH glli‘)’iﬁ”““h““c
16,19)
Ho w-9
18:1(9) CI-i_.-(CHj}EEi-[:.- CIL ClL, (CH,), COOH| [Axitoleic | 134
';m 1Y) . {C1Hy)—CH = CH-CH,(CH,)~COOH ;::;:Limleic 0.5
14:1 (9) CH~CH,)—CH = CH-CH,~(CH,),-COOH Axit
myristoleic
B Axn bu) cO ndi doi l\hong llul hop dang trans T
18:1 (1) 1 —(CH,), CH = CH=(CH,), COOH|__ |Axit Lilaidic | 46
18:2 CH—(CH,), CH = CH -CH,-CH =} | Axu N 2
(tr4, 1r12) Cii- (CHE)? COOH linoclaidic
C. Axil béo ¢6 ngi doi lien hap
3 H,~(CH,)—ClH = = - . .
(91rl}x|'1hrl3) ol C(HHC(I({“HL):H( SI(LH o Bleostearic | 48
3 CH,~(CH,), CIl = CH-CH = ClI-CH = _
(lrgllr?“r]}) H--(C )1 CHo(CI1,),—COOH 3 Eleostearic | 71,5
e CH—CH,~(CH = CH),~(Cl1,), - COOH o
' 9.11.13.15) (Hinh  hoc cua cdc nét doi chua  duuc Parinaric 85,0
3 .. |xac dinh) o




OOH

Trong khi d6 axit elaidic tvong tng c¢6 cau hinh dang trans thi c6 mat
cacbon bi rdt ngan di mot it song vin gidng nhu dang manh thang cua axit
stearic

\/\/\/\/\/\/\/\/\COOH

Mic do gép cua phan tir axit béo ciing dugc gia tang Ién khi s6 lien két
doi cis tang Ien. Do vay, 4 ndi d6i cis trong axit arachidonic s& lam léch khoi
dutmg thing mot goc 165°.

Cic axit béo ho omega 6 (»~6) va ho omega 3 (0-3) 12 nhiing axit béo
can thi€t cho con ngudi. Tinh cdn thiél cha cdc axit béo m-6 va w—3 ddi v6i
con ngudi la do cdc mo dong vat khong ¢6 kha nang dua duoe cic néi doi
vao nhitng vi tri uu tién trude cacbon 9 tinh tir ddu mit omega. George va
Mildred Burr da dé nghi coi cdc axit béo sau 12 nhitng axit béo can thiét :

— Axit linoleic (hay axit 9, 12 — octadecadienoic, ky hi¢u 18:2 »-6) :

do trong phan tr c6 mot lién két d6i & cacbon 6 tinh tir dau nhom metyl
(carbon w).

Axit linoleic khong thé duoc tdng hop bdi co thé ngudi. Axit nay va cdc
axit thanh vién khdc ctta ho ©-6 dugc coi 1d nhimg axit béo can thict doi hoi
phdi c6 d€ xay dung nén bo khung cho cic mang sinh chat.

— Axit arachidonic (hay axit 5, 8, 11, 14 — eicosatetracnoic, ky hi¢u 20:4
@—6) : do noé ¢d 20 nguyén nr cacbon va 4 néi doi trong dé ¢6 mot néi doi
dinh vi & vi tri »—6.

— Axit a~linolenic (LNA) (hay axit 9, 12, 1§ — octadecatricnoic, 18:3
®—=3} : ¢6 18 nguyén ter cachon va 3 néi doi, trong dé c6 mét néi doi dat & vi
tri cachon ®-3,

— Axit cicosapentacnoic (EPA) 13 mot axit béo ontega—3 (w-3) : Trong
cac tai licu vé sinh Iy con cé ten 20 :5 w-3. N6 ciing ¢6 tén goi thong
thuong 1a axit timnodonic. EPA 13 mot axit cacboxylic ¢6 20 nguyén tir
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cacbon vil 3 nd1 doi cis, trong d6 noi doi dau tién diat ¢ cacbon thir ba tinh tir
diu cuéi omega.

Co thé ngudi thu nhan duoc EPA khi 4n cdc ¢d béo hoac dau cd nhu gan
cé bién to, ca trich, cd thu, cd héi. EPA cling ¢6 trong sita me. Tuy nhi¢n, ca
khéng san xudt ra duoc EPA mot cdch wr nhién mi cd thu duge EPA khi ticu
thu cic vi tao. Cdc vi 120 ¢6 thé coi nhur mét ngudn EPA thuong pham. EPA
thudng khong cé trong cac cdy thugng dang ma chi ¢6 ¢ dang vét trong rau
sam. Vi tao va nhiing phan phu tr vi (3o 1a nhiing nguén cung cap dang cha
¥ cua EPA va cic axit béo khdc boi EPA tir ¢i thuding ¢6 chifa cac doc 16 do
6 nhiém.

Co thé ngudi ciing ¢6 thé chuyén hod axit o-linolenic (LNA) thanh
EPA, song vdi cdch nay it hiéu qua hon nhi€u so vdi khi hip thu EPA tu thuc
phim ¢6 chida né. Ngoai ra, LNA von 1a mot axit béo can thict nén phai
duoc dam bio cung cap mot lugng thich hop. Hon nita EPA ciing 1a mét ché
tién than ciia axit docosahexacnoic (DHA), néu trong thitic an khong chua ca
EPA va DHA thi EPA phii c6 mat véi mot mitc dt dé vira dam bao cho nhu
cdu trao doi chat vira dam bao cho viéc chuyén hod dén DHA.

4.5.5.1. Y nghia ldm sang

EPA ¢6 hi¢u ing iic ch& dén cidc enzym cua gan CYP2CY va CYP2CI9.
Khi liéu lugng cao EPA ciing c6 thé iic ché hoat dong cta cdc CYP2D6 va
CYP2A4 14 nhimg enzym guan trong lién quan dén su bicn déi chal coa cdc
chdt thudce (drug).

EPA di cho thdy ¢6 nhiing bicu hién lam gidm hoac ¢ ché su (ién trién
cua bénh ung thu vii ciing nhu hé trg trong diéu tri ching u tuy ¢ nguoi.

— Axit docosahexacnoic (DHA) : 22 :6 (w -3) la axit 4, 7, 10, 13, 16, 19
hexaenoic hay con goi 14 axit cervonic, 1A mot axit béo can thiét thuoc ho
w-3. Vé cau tric hoid hoc, DHA 1a mot axit cacboxylic c¢6 22 cacbon va 6
néi doi cis, trong d6 ndi doi ddu tién dinh vi & cacbon thir 3 tinh tir dau
omega

HO 1 7 10 i3 16 CH;
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Diau ca ral gidu DIA. Da phin DIHA trong cé va nhitng co (hé phic tap
khic deu bat nguon tir cdc vi tao quang hop va di dudng réi cing ngly cing
1ap trung ¢ trong cdc co thé nhu the nd di chuyén doc theo chudi thic an.
DHA thuong pham thuong duoc san xudt tir cide loai vi tio di dudng nhu
Crypthecodiniumcohnii va Schizochytriumm SR21. Thraustochytrium strain
G 13 (Sitsma and Swaaf, 2004 ; Swaaf et al, 2003).

Da s6 dong vat qua trao déi chét cling tao ra duge mot luong rét it DHA
thong qua ti€u thu axit alpha—linolenic, m¢t axit béo omega—3 tim thiy
trong thuc vat, dong vat va trong sira.

DHA ta mot axit béo guan trong trong photpholipit & tinh tring va trong
photpholipit 0 b nio, dac biét la trong vong mac.

DHA trong thic an c6 thé lam gidm nguy co cdc bénh vé tim do né 1am
giam thi€u dugc muie triglyxerit & mdu clha ngudi. Mic DHA théap 13 do n6
phdi diing dé ha thdp miic serotonin & bo nio o lién guan véi bénh ADHD.
bénh Alzhcimer.

4.5.1.2. DIIA la hop phan cdu tao nén hé thdn kinh trung wong

DHA la axit béo cin (hi¢t chiém luong nhiéu nhat trong bo nilo vi trong
vong mac. N6 chiém t61 40% luong axit béo da néi doi trong bd nio, 60%
axit béo da noi doi cha vong mac va chiém 50% khoi lugng clia mang sinh
chat cua té bao than kinh (noron) (Mcharban Singh, 2005).

Trong tat ca axit béo thi DHA ¢6 tdc dung rong rdi nhat dén thanh phin
axit béo da noi doi cla bo ndo (Youdim KA, Martin A, Joseph J.A, 2000).
DHA thuong cé trong 3 photpholipit : photphatidyletanolamin, ctanolamin
plasmalogen va photphatidylserin. DHA diéu bién su van chuyén cic (hé
mang trung gian ctia colin, glyxin va (aurin, diéu bién su van hanh cia céc
kénh kali ¢6 diéu chinh bi cham & va cling diéu bién ca sy dip img cla
rodopsin ¢6 chifa trong cdc tii (bong) xinap.

Tinh trang thi¢u hut DHA thudng din dén su sa sit vé nhan thirc.
Photphatidylscrin thudmg ki€m soil su tr chét (apoptosis) va mic DHA thap
s¢ lam ha thap photphatidylserin cha t&€ bao thén kinh va lam gia tang su chét
cta t& bao than kinh. G trong vo dai ndo cla nhimg bénh nhan cé tricu
chimg chédn nin nghiem trong (bi buén chan trdm irong) mitc DHA thudng
bi suy kiét.
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4.5.1.3. DHA va ung thu

DHA kKim hiim duge sy sinh trudng cua 1€ bio ung thu rudt ket 0 ngudi
(Kato T & al, 2002 ; Schonberg S.A & al, 2006) manh hon cdc axit béo da
noi doi omega—3 khic. Hiéu dng gay doc 1€ bao cua DHA khong phai do
su peroxy! hod cac lipit hay bat k¥ su hu hai do oxy hed nao khic duge gia
tang ma 12 do edc chil dicu hoa sinh trudng ¢ trong 1€ bao bi giam sit. Tuy
nhién, cdc kidu ung thu khidc nhau s& tuong tde véi cde axit béo da ndi doi
mot cdch khdc nhau va s€ bicu hién do nhay cam khdc nhau doi voi cae
axil béo da noi doi. Nguoi 1a cling da chitng minh DILA Tam tang tinh hicu
qua cta licu phap hod hoc doi véi 1€ bao ung thu o tién liét tuyén (Shaikh
IAA & al, 2008).

4.5.1.4. DHA v6i phu nit 6 thoi ky thai nghén va thoi ky tiét siva

Nong do DHA & trong sita me chiém khoang vr 0,07% t6i hon 1% 16ng
luong axit béo, trung binh khoang 0,34%. Mdac DHA trong stra me coONn cao
hon néu nguoi me an nhicu ¢i.

Gan day ngudi 1a chi y dén DHA hon va coi DHA nhy mot thue an bo
sunig cho phu nit trong thi k¥ thai nghén nham cai thicn su tap trung va su
sac bén cua thi gide. Khi mde DHA ¢ trong dich tuong va trong hong ciu
thip s& kéo theo sy phit trién cba vong mac ngheo nan, tinh sic sao cua thi
gidc thap vi su phat trién ciia nhan thite kém. Trong mot nghicn ciu gan day
cho thay, axit o--linolenic 12 mot nguén DHA cua bao thai.

DHA lam cho cong thic sira nhan tao cho tré em giéng voi sita me hon
cong thitc sita pha ché ¢6 chiia axit a —linolenic va axit linoleic von 1i hai chat
tién than coa DHA. Cong thite sita nhan tao bdn & Bac My dé s(t dung cdc lipit
tong hop tir cdc vi sinh vét lam nguén DHA (Connell Gary J.et al, 2001).

DIIA duge coi 1a rat hitu ich v6i nhitg ngudi c6 tién sir vé bénh tim, v6i
nhitng tré¢ em dé s6m dé ho trg va nuoi dudng cho sy phdt trién cha b ndo
duge khoe manh, dic biét 1a ¢ tr¢ nho. Mot s6 DHA duge sin xuat ra bang
cach trich ly tiy tho 1a nhimg san pham an kiéng.

Mot nghién ctu (Clandinin M.et al, 2005) cho thiy tré sinh thiéu thang
duge nudi bing cong thic sita nhan tao clia tré o sinh duge tang cudng bang
DHA 14y truc ti€p tir tao thudng ¢d trong lugng co the tot hon nhing tré nudi
bing cong thic dwoc tang cudng DHA tr dau cd. Mat khdc lai khong cé
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nguy cd b nhiém cic chat doc hai nhu metyl thuy ngan hay dioxin von cé
mat trong ca va dau cd. Dicu nay dac bi¢t quan trong doi vdi phu nit ¢6 thai
va doi véi tré em dang b sita.

4.5.1.5. DHA va EPA trong ddu cd

Déu cd thudbng duge bin rong rai dudi dang vien nang boc gelatin c6
chita mot hén hop cdc axit omega~3 bao gém EPA va mot luong nhé DHA.
Cdc nghién ciru da cho thay ddu ¢4 thutmg ¢6 DHA cao vi EPA thap, ¢6 tac
dyng tam ha thap cdc xytokin 12 tdc nhan dé bi viém nhiém nhu cic xytokin
IL—6. Khi bi viem nhiém s& din dén cdc bénh thodi hod than kinh vi bénh
mién dich. Chiing cho thdy ring bé nido binh thudng ¢6 chita DHA ma
khong chida EPA (Vedin Let al, 2008).

4.5.2. Tong hop DHA qua trao déi chdt

DHA ¢6 mat trong co thé ngudi hoac qua duong thic an hodc 1a qua con
dudmg tong hop tr axit eicosapentacnoic (EPA 20 : 5 @-3) thong qua axit
docosapentacnoic nhu la chat trung gian.

Céc con dudng hod sinh cho sy khir bio hoa (desaturation) cdc axit béo
omega—3 va omega—6 chi c6 mit trong luc lap ctia 1€ bao. Vi thé chi ¢ vi
tdo va moét s¢ nam i ¢é kha ning sinh cdc axit béo can thiét (EFA,) nay.
Thuc vat bién va thue vat can 13 nhiing ngudn diu tién ctia axit béo can thiét
trong chudi thic an, cd va cic dong vat bién khic c6 khi ning kéo dai
(clongate) va khtr bao hoa (desaturation) cdc axit béo cin thiét géc dé hinh
thanh nén cdc axit béo khong no da néi déi c6 mach dai hon.

Cac mo dong var dac biét 13 gan ¢6 kha ning kéo dai va khir bdo hoa cic
axit béo can thi¢t goc dé hinh thanh nén diy cdc hop chat thuoc nhimg ho w
twong ung. Axit arachidonic (AA) va axit docosahexaenoic (DHA) cé 1hé
dugc (téng hep) tao thanh tir axit linoleic (LA) va axit «—linolenic (ILNA)
tuong umg song chiing chi tr¢ thanh axit béo cdn thiét khi kha nang kéo dai
va kha nang khir bdo hoa duoc gidi han. ‘Tuy nhién, thuong hay xiy ra su
khir bao hoa canh tranh gifta cdc axit béo omega~-3, omega—6 va omega—9
d6i voi enzym delta—6.desatunaza vi day 1a giai doan kiém sodl ca qud trinh.
Theo Sprecher, phan (g nay duoc xic tic bdi mot delta 4 desatunaza goém 3
giai doan : giai doan ddu tién (giai doan kéo dai), tiép theo la giai doan khi
bio hoa va sau ciing 13 giai doan B -oxy hod & peroxisom va mach bi cit
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ngin dén axit béo da ndi doi c6 22 cacbon. Giai doan cudi cang duge coi la
¢6 sy chuyén déi nguge, Néu trong thic an khong ¢6 hodc thi€u axit béo
omega-3 thi viéc kéo dai va khir bao hoa axit béo omega—6 s&€ lam tang
ding ké axit docosapentaenoic (DPA 20 :5, w —6). Néu ca hai axit béo
omega-3 va omega—~6 thi€u thi axit cicosatrienoic (ETA 20 :3, ® —9) s¢€
duoc tich tu. Ty s6 trien/tetraen ¢6 thé duge dung nhu mot chi s6 cia sy
thi€u hut cdc axit béo cin thi¢t ma khong ¢é gid tri nhu mot dau hi¢u cua sy
thi€u hut cua riéng axit omega—3.

Su chuyén déi cdc axit béo cdn thi¢t gée thanh nhimg axit béo da noi doi
¢6 mach cacbon dai hon 18C thudng xay ra dudi sy diéu khién mot cach cha
dong. Vi thé khi ¢6 cac hiéu Umg cha sir cung cap axit arachidonic s€ lam
cho axit cicosapentaenoic (EPA 20 :5, w —3) va axit DHA khong th¢ tdi sin
xufit duoce khi cung cdp mot lugng twong duong clia AA hodc cia LNA. Tinh
doc nhat vo nhi cia cdc higu iing sinh hoc cua viéc nuél dudng bing sita mc
hoac bing photpholipit dong vat dén sy trao d6i chét cua axit béo can thi€t
dua vio sir cung cdp truc tiép cdc axit béo da néi dot mach dai bang cdch di
vong qua giai doan diéu hoa ciia enzym delta—6 desaturaza. LA trong thifc
an du két hop véi mot s6 dau thue vat, nhél 12 dau rum (saflower), dau hudng
duong va dau ngii coc (corn oil) ¢6 the lam gidm su tao thanh DHA tr LNA
boi [& enzym delta-6 desaturaza thuong bi kim him boi lugng co chat du.
Viéc tao thanh axit arachidonic {AA) thém sé bi giam xuong khi cung cip
thira LA. LA thira, nhu di thdy & cic tré nhoé duge nuéi ¢ ndi tri hoac duge
bé me nudi véi su cung cdp dau ngili coc hodc dau rum nhu nguon axit béo
chil dao thi sé e ché su kéo dai va su khir bao hoa cdc axit béo can thiét goc,
do d6 sé lam gidm su cung cip axit béo da ndi doi much dai can thi€t cho su
téng hop cdc mang. Cac axit béo da ndi doi cua sinh vat bién thudng cung
ing mot lugng AA t6i thi€u da hinh thanh trudc va mét lugng quan trong
cdc axit béo da noi doi mach dai thuoe ho omega—3 da dugc hinh thanh
trede nhu EPA vi DHA (Voss A. et al, 1991 ; Uayy R. et al, 1989 ; Brenner
et al, 1969).

Trong co thé ngudi, DHA ¢6 thé duge sinh tdng hop tir EPA (20:5, o —3)
kéo dai dén DPA (22 :5, w —3) rdi dén C24:5, w -3, sau dd duge khir bao
hoa dén 24:6, w —3 réi ducc B —oxy hod & peroxisom va mach C bi rit ngan
dén DHA (22:6, w —3) theo so do6 ciia Sprecher.
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Chuong V

CONG NGHE MOT SO HOP CHAT
CO HOAT TiNH SINH HOC TU THUC VAT

Tir xa xua, con ngudi da bict sir dung mot $6 cay co dé lam thuc phim,
diéu trj bénh tat va cdc vét thuong. Theo dong lich sit dd hinh thanh cdc nén
y duge hoc ¢6 truyén néi tiéng & La Ma, Ai Cap, Trung Quéc, An b6, chau
Au, Bic My, chau My La tinh...

Tir ché chi biél khai thac cdc cay c6 hoang dai d¢ sir dung, con nguoi da
bict trong trot nhi¢u loai cay luong thue, thuc pham va cic ciy ding lam
thudc, my pham...

Déu the ky XIX, sau khi Seturner chiél xuat dugc morphin tir nhya qua
thude phién vao nam 1805 thi cic nha khoa hoc ma chil yéu Ia cdc nha Hod
hoc va Sinh hoc da tap trung nghién ctu céc hoat chat ¢6 hoat tinh sinh hoc
tr cay o va dé la tién dé cho su ra ddi cta nganh hod hoc thuc vat
(phytochemistry).

Cac nha hod hoc thyc vat da chiét xuét va xdc dinh duge nhiéu hop chit
o hoat tinh sinh hoc cao tir cAy 6 nhu quinin trong vo cay canh kina dé
diéu tri s6t rét, caphein trong hat cafe va 14 ché cé tdc dung kich thich hé
thong than kinh trung wong, vitamin C tir qua chanh, cam ¢é tic dung phong
va diu tri bénh chay médu dudi da cho cdc thuy thi di bién 1au ngay. Ngoai
ra con phit hign duge nhiéu hgp chat ¢6 hoat tinh (rir sau pha hoai cay trong
nhu nicotin cda thuée 14, rotenon cua ciy rude cd, pyrethrin tit cdc. ..

Trong nhimg nam gitra the ky XX, nganh hod hitu co di phat trién va dat
nhi¢u thanh tyu ruc r& trong viéc phdt hiém céc sunfamit, khiang sinh,
hoocmon... dd tdng hop toan phan duoc nhidu thude méi, c6 hi¢u qua diéu tri
cao, tuy nhién phan I6n cic thude quan trong 1a cdc thude 1dng hop hod hoc.

Sau d6 cic nha khoa hoc da phdt hién cac thude téng hop do ¢6 ciu tao
hod hoc ngoai lai véi thién nhién nén gay ra nhiéu tdc dung doc hai cho con
nguol, ma cht y€u 1a gay qudi thai, ung thu vi cdc tai bién nguy hiém nhu di
ung, dice, rung toc... Vi vay, nhiéu nha khoa hoc da tro lai nghién ciu cdc
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hop chal ¢b hoat tinh sinh hoc tir cay ¢6 vi cdc chit ndy ¢6 ngudn goc tur
thién nhién, it doc hai. Nho nhimg cd gang nd lyc d6, nganh hod hoc thuc
vat da dat duge nhiéu thanh qua t6t dep trong linh virc nghién ciu, sir
dung cdc hop chit ¢6 hoat tinh sinh hoc phuc vu cho viéc phong va diéu
tri bénh tat cho con ngudi, san xuat cdc thuoc tru sau sinh hoc cling nhu
cdc my pham.

Pac biét trong vai chuc nam trd lai day, da xudt hién va phat trién rat
rong rii cdc san pham b6 sung dinh dudng (nutritional supplements). D6 12
nhimg san pham thuc pham cé tac dung ning cao siic khoé, kéo dai tubi tho
cho con ngudri. Cac san pham ndy chi y&u cé tdc dung chéng oxy hod
{antioxidant), chdng ldo hod (antiaging) va bao vé& hay ting cudng cic chic
nang hoat dong trong co thé con ngudi.

Tuy khoa hoc did kham phé vi sir dung duoe nhiéu hop chit ¢ hoat tinh
sinh hoc quy gid tir cay co, nhung the gigi thuc vat trén Trdi Dat rat phong
phu va da dang, con rdt nhiéu loai ciy ¢ chua duge nghién ciru va khai thdc.
Theo théng ké thi thé gidi c6 248428 loai thuc vat, riéng nurdc ta ¢6 13766
loai thuc vat trong dé ¢ khoang 3000 cay duge ding lam thudc.

Sau day, chang t6i sé dé cap dén mot s6 nhom chit ¢d hoat tinh sinh hoc
cao, phan bo rong rii trong nhiéu loai thue vat, da va dang dugce khai thic va
dua vao dang dung nhiéu trong viéc phong va di¢u tri bénh tat, nang cao siic
khoé va kéo dai tuoi tho cho con ngudi.

5.1. Cac hop chat flavonoit

5.1.1. Cdu tao hod hoc

C6 thé coi cac flavonoit 1a nhimg din xuat cia croman va cromon, ¢6
khung cacbon C4 — C; (phenylpropan)

0
Croman O

<roman

Khi croman ngung tu véi phenol thi tao thanh flavan.

Khi cromon ngung tu vdi phenol thi tao thanh flavanon.
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Cdc dan xudt cua croman :

B ®

flavan

/

flavanol-3, catechin (khong miw)

7N

OH
OH

Mavandiol-3.4 catechin (khong mau)

leucoantoxyanidin

O_ 7™\

=
OH

antoxyanidin (do, xanh}

S

chatcon (do. tia)

Cdc ddn xudt ciia cromon :

I
O

flavason (khong miu, s¢ ¢d mau 4o
khi dun nong})

=
T

Mavanol (da cam, nfu)

OH

flavon (vang)

O

OH
O

flavonol (vang)

O

()

O

izoflavon (do)

|CH

C

O

QUTon {vang)

VEB-CHONIH-T2



— Trong s& cdc hgp chit cling loai cia C15 kiéu flavonoit, con c6 ¢

+ Izoflavonoit (vong B néi vio vi tri 3 nhu izoflavon)
+ Neotlavonoit (vong B ndi vao 4) ¢ ‘.
neoflavonoil
— C6 2 dong phan thuan nghich do C, gay ra ‘
Ton Oy
H OH
OH nam trén mat phing quay cuc Khang thém ky hisu
tepl...)

— C6 3 dong phan dj ciu thé do C, gay ra :

H
= - C—H)—
L D D.L

5.1.2. Bdc diém cdu trisc va tinh chét hod hoc
5.1.2.1. Ddc diém cdu triie

Hé thong n6i déi lien hop tao ra boi 2 vong thom benzen va vong
y=pyron lam cho flavonoit ¢6 kha nang hap thy tia tir ngoai. Thudng thu
dugc 2 dai hdp thy cyc dai : dai 1 ¢6 A, =320 — 380 nm, dai 2 ¢6 A, =
240 — 280 nm. Ddi hap thy 2 thudng c6 dinh hon déi 1 va gia 2 dai thuomg
¢6 1 vai phu, dic biét 1a dé1 v6i flavon va flavonol.

Tuy theo pH cua moi trudong va diéu kién tac muéi va phiic vai cde kim
loai (K, Na, Fe hoac Al) ma cdc bude song hap thu c6 thé chuyén dich. Theo
Jurd, dai 1 img v6i vong A, ddi 2 \ing véi vong B, Néu trong phan tr ¢é
nhi¢u nhém OH thi dai 1 s& chuyén dich vé phia c6 budc séng dai, con dai 2
s¢ chuyén dich vé phia c6 budc séng ngan. Quang phd tit ngoai la mét trong
nhimg phuong phdp pho bién d¢ phat hi¢én va dinh luong cdc flavonoit,

Mat khdc, ciing do cdc noi doi lién hop ma cde flavonoit thudng cé6 mau,
dac biét 1a mau vang. Néu hé théng nay bi phd v thi hop chat bi mat mau.
Vi du : catechin.
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5.1.2.2. Tink chdt hod hoc

Tinh chat hod hoc cia nhém chit flavonoit dugce quyét dinh boi 2 vong
thom benzen A, B va | di vong Cy — pyron 6 canh.

Trong tu nhién, cdc hop chit nay thudmg ton tai dudi dang glycozit, do
vay dé tan trong nude va cic dung moi phin cuc.

Nhém dudmg duge gan truc ti€p vao nguyén tir C hoac trong da s6
truong hop gan vao cic nhém OH & vi tri 3 hoac 7. Phén tir dudng c6 thé 1a
L-ramnoza, D—glucoza, glucoramnoza, galactoza hoic arabinoza.

Cic glycozit rat dé bi thuy phan trong méi trudng axit, kiém nhe hoic
boi enzym P—glucosidaza, emulsin lam cho phdan dudng va phin aglycol
(dac trung cho flavonoit) tach rgi nhau.

Cic hogp chat flavonoit ¢6 hoat tinh sinh hoc duge goi 1a bioflavonoit,
hién da duge phat hién 161 1000 chat.

Cic nhém O} ¢6 tinh axit (¢c6 kha nang day electron), dé tao mudi tan
trong nudc véi cac hydroxyl kiém.

Khi ¢6 thém nhém cacbonyl (C = 0, cacbon monoxyt) trong phan tr va
khi c6 nhic¢u nhom OH thi tinh axit lai cang tang thém va flavonoit ¢6 thé
tan trong dung dich dicacbonat natri (NaHCO,).

Nhom OH thudng tao phiic duge véi AlCl,, NaOH, KOH, NH,OH cho
mau vang dac trung. Pong thai su cé mat cia cde nhém chidc nay 1a nguyén
nhan lam cho cdc flavonoit tr nhién ¢6 4i luc manh déi vai cic ion kim loai
nang hod tri 2 nhu Fe, Cu, Zn... va ¢4 thé tao phiic chat bén vimg v6i cic
nguyén 16 chuyén ti€p thuoc chu ky 4. Nhimg kim loai nay thuong cé trong
cdc té bao sinh vat dudi dang cac nguyén 10 vi lugng cin thiét cho su sinh
(16n cua 1€ bao.

Céac nhém OH tr do rdt dé n6i vdi nhau boi cic lién kél hydro néi phan
tur hodc giffa cdc phan tir. Hi¢n tugng nay énh huong nhiu t6i nhitng tinh
chat hod 1y hoc nhu diém soi, diém néng chay, do hoa tan, dac tinh phé tir
ngoai, cau tric phan tir... Kha nang phan ing ciing cé thé bi gidm di dang ké.

Trong thi¢n nhién it gap ciac este cua phenol, nhung trong thi nghi¢n,
in vitro, cac nhom OH cua phenol thudng dé dang cho este, thudng gip la
esie metylic,

244



Céc flavonoit rit dé bi oxy hod. Qud trinh niy co kém theo su md vong
pyron va d6 cling la nguyén nhan gay ra tdc dung cuva flavonoit d&i véi cic
enzym oxy hod—khir (oxydoreductaza). Nhiéu phan dng oxy hod khéic nhu
vii AgNO;, KMnO,... van duge ding d€ dinh tinh va dinh luong flavonoit.

5.1.3. Hoat tinh sinh hoc

5.1.3.1. Khd ndng chéng peroxy hod lipit mang té bao ciia flavonoit

Cic hop chit flavonoit trong nhimg diéu kién nhat dinh dé tao ra cdc géc
tr do ArO (aryl) bén vimg. Trong cd thé sinh vat, céc qud trinh peroxy hod
lipit mang 1€ bao thudmg dién ra theo phan tmg day chuyén voi su tham gia
cua nhiéu loai goc ty do khong bén nhung doc hai cho t& bio. Con duong
nay thudn lgn nhat cho phan Wing peroxy hoa cic lipit chua no hodc 1a céc
axit béo ¢6 trong thanh phan photpholipit cia mang té bio sinh vat. Vi 1g do,
su peroxy hoa lipit trude hét am ton hai chite ning sinh hoa mang va gay ra
nhimg thay déi bénh 1y bit lgi cho co thé song.

Nhimg goc tu do cung cic hydroperoxyt sinh ra trong qua trinh peroxy
hod lipit s¢ lam t6n thuong mang 1¢ blo, dac biét i lam bién déi chirc nang
cha nhiéu enzym va protein, gay tic hai dén sy hoat dong binh (huong ctia t&
bao. Pong thoi, qud trinh con sinh ra cdc chat xcton, aldehyt, dialdehyt (Vi
du : aldchyt malonic). Nhitng chat dé sau nay cé thé tao ra nhimng lien két
chéo cong hod tri noi phan (I va gitta cdc phan to véi nhimg nhém chife cha
protcin va cac phan tr sinh hoc khac lam cho cdc chic ning sinh hoc binh
thuong 6i can thiét cho su séng bi sai léch va mat di. D6 1a nhitmg nguyén
nhan lam cho co thé chong gia, sic dé khang gidam do su suy giam cha hé
théng mién dich.

Picu ding chii y 13 nhitmg géc tr do doc hai néi trén khong bén va rit dé
phan tmg. Trong khi d6 nhimg gdéc w do tao ra tir nhimg chat flavonoit (u nhién
ArO lai rat bén viing, kho phan img. Trong qué trinh peroxy hod lipit mang,
nhitg goc nay s¢ loai bo va thay the cic goc kém bén dén 16i su cat dit qud
trinh. 6 chinh 1a co ché giai thich su chdng peroxy hod lipit clia flavonoit, din
té1 lam cham lai qua trinh 130 hod cia con ngudi. Vi the ¢6 thé goi cic goc ArQ
la cac tac nhan thu don va huy diét cdc goe tu do ¢6 hai (scavenger).

Mat khdc cdc flavonoit ¢6 thé ngan chan sy binh thanh cédc goc v do cé
hai bang cach két hop vdi cdc ion kim loai nang (Fe, Mn) vén i nhimg tic
nhan xic tic nhicu qud trinh sinh hod lam xuét hién cdc goc e do.
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Pé han ché va ngin ngira su peroxy hod lipit mang, con c6 nhiéu chat
chéng oxy hoi noi sinh hodc ngoai sinh nhir vitamin E, glutathion, xystcin,
naxctyl xystein, hydro lipoat. ..

5.1.3.2. Tdc dung cua flavonoit déi voi cde enzym sinh hoc
a) Bénh ddi thao duong

Dic biét 1a ¢ giai doan cudi tam tang ham lugng lipit mau va 1am hep
cdc mach méu lai. Hién tugng nay cé thé 1am gidm sy tiGu « trong 6 mat va
ong tiéu hod. Ap luc tham thau cia dulxitol (D—galactitol) du thira khong
duoc chuyén hod binh thudng 1a nguyén nhan lam giam thi luc va giam kha
nang hap thu cua dudng ruot. Trong co thé ngudi binh thudng, aldoreductaza
khir glucoza thanh dulcitol. Flavonoit ¢é thé gidp kim ham hoat tinh coa
chnzZym nay.

b) Cac béuh di ung

Vi du nhu hen phé quan tir lau vin duge diéu tri bang thudc dinatri
cromoglycat. Chat nay ¢6 cdu tnic tuong ¢ nhu flavonoit vai nhan
benzopyron trong phan tir do dé ca 2 chit déu ¢6 tac dung diéu tri nhu nhau.
Chiing kim him hoat tinh cia enzym proton—ATP.aza trong mang t€ bao
mastoxyl 1am cho cdc tic nhan histamin va serotonin chia trong té bao
khong bi thoit ra giy nén céc triéu chiing dac trung cua bénh di dng.

) Cdc stéu vi trang (virut)

Chi ¢6 thé gay bénh khi 16p vo protein bi tiéu huy bdi cdc lyzoxom véi
su tham gia clia enzym proton—ATP.aza va ¢6 thé cha ci photpholipaza A2.
Cic enzym nay déu bi flavonoit kim ham. Do d6 ¢6 thé hiéu vi sao nhiéu cay
thuéc dan gian c6 chifa flavonoit vin duge dung dé dé phong va diéu tri céc
bénh cam cim do siéu vi tring.

Theo cde cong trinh nghién ciu ctia GS. Racker : déi véi nhig t€ bao
dc tinh gay ra bdi virut thi hoat dong cha cidc mang huyét thanh (K*, Na™)
ATP.aza giam di chi con 10% so véi binh thudong. Nguyén nhan cia hién
tugng nay la do tic dung cia cdc enzym kinaza (Vi du : hexo kinaza).

CH,OH GH0P
0

hexo kinaza

+ ATP

+ ADP
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Khi 0 cdc t€ bao nghién ctru véi flavonoil, sy hoat dong cua hé théng
bom tr¢ lai binh thuong va cdc t&€ bao dc tinh tré lai thanh cdc t¢ bo binh
thuong vi flavonoit d3 vo hoat cac enzym kinaza.

Nhimg ngudi nghién thudc 14 nang ¢6 ty 1& ung thu vom hong dang ké
do tdc dung cua cdc chit nhya tao ra trong khi hit, trong dé c6 nhimg
cabonhydro da vong ngung tu nhu benzo a—pyren. Cdc chat ndy dé bi
hydroxyl hod tao ra epoxyt trung gian cé kha nang gin véi cac nhém amin
clia cdc bazo cla axit nucleic, dac biét 12 guanin trong nhan t€ bao. Két qua
1a su sao chép cua € bao bi rdi loan va t€ bao trd thanh 4c tinh. Da co nhiéu
thir nghiém dung flavonoit trong lam sang c6 két qua tét trong ung thu vom
hong do thuoc 1a.

5.1.3.3. Hoat tinh khdng viém, khdng sinh

Hi¢én tugng viem tdy, sung, dauv ¢6 lién quan dén su giai phong cic
prostaglandin, thu hit cdc bach cdu dén noi tén thuong, gay cam gidc dau va
sau khi di chuyén tir mau dén ndo, lam madt sv can bing clia trung tam diéu
tict than nhi¢t va gay s6t. Do cdc flavonoit ¢ kha niang kim hiam hoat tinh
cua cdc enzym prostaglandin nhu xycloxygenaza va lipoxygenaza nén ta cé
thé 1am gidm dau va ha nhiét cho bénh nhan véi céc chat ndy. Co ché nay
cling gidi thich tdc dung chdng co thil co tron, hién wong co cing co bip,
dau dau. Aspirin la mot phuong thudc thong dung uri s6t va gidm dau ciing
¢ tic dung nhu (rén, tuy nhién c¢6 thé gay ra phin ing phu nhu lam chay
mait trong cac trudng hop loét da day. Flavonoit khong tao phin img phu
nhur aspirin va nhimg chat salixilat khac.

Viéc di€u tri thap khép bang cdc thuée loai glucocorticoit dé tieu sung,
gidam dau mot cich khong than trong ciing ¢6 nguy co lam chiy mau da day.
Khi ding cdc flavonoit thi cdc t6 chiic lién két khong bi phd huy ma con
dugc cing c6 them. Co ch¢ ¢ thé 1a do sy két hop gifta viec ngin chan sinh
téng hop prostaglandin v6i viéc kich thich phan img hydroxyl hod protin
nghia la tao ra nhimg lién két chéo trong colagen.

QCOOH prolin

NH
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*Tdce dung gdy té tai chd

Flavonoit da duge sit dung trong cic truéng hop bi con trimg dét va doi
khi con cé higu luc hon ca cocain. Cé nhiéu loai noc doc ¢é chia
photpholipaza A, von c6 kha nang giai phdng axit arachidonic, chat nay lai
chuyén tiép thanh prostaglandin. Nhu di néi & wrén, flavonoit ¢é tic dung
kim ham hoat tinh cla enzym photpholipaza A, va cdc enzym chuyén hoa
prostaglandin, di¢u nay giai thich tic dung gay 1€ tai ché cia flavonoit.

bai véi cdc mang t€ bao, flavonoit tr nhién ¢6 kha niang lam thay doi
tinh thdm thdu. Tic dung nay c6 thé chinh la co s& lam cho nhiéu loai
flavonoit ¢6 tinh sit khuan va diét nam. Do tinh phan cuc sin ¢6 ma
flavonoit ¢6 thé xuyén qua mang tao ra nhing k& h& dé cho cac ion lot qua
va lam thay déi hoat dong sinh hod binh thudng cua t€ bao. Co ché nay ciing
gidng nhu co ché cha nhimg chit khiang sinh tao 16 xop (pore—forming
antibiotics) nhu gramixidin, monatin.

5.1.4. Cong nghé cdc hop chdt flavonoit

5.1.4.1. Mot s6 phan img dinh tinh phdt hién flavonoit

a) Phan ing Shinodua (con goi la phdn img Xianidin)

Cho vao 6ng nghi¢m 0,5ml dich flavonoit toan phan trong cén 96°, thém
mot it bot magie (Mg) hoac kém (Zn) va vai giot HCI diac. Pun s6i trén ndi
cdch thuy, xuat hién mau hdng hodc do (cé thé man da cam) 1a phan tng
duong tinh.

b) Phdn itng Diuzo

Chuan bi 3 dung dich :

Diazo I : Paranitroanilin 0,5% pha trong HCI 2N.

Diazo I : Natrinitrit 5% trong nudc cit.

Diazo 1II : Natri acetat 20% trong nudc cét.

Thudc thir Diazo 14 hén hop cic dung dich trén theo ty 1€ :

1:1F: Il = 2ml : 3-5 giot (dén khi mat mau dung dich) : 8 ml.

Cho vao 6ng nghiém 0,5ml dich flavonoir toin phin, hoa tan trong ¢dn
96°, thém 2-3 giot thudc thir Diazo. Dung dich cho mau vang da cam Ia
phéan img duong tinh.
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¢} Phdn tmg dinh tinh anthoxianin (hodc anthoxianidin}

L.ay 5ml dich chiét ¢6n c6 can cich thuy, hoa tan trong 2ml HCl 2%.
Thém vao ong nghitm 0,5 — Iml ¢on izoamilic, lac ky. Dich chiét
anthoxianin bang izoamilic ¢ 16p trén, dung pipet cham dich 1én gidy loc nhu
cham sic ky. Khi ché cham kho, ding pipet dua 1-2 giot kiém dac (30% —
40%) vao bén canh. N¢u xudt hién mau xanh 1 phan img duong linh.

d) Phan sing dind tinh catechin

Thudc thir : dung dich vanilin 1% trong HCI déc.

Nho mét giot dung dich méu (dich ¢on ¢6 can duge chiét lai bang nudc
cil néng) Ién gidy loc, sau dé nhoé mot giot thudc thir vao bén canh, két qua
cho mau dé son 12 phan img duong tinh. Ding nudc che xanh lam chat chuan.

5.1.4.2. Chiét xudt va dinh lugng flavonoit todan phan (phuwong phdp
B.C. Tali)

Can 30 gam bot dugc liéu, chiét bing clorolorm trén mdy soxhlet dé loai
tap cho dén khi loai hét clorophyl. Phan bt nguyén liéu cho bay hoi hét
cloroform v chiét tiép trén may soxhlet bang cén 96° cho dén khi dich chiét
khong con cho phén ing Shinoda. Dich chiét con dugc gilf ¢ binh nit nham
va x4c dinh thé tich chinh xac (ml).

Ldy 15ml dich chi€t ¢c6n dem c6 can cdch thuy (4p sudt giam) sau do
chiét lai bing 30m! nuéc cat néng (chia 3 14n, méi lan 10ml) dé loai tap. Loc
dich nuéc cho vao mot phéu chiét. Ding 35ml etylaxetat chiét 1am 3 1an (14n
ddu 15ml, 2 14n sau méi 1an10 ml). Don dich chiét etylaxetat vao 1 chén su
(da duoc xac dinh trong lugng m,) va c6 trén noi cich thuy cho bay kiét
etylaxetat, phdn con lai trong chén la flavonoit toin phin.

Lam kho chén va xdc dinh trong lugng m, cua ca chén va flavonoit.
Luong [lavonoit trong 15m] dich chiét cén duge tinh bang (m, — m). Tinh
ham hegng phan trim nguyén ligu theo cong thic sau :

(my —~my )}V

x 100 = X%
V x 30

V : thé tich dich chiét con tir 30 gam bot nguyén liéu (ml)
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5.1.4.3. Chiét xudt cdc hop chdt flavonoit

Do hoa tan cua flavonoit tuy thudc vao s6 nhém hydroxyl va cac nhém
th¢ khdc ctia ching. S6 nhém ndy cling nhu vi tri ¢iia ching rat khdc nhau
glira cac flavonoit, vi vady khong c6 mot phuong phap chung nao dé chigt
Xuat cac hop chat flavonoit khdc nhau. Tuy vay cé thé néu ra mot s nguyén
tac chung nhy sau (Pham Truong Thi Tho, 1997) :

Flavonoit ¢6 mat & hau hét cic bo phan cha cay : 1é, 14, hoa, qua, hat,
sdp... Truong hop chict ¢ bén ngoai 14 thi diing dung moi ria 14y sdp. Céc bo
phan khdc thi say kho, tan bot. Néu muén chiét flavonoit dang glycozit thi
6n dinh nguyen liéu truéc khi sdy bang cdch nhiing nguyén liéu tuoi vio con
hogc nudc dun s6i béi vi cdc enzym c6 thé thuy phan glycozit.

Cac glycozit thudng ¢6 do phan cyc manh hon cic aglycol tuong img.
Dé6i v céc aglycol thi izoflavon, flavonol, dihydroflavonol va cac flavon cé
nthi¢u nhém metoxyl, it nhém hydroxyl déu 1a nhimg chat phén cuc yéu. Dé
chi€t ching, ding cic dung moi phan cuc y&u nhu benzen, cloroform,
ctylaxetat. Mot $6 ¢6 thé tan mot phan trong ete ddu hoa.

Cac flavon va flavonol ¢6 nhiéu nhém OH, cdc biflavon, auren, chalcon
va glycozit déu 1a cdc chit phan cuyc manh. C6 thé chiét ching bing cén,
nuéc hodc hén hgp con nude. Dung moi cé thé ap dung cho hiu hét
flavonoit 14 dung dich ¢6n 80 hoac 60% (EtOH, MeOH).

Chict bang nude néng dp dung 5t d6i v6i céc polyglucozit (nhu trudmg
hop chi€t rutin tir hoa ho¢) va céc anthoxyanin. Cic anthoxyanin thudng kém
bén vimg, khi chi¢t nén cho them mot lugng nhé HCI vac nudc chiét néng
du6i dang clorua, vi ching kha bén vimg véi nhiet do.

Flavonoit ¢6 ciac nhém OH — phenol, chiing tan duge trong kiém. Loi
dung tinh chat nay ¢6 thé chiét chiing bang dich kiém lodng, nudc s6i. Sau
d6 axit hod dich chi¢t dé ket tha (lavonoit hoac téich ra bang dung méi hitu
€O G moi trudng axit.

Dich chié€t dem ¢6 dac chan khong ¢ nhiét do thap (40 — 70°C). Déi véi
nhimg chat dé bi bi€n déi thuéc cdc nhém {lavan—3—ol, anthox yanin,
Mlavanon, chalcon glycozit thi nén say dong kho.

Doi khi, d¢ tinh ché hoac tdch MNavonoit, ngudi ta dung mudi chi dé két
tua. Sau khi thu tia, ngudi ta tach chi bing cich suc dihydrosunphit thi
flavonoit dugc giai phong.
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Dé tinh ché timg chat flavonoit, nguoi ta thuong dp dung phuong phédp
sac ky cot. Chat hap phu thong dung 1a bot polyamit. C6 thé dung cac chat
khic nhu bot xenluloza, silicagel, sephadex, magnesol, polyvinylpyroliden.
Silicagel dung dé tach cac chat {lavanon, izoflavon, metyl, axetyl flavon va
flavonol. Khai trién béng cloroform via hdn hgp cloroform véi ctylaxetat
hoiac ete hoidc benzen va hén hop benzen véi ctylaxetat hay mectanol.
Polyamit ding dé tdch 14t ci cdc loai flavonoit, khai trién bing etanol hoac
metanol v&i dé con gidm déan, hodc véi mét s6 hén hop dung moi khic.
Mu6n ¢6 don chat tinh khiét thi cidn phai séc ky cot lai vai 1an hoac sic ky
diéu ché&. C4c flavonoit dimer, trimer c6 thé tach bang sephadex LH-20.

Co thé thuy phan glycozit flavonoit bang axit hodc enzym. Thudng su
dung cnzym B — glusosidaza.

5.1.4.4. Phdn tich flavonoit bang phuong phdp sdc ky bdn mong

Str dung ban mong Silicagel trang trén tim kinh hodc trén gidy nhom.

Hé dung moi : Etylaxetat — Mctanol — Nuéde (100 : 17 : 13).

Ché#m dich flavonoit d hod tan trong cén 96° ién ban mong. Khodng
céch tir diém cham (dudng khai diém) dén gidi han di chuyén cha dung méi
13 10cm. Khai trién séc ky mot chiéu tir dudi lén. Sau khi khai trién xong, dé
ban mong kho tu nhién réi sdy 5 phit & nhiét do 100-120°C. Phun mot trong
cac thuoc thir hién mau dac hiéu, quan sdt dudi dnh sang thudng va dnh sing
tlr ngoai (UV 366 nm) dé phét hién cic hop chat flavonoit.

* Cac loai thuse thit thitomg diing cho cde hop chdt fluvonoit

— Hoi amoniac : mau séc cua flavonoit thay ddi khi hap thu hoi amoniac

— Clorua nhom {AICLy) : phun thude thr AlCly 5% trong etanol (m/V),
sy kho, cdc vét sic ky coa cdc hgp chat flavonoit cé6 mau vang khi quan sét
duGi anh sang thudng va cé huynh quang khi quan sit dudi dén tu ngoai
(UV 366 nm).

— Polyetylenglycol (PEG) : phun dung dich diphenylboryloxy—etylamin
1% trong metanol (m/V) va dung dich PEG 4000 5% trong ctanol (m/V),
sdy kho. Quan sit dudi dén tir ngoai (UV 366 nm), cac hop chat flavonoit s€
¢6 huynh quang véi cic man cam, do, vang, xanh luc, xanh 14 cay.

— Thuoce thir Diazo : phun thudc thir Diazo 1én bin mong, siy kho va
quan sit dudgi anh sang thudng va dnh sang tir ngoai (UV 366 nm).
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— Thudc thir Wilson : phun thude thir, say kho 1éi quan sat dudi dén tir
ngoai (UV 366 nm) (Chuan bi thudc thir Wilson : 0,5g axit boric + 0,5g axit
xitric khan + 20 m! mctanol khan).

5.1.4.5. Phdn tich flavonoit bing quang phé tit ngoai

Quang phd wr ngoai gitp ich nhiu trong viéc xdc dinh cau tric
flavonoit. Trén pho ngudi ta chia ra 2 dai hadp thu : dai T ndm trong ving
290nm trg lén va dai I ndm trong ving 290nm tr¢ xudng. Trong dai I :
flavon c6 dinh hip thu cuc dai trong ving 310-350 nm, flavonol c¢6 3—OH
da thé trong viing 330-360 nm, flavonol ¢é 3—OH tu do thi ¢ 350-385 nm.
Trong dai IT thi ci flavon va flavonol déu ¢6 dinh hip thy trong viing
250-280 nm. Izoflavon do géc pheny! dinh & C-3, khong con hiéu (ng li¢n
hi¢p v61 nhém cacbonyl nén chi ¢é dinh hap thu cuc dai chinh & 245--275
nm, con dai I chi ¢6 mot udn cé cudong d6 hap thu & 310-330 nm. Flavanon
cing mdt hi¢u ing lién hop nén dai 11 1a dai hdp thu chinh ¢ viing 230-270
nm. Chalcon hap thu manh & ving 300—400 nm. Auron ¢ vung 380430 nm.
Anthoxyanin hip thy manh trong ving kha kién tir 500-550 nm (trong
MecOH hoac EtOH + HCI). Ngu®i ta con dva vao sy chuyén dich batocrom
hodc hypsocrom ciia phé khi them cdc thudc thir nhu AICl;, natriaxetat,
zirconyl clorit... vao dung dich flavonoit dé bién luan c¢du tric.

Bang 5.1 Dai hap thu t&f ngoai cia mét s nhém flavonoit

Nhom chat flavonoit Ddi I (nm) [ Ddi I (nm)
Flavon 250-280 310-350
Flavonol (3—OH th¢) 250-280 330-360
Flavonol (3—OH tu do) 250-280 350-385
IzoNavon 245-275 310-330
Flavanon 230-270 300-330
Anthoxyanidin 270-280 465-560

5.1.4.6. Phan tich flavonoit bang HPLC (sdc ky léng cao dp) va
HPLC-MS (sdc ky long cao dp — khoi pho)

C6 thé sir dung phuong phép HPLC hoac HPLC — MS, LC — MS d¢ phan
tich cac hgp chat flavonoit. Day 1a cac phuong phap hién dai, thao tdc nhanh,
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¢6 do chinh xdc cao. Cic thong s6 k¥ thuat cy thé dé thuc hién phuong phip
nhu loai cot, detector, hé dung méi, gradient... d6i véi HPLC vi cdc thong s6
khac d6i v&i MS nhu hod chét 1on ho4, nhi¢t d6 mao dan, nhi¢t dé bay hot,
di¢n 4p mao dan... tuy thudc vao timg nhém chit flavonoit. Mdi nhém chat
¢6 nhitng thong s6 k¥ thudt dic higu riéng.

5.2. Cac hdp chat carotenoit

5.2.1. Cdu tao hod hoc

Caroten dugc tach chiét tir ca r6t vao nam {831, 1a mét nhém dic biét
cla terpen. Do 14 nhimg tetraterpen duge tao nén boi 8 don vi izopren :

CH, = C - CH = CH,
|
CH,
LA nhitg chat mau chinh tao ra cdc sic t§ mau vang, da cam va do trong
tr nhién.

Céc lién k€t kép clia cdc carolen tu nhién déu c6 hinh thé trans. C6 thé
chia thanh 2 nhoém :

— Caroten : ¢6 mau dod da cam, 12 nhimg hydrocacbon (C43Hsy) gém cédc
o, B, v — carolen ¢6 1 mach ngang 18 cacbon mang 4 nhéom CH; va 9 lién
két doi lién hop, ching khic nhau & cdc ddu chudi.

— Xantophyl ; ¢6 mau viang, 12 cdc dan xudt oxy (alcol, aldehyt, xeton,
cpoxyt, axit) cha caroten.

5.2.1.1. Cdc caroten

— Lycopen : (Cyy, 13 noi doi) 1a caroten don gian nhét : phan tir gém 2
diterpen (do 4 don vi izopren) tao nén. Lycopen la thanh phan chinh tao nén
mau do cua qua ca chua.
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— 3 — caroten :

CH; CH; H3C  Cli3

5.2.1.2. Cdc xantophyl

Céc xantophyl 1a nhitng san pham hydroxyl hoi cua caroten (zeaxanthin,
lutein). Mot sy oxy hod c6 thé duge tiép tuc dé tao ra cic epoxyt
(anteraxanthin hodc violaxanthin) hodc xeton (capsanthin hoic astaxanthin).

— B—cryptoxanthin (din xudt hydroxyl cua B — caroten) :

OH

~ Zcaxanthin (dan xuat hydroxyl cha B — caroten) :

OH
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— Lutein (dan xuat hydroxyl cia o — caroten) :

OH

-~ Astaxanthin :

HO

-- Capsanthin
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- Neoxanthin : la | san pham alenic (allen) tu nhién rat hi€ém gap.

HO OH

— Croxetin (Cp) : 1a mt apocarotenoit. Apocarotenoit 1a mot nhém nho
xantophyl dd mat 1 diu hay ca 2 ddu cta chudi.

COOH

Cdc carotenoit khong tan trong nude, thudng bén trong méi trudng tu
nhién. Tuy nhién, khi gia nhi¢t (trong ché bién) thi cac lién két trans cé xu
hudng chuyén thanh dang cis, do d6 cudmg dé miu bi giam.

5.2.2. Hoat tinh sinh hoc cua carotenoit

5.2.2.1. Hoat tinh chong oxy hod

Carotenoit (Car) Ia chat chéng oxy hoi tr nhién ¢6 khi ning bat gilt oxy
don phan tu 1O2 (oxy singlet) va cdc goc tu do, kha nang nay lién quan dén
chi¢u dai hé néi doi lién hop va ndng lugng cla trang thdi triplet.

a) Bao vé quang hod

Carotenoit cé kha ning bdo vé quang hod do ¢6 kha nang bét gilr cic
chit nhay quang ¢ trang théi triplet (3Sens*) (clectron quay clng chiéu) hodc
cic oxy don phan tar.

Sens —h\l-y 'Sens” l) 3Sens” (1)
YSens' + 302 — Sens + l02 (2)
Sens + Car ——> Sens + “Car (3)
'0, + Car — 0, +'Car 4)

102 duoc (ao thanh trong cdc qud trinh quang hod, cdc phan img cha
ozon voi cac hé sinh hoc khiac nhau thi ¢6 kha nang hoat hod protein, oxy
hoa chat béo lam hong ADN.
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Kha ning ciia carotenoit bit giir cic 102 phu thudc vio sé n6i doi lien
hgp vi cdu triic phan tir cta ching. Céc carotenoit ¢6 s6 néi doi lien hop 16n
hon 9 thi kha nang niy cao. Trong ca 2 phan ting (3) va (4), carotenoit triplet
c6 thé d€ dang mat ning lugng cho moi trudng va trd vé trang thdi ban diu.
Dac tinh nay Iam cho carotenoit 1a tac nhan rat hiru hi¢u trong cc phan ng
nhay quang.

3a — Car + Q

b} Phdn img vort cac goc te do

Mot s6 dang oxy hoat dong duge tao thanh trong t€ bac do qud trinh trao
ddi chat hoac cdc qua trinh khic theo so d6 sau :

0, » 0, = H0, > OH - H,0

Céc dang nay c6 thé cit din phan tir ADN, céc peroxyt ctia chit béo,
thay d6i hoat tinh clia enzym, khit tring hop céc polysaccharit va tiéu diét t&
bao. Carotenoit ¢6 kha nang han ché tac hai cla cic géc oxy tu do. 8 — caroten
€6 kha nang bao vé 1€ bao nh¢ kha ning iic ché qud trinh oxy hod chat béo
do cic géc tr do gay ra.

Theo gia thi€t ca Burton G.W., Ingold K.V. (B — caroten : an unusual
type of lipit antioxidant, science, 224, pp. 569573, 1984) :

B - caroten + ROO' —» B- caroten’ + ROOH (3
B — caroten + ROO" ——» ROO - B - caroten” (6)
B — caroten” +0Q, —2 P —caroten - 00" (7
B — caroten — OO" + ROO™ —> San pham (8)

Phén img cla B — caroten v6i peroxy tu do ¢6 thé tao ra géc carotenoit tu
do (phén tng 5), nhung ciing c6 thé tao géc cong hudng bén giita p — caroten
véi goc peroxy (phan ting 6). Khi dp suat oxy di 16n thi phan mg cba géc
carotenoit véi oxy s€ xay ra dé tao thanh géc carotenoit~oxy (phan tmg 7).

5.2.2.2. Hoat tinh phong chiéng xo vita dong mach

Nguyén nhan cha ching xo vira dong mach 1a do su tao thanh cic
colesterol LDL (Low—density lipoprotein). LDL bi oxy hod tham nhap vio
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thanh mach, tao thanh cic t€ bo bot gay nén cdc vét md ban dau, lam chd
bam dinh cho cdc peroxyt clia chat béo, tao thanh cdc mang xo vira cua b¢nh
mach vanh.

Carotenoit ¢ kha nang ngan chin sy tao thanh LDL va cic peroxyt caa
chit béo nhd hoat tinh chong oxy hoa va khd nang dc ché qua trinh oxy hod
chat béo do cdc goc tu do gay ra.

5.2.2.3. Hoat tinh phong chong ung thu

Carotenoit ¢6 kha nang ngan chan su khdi phdt, su tang sinh cua t€ bao
ung thu ciing nhu sif tién trién ciia cin bénh nay. Co ché co thé 12 nho kha
nang 1am tang su di¢u hod trao d6i thong tin giita cic t€ bao do lam tang
bidu hi¢n ciia gen k&t n6i 43, bio vé ADN khoi sy tan cang cha cdc goc ty
do va ting su diéu hod chic nang mién dich, bao vé co the chéng iai sy bien
déi ban diu thanh cde chat gay ung thu. B-caroten c6 kha nang ticu diét chat
bach san (leukoplakia), 1a chét gay t6n thuong tién dc tinh cia ung thu vom
hong, déng thoi viee bé sung B—caroten c6 thé 1am tang lugng nhén 6 tieu
diét kh6t u TNF—e (Tumor necrosis factor-anpha) trong huyét twong
(Richard M. Faulks v& Susan Southon, 2001).

Lycopen ciing 1a mot carotenoit ¢6 tic dung phong chong nhiéu can
benh ung thu, dac biét 1a d6i véi ung thu tuyén tién liet, ung thu phéi va ung
thu da day. Nhiéu nghién citu di chi ra rang, tiéu thu ca chua 1-4 1an mot
tudn s¢ kam giam nguy co ung thu wyén tién 1iét va trong 6 cdc carotenoit
thi chi ¢é lycopen 1a co tac dung ndy. Lycopen con c6 kha nang ngan chan
su phdt trién u nguc, ¢6 tic dung tc ché sy tang sinh 1€ bao ung thu mang
trong da con (Richard S. Bruno va Robert E.C. Wildman, 2001).

Ngoii ra, carotcnoit, dac biét 1a lycopen, do tinh chat bdo v¢ quang hod
13 tac nhan rat hiru hiéu trong cdc phan tng nhay quang, nén c6 tic dung bao
vé, phong chong ung thu da.

5.2.2.4. Hoat tinh bao vé mdt

B—caroten }a tién chdl chinh cla vitamin A (retinol), méi phan v
B—caroten tao thanh 2 phan tr vitamin A. Ngoai ra cOn ¢6 cdc provitamin A
khic nhu a—caroten v P—cryptoxanthin, tuy nhién nhiing chat nay chi ¢
509% hoat tinh provitamin A so vl p—caroten.
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Vitamin A

oxy hod . khir = enzym . . .
B-caroten OO, retinal —— oS0, retinol(vitamin A)

Vitamin A tang cudng thi luc, chéng bénh gudng ga, kho mat.

Trong co thé ngudsi, chi ¢ mal 1a cic protein dac hi¢u cé thé lién két voi
carolenoit. Vong mac mat c6 mat hai xantophyl 1a lutein v zeaxanthin véi
ty 1¢ nhu nhau, tuy nhién zeaxanthin thi chi thdy & viing diém den, con lutein
thi ¢6 mat trong ¢a véng mac. Ching déng vai trd nhu la cdc chit bio vé
quang hod, chong lai cdc oxy don phan tir va céc phan ur triplet hoat dong
duoc tao ra bdi dnh sdng, do vay béo vé cdc protein cua mat khoi su oxy hoa.
Mot s6 két qua nghién citu cho thidy mdi lién hé giira su ¢6 mit lutein voi su
hinh thanh sac t6 vang trong diém den cha vong mac mét. Su gia tang sac t6
¢ diém den lam gidam nguy co méc bénh thoai hod diém den do tudi gia
AMD (Age-related macular degeneration) la nguyén nhan coa bénh mu loa.
Cidc carotenoit ndy ciing ¢6 tic dung lam giam nguy ¢o méic bénh duc thuy
tinh thé (Richard M. Faulks va Susan Southon, 2001).

5.2.2.5. Hoat tinh bdo vé da

Carotenoit thién nhién cé tdc dung kich thich su hinh thanh sic 1§
melanin va chéng lai cdc goc ty do. Chiing kich thich hé mién dich va gép
phdn vao su d6i mdi cic 1€ bao. B—caroten 1 tién chal chia vitamin A gitip
Kim ham su hinh thanh colagenaza, enzym lam huy hoai ciu tric colagen
cua lan da. Vitamin A hé trg viéc lién seo, gitip tdi tao va tré hod (& bdo da.
Khi vao co thé, méi phan tir B—caroten sé bién déi thanh 2 phan tr vitamin A
co tac dung kich thich su phan chia cdc 1€ bao ¢ ddy biéu mé 1am cho € bao
da luon dugc tdi tao. Vi thé, thi€e vitamin A cling 14 mot trong nhimg
nguyén nhan gy nén hién tugng tang simg, da vay cd, rung toc, té6c bac
som. Vitamin A con gitip tao lap t€ bao lympho 1am tang kha nang dé khing
cla co thé, do d6 han ché cdc bénh nhiém tring, trong dé cé nhiém tring da.
Carotenoit ¢6 nhiéu trong diu gan c4, gan dong vat, Iong do6 rimg, ca rét, ci
chua, bi do, gic, qua ¢6 mau vang cam va rau ¢6 mau xanh luc dam.
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5.2.2.6. Hoat tinh chéng viém khop

Nhiéu nghién ciru di khing dinh kha tang gidm viém sumg clia nhoém chat
carotenoit. Cac diéu tra vé dich té hoc da cho thay muic tiéu thu trung binh
p—cryptoxanthin vi zeaxanthin & nhiing bénh nhan viém khdp thap hon ur
20—40% so v61 ngudl khoé manh. Nhiing ngudi tiéu thu f—cryptoxanthin va
zeaxanthin nhi€u nhat ¢6 nguy co méc bénh viém da khép chi bing mot nia
so véi nhém tiéu thy it nhat. Lutein va lycopen lai khong ¢6 hoat tinh nay.

5.2.3. Cong nghé cdc hop chdt carotenoit
5.2.3.1. Chiét xudt va tinh ché carotenoit

Su phan bé cdc carotenoit trong thuc vat va dong vat khéng tuan
theo quy luat tr nhién nao. Trong rau xanh (rau ngot) cd cac P-carolen
va cac xantophyl nhu lutein, neoxanthin. Lycopen c6 nhiéu trong ca chua.
Trong gic va ca 16t ¢6 a—caroten, f—caroten. Capsanthin 1a sic t6 do cta 6t,
dac biét 1a trong &t cua ga (paprika). Mau vang cua long do trimg 12 do c6
mit lutein, zeaxanthin va 1 lugng nho B—caroten. Thit cua ca hdi (saumon)
1a do mau hong cla astaxanthin. Tuy theo timg d6i tugng nguyén lieu cu thé
ma lva chon dung méi chiét xudt thich hgp.

Cac dung moi va hé dung moi hiu co thuong duge sir dung 1a axcton,
axeton : n—hexan (4 : 6), n—hexan : izopropanol (3 : 2). EtOH : n—hexan (4 : 3)
la hé dung méi rat hiéu qia dé tich chiét cdc carotenoit tir ca chua (Lin va
Chen, 2003). Ngudi 1a cling thuong st dung n—hexan va dietyl ete lam dung
moi dé chiét lutein vi zeaxanthin tir hoa ciic van tho.

Nén chiét xual carotenoit tir nguyén liéu tuoi, néu la nguyén liéu kho thi
nén hydrat hod lai truge khi chi€t. Déng nhit mau chiét bang phuong phdp
nghién hoac nghién ké&t hop véi gia. DGi vdi cac loai 1a va cac nguyén liéu
kho chi€t khac nén ngam nguyén liéu vao dung méi chiét 15 — 30 phut trude
khi nghién dé 1am mém thanh t€ bao, déng thoi tranh cho carotenoit khéi bi
doéng phan hod va bi phan huy trong qua trinh nghién.

C6 thé bd sung MgCO, va cdc tdc nhan trung hoa khdc d¢ trung hoa céc
axit hitu co ¢6 trong miu nham tranh sy phan huy va déng phan hod. Néu
viéc chiét xuidt duge tién hanh nhanh chéng ngay sau khi xu Iy mau thi
khong nhitng ngan chén duge sy oxy hod bdi xiic tic cha enzym ma con
khong cén thiét phai bd sung tic nhan trung hod.
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Viéc loc dich chiét duge thuc hién bang phéu loc thuy tinh (porosity 3,
kich thuée 16 20-30 1 m) hoiac diing phéu Buchner. Bi loc dugc chiét lai cho
dén khi mat mau, thudng tién hanh chiét 3 l4n.

Ti¢n hanh tich nudc va dung moi khéi dich chiét bing cdch bo sung ete
ddu hoa (diém s6i 35-60°C), dietyl ete, n—hexan, diclorometan hodc hén
hop cia ching.

Xa phong hod biang KOH, c6 bé sung chat chéng oxy hoa BHT
(butyl hydroxytoluen) dé loai clorophyl va cic chat béo khdc, thu carotenoit tong.

D¢ tach timg hop chit carotenoit tinh khiét, ngusi ta thuomg sir dung
phuong phip sic ky cot mg (OCC) va HPLC diéu ché.

5.2.3.2. Phdn tich carotenoit

Sic ky ban mong 12 mot phuong phdp don gian, dé thuc hién dé phan
tich dinh tinh céc hop chat carotenoit dua vio gia tri R¢ trén sic ky dé bang
cich so sdnh vdi sac ky dé chudn.

Sac ky long cao 4p HPLC 1a phuong phép phéan tich cho d¢ chinh xdc
cao. Loai cot HPLC thudng ding dé phan tich carotenoit 12 C,; nghich dao
pha, dung mai chinh thudng ding 13 axetonitrin v metanol. Mot 56 dung
mo1 khic cing duoc su dung 12 THF (tetrahydrofuran), etylaxetat, hexan,
axeton va nudc. Dé nhan bi€t cdc carotenoit, ngudi ta thudng dua vao thoi
gian luu va phdé UV tuong ting clia céc pic trong sic ky d6 HPLC. Hau hét
cdc carotenoil déu ¢ 3 dinh hap thu cuc dai, chét nio trong phan tlr c6 s6
n6i doi lién hop cang nhiéu thi cdc dinh hdp thu cuc dai cang & budc song
(Amux) 100 hon,

Phuong phap so mau ciing thudng duge dp dung dé phan tich dinh luong
cac hop chit carotenoit.

5.3. Cac hgp chat antoxyanin
5.3.1. Gidi thiéu chung

Antoxyanin la nhém chit tao sic (6 16n nhat, rat phd bién trong tu
nhién, thuoc nhém flavonoit. Antoxyanin ¢6 mit & hau hét cic loai thuc
vat dat, ke ca ho cay xuong réng, cli cai dudng... gép phan tao nén mau sic
cho hoa, qua va mot s6 thanh phan khdc cla cay tao nén mau tir dd dén
tham, tir xanh dén héng, tlr vang dén khong mau, tham chi tao mau den &
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mot 0 thuc vat. Antoxyanin khong cé mat trong céac loai dong vat, thuc vat
bi¢n hodc vi sinh vat.

La nhitng glycozit cé trong dich ép t&€ bao cha hoa qua va mot s6 co
quan cla cay. Phédn aglycon cua ching cé tén la antoxyanidol.

C6 3 antoxyanidol chi yéu :

— Pclagonidol 3,5,7,4"— tetrahydroxyl flavyl (d6 da cam).

— Xianidol 3,5,7,3",4"— pentahydroxyl flavyl (do séng).
— Delfinidol 3,5,7,3’,4°,5"— hexahydroxyl flavyl (d6, xanh da tréi).

La nhitng mono hay diglycozit do goc dudbng glucoza, galactoza,
ramnoza két hop véi géc aglycon ¢6 mau goi 1a antoxyanidol. Khi thuy phan
antoxyanin thu dugc dudng va antoxyanidol. Antoxyanin hoa tan trong nudc,
con antoxyanidol thi khong hoa tan trong nudc.

Antoxyanin vi antoxyanidol 1a nhitng chat tao nén mau sic cho hoa va
rau qua. Cic antoxyanidol tao mau do, xanh, tim hodc nhimg gam mau trung
gian cho nhi¢u hoa, qua va rau.

Hién nay, ngudi ta da dong nhat duge hon 200 antoxyanin. Cic chét nay
khi ¢6 mau dé thi & dudi dang 1 cation flavylium, dugc biéu dién nhu 1 jon
oxonium mang mét dién tich duong trén nguyén to oxy cua di vong pyran.
Tuy nhién, ngudi ta chua biét duge chinh xdc nguyén tir ndo : oxy hay
cacbon mang dién tich (+), do dé thuong biéu dién né dudi dang cong thiic
trung tinh :
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Cation Cong thire trung binh
R; =R, = H, OH hoic OCHy; Ry ; Dudng

Do dac trung nay lam cho cic antoxyan c6 tinh chat ludng tinh dan dén
nhitng thay déi mau sic phu thudc vae pH. C6 nghia nha dién tich (+) tr do
nay ma antoxyan trong dung dich axit tac dung nhu nhiing cation va tao
mudi dugc vai axit, con trong dung dich kiém thi chdt ndy tic dung nhu
anion va tao mudi dugc véi bazo.

Thyc 1€ cdc antoxyan duge st dung nhu nhifng chit mau trong thuc
pham. Chiing ¢6 mau tir dé tim (hoa ci) dén d6 {mg... va duoc sit dung trong
vung pH = 3,5-5,5. Cac antoxyan c6 1gi 12 tuong doi tro (khong nhay) véi
nhiét do va anh sang.

Tuy theo ban chat cua dudng R, ngudi ta thu duge mot s6 rit Ion cic
antoxyan khac nhau nhung chi ¢6 6 antoxyanidol tén tai O trang thai tu nhién :

R
ROV
= R2
OR
HO

3

Ry Rz
Pclargonidol (Pg) - H -H
Xyanidol (Xi) - OH —H
Peonidol (Pn) — OCH; -H
Delphinidol (Dp) - OH - OH
Petunidol (Pt) — OCH;,4 - OH
Malvidol (Mv) — OCH; - OCH,4

Cic antoxyanidel ¢6 mat véi ty 1& khic nhau trong hoa, rau va qua.
Trong mé1 56 qua, cdc antoxyanidol chi dinh vi duy nhit ¢ trong nuée qui,
vO qua, trong mot s& qua khac thi chiing lai dugc phan bé trong toan qua.
Antoxyanidol pho bi€n nhat 12 xyanidol ¢6 nhiéu & hoa hong,.

263



Béng 5.2 Cac antoxyanidol trong mét s& loai rau gua

Hoa, qud hodc rau Cdc antoxyanidol c6 mdt
Qua nho Mv, Dp, Pt, Pn, Xi
Qua dau Pg, Xi
Phiic bon tir Xi, Pg
Anh dao Xi, Pn
Cay dai hoang Xi
Bap cai do Xi
Ca tim Dp
Cay mo hac Pg
Cay xa ciic lam Xi
Cay m¥ nhan Xi
Cay méu don Pn

Su thay d6i nhém thé & vong B chua dii dé cit nghia gam mau cia céc
antoxyanidol. Thyc t&, pH ¢6 anh hudng dén mau sic 16n hon la ban chit
cia cdc nhém thé cha vong.

5.3.2. Tinh chdt hod hoc cia antoxyanin
N6i chung, cic antoxyanin hoa tan t6t trong nude va trong dich béo hoa.

Mau séc cua cdc antoxyanin ludn thay déi phu thudc vae pH va nhiét do,
ciac chat mau c6 mit va nhiéu yéu t6 khac. Khi tang s6 lugng nhém OH
trong vong benzen thi mau cang xanh dam (trong vong B ¢6 thé c6 1, 2 hoac
3 nhém OH). Miic d¢ metyl hod cic nhém OH & trong vong benzen cang
cao thi mau cang do. N€u nhém OH & vi trf thir 3 k&t hop véi cac géc dudng
thi mau sic ciing sé thay déi theo s6 lugng cdc g6c dudng duge dinh vao
nhiéu hay it.

Cac antoxyanin ciing ¢6 thé tao pmic véi céc kim loai dé cho cdc mau
khdc nhau : chang han mudi K s& tao phic véi antoxyanin ¢6 mau dé mdu,
con mudi Ca va Mg s& tao phifc véi antoxyanin ¢6 mau xanh ve. Hodc ngudi
ta ciing thiy phic bén tir den sé chuyén sang mau xanh, con anh dao thi
chuyén sang mau tim khi c6 mat Sn, anh dao ciing s& c6 mau tim khi c6 mit
Al, nhung Al lai khong ¢6 anh hudng dén mau chia nho dé. Cac antoxyanin
clia nho chi thay ddi ddng ké khi cé Fe, Sn, hoic Cu.
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Mau sdc cla cdc antoxyanin phu thudc rdat 16n vao pH cua moi
truong. Thong thuong khi pH < 7 thi cdc antoxyanin ¢6 mau do, 6 pH = 1
antoxyanin thuong & dang mudi oxonium (cation) mau cam dén do, 6 pH =4-5
chuyén vé dang hemiketal khong mau, & ph = 6-7 chuyén sang dang bazo
quinoit mau tim hay dang chalcon mau vang, & pH = 7-8 lai vé dang bazo
quinoidal anhydro (anion) mau xanh.

OH OH

OR OR
OH OH

pH =45 pH = 6-7
hemiketal quinoit bazd

[

OH o

pH = &7
chalcon

Hinh 5.1. Su thay d&i mau sac clia antoxyanin theo pH cla mdi trudng

Khi dun néng lau, cdc antoxyanin c6 thé bi pha huy va mat mau, dic
biét 1a cdc antoxyanin cua dau tdy, anh dao, ci cai do. Nguoc lai, cic
antoxyanin cta phiic bon tir den cung trong di€u kién dé lai khong bi thay
ddi. Nhin chung khi gia nhiét cdc chit mau do dé dang bi pha huy, con chat
mau vang thi khé hon.

Trong moi trudng axit, cdc antoxyanin la nhimg bazo manh (oxonium)
va ¢6 thé tao mu6i bén vimg vdi axit. Antoxyanin ciing c6 kha nang tao
mudi voi bazo. Mudi voi axit thi ¢6 mau do, mudi véi bazo thi ¢c6 mau xanh.

5.3.3. Hoat tinh sinh hoc cua antoxyanin

5.3.3.1. Cdc antoxyanin cé hoat tinh khdng khudn va khdng ndm

Céc antoxyanin c6 tic dung lam tiang tinh thdm ctia mang t€ bao, \c
ch€ cdc enzym mang t€ bao cua vi sinh vat : ATP — aza (ATP synthaza),
photpholipaza, lipoxygenaza. Ching la nhilng hop chit phan cuc c6 tic
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dung nhu khdng sinh ionophoric, khing sinh mang ion kiéu nhu gramixidin.
Cidc antoxyanin cling c6 tdc dung ngan can su tiéu huy ldp vo protein cua
vi sinh vat,

5.3.3.2. Hoat tinh chéng oxy hod

Hai nhém OH & 3, 4' (vong B) ¢6 vai (1o quan trong trong tinh chat
chong oxy hod, nhung néu thém 1 nhém OH & 5 s€ 1am giam hoat tinh
chong oxy hod. Vi du : kha nang hip thu géc oxy (ORAC) cua xyanidol (¢d

5 nhém OH : 3,5,7,3° 4°, khong ¢6 OH ¢ 57) 1a 2,24 ; con cua delphinidol
(¢c6 6 nhéom OH : 3,5.7.3'.4°,5"y 1a 1,84,

Néu co lien ket kép ¢ 2, 3 két hop véi nhém C=0 (cacbon monoxit) ¢ 4
cua vong C thi s& gép phan quan trong vao tinh chat chong oxy hod vi né
dam bao cho qud trinh khi dinh x¢ electron (delocalier) khéi vong B.

N¢u glycozyl hod antoxyanin ¢6 thé 1am ting, 1am giam hoic khong lam
thay doi tinh chat chéng oxy hodi cha chiing :

xyanidol 3 — glucozit : (3,5)

xianidol : (2,24)

malvidol 3 — glucozit : (1,4)

malwvidol : (2,0)

pelargonidol 3 — glucozit : (1,56)

pelargonidol : (1,54)

Ban chat cua cac duomg két hogp véi antoxyanidol ciing anh hudng dén
tinh chédt chéng oxy hod. Néu glycozyl hod & C; bang ramnoza va glucoza

thi s€ lam tang tinh chdng oxy hod, nhung kha nang chéng oxy hoi s& gidam
khi gén duong galactoza vao C;.

Kha ning thu don goc tu do "scavenger” cia cdc antoxyanin va cla cic
flavonoit khdc phu thudc vao ciu tnic cia chiing. Cic cdu tnic dudi day co
hoat tinh chong oxy hod manh :



OH

-+

@ HO @ ONd M—on
OH Kiéu {a} manh nhat
OH
OH
O
(b) HO @ { »OH
o
OH
OH O
OH
G
©) HO @ { »—o0H
P
5.7
OxH,—‘ “"--._H

Cac antoxyanin trong 14 tfa to6 1a dan xudt cva xyanidol 3,5-diglucosit
— ¢6 cdu triic kiéu (a), vi vay c6 hoat tinh chéng oxy hod rat manh. Tir 14 tia
16 di san xuat duoc nhiéu ché€ phdm mau khac nhau phuc vu cho nganh thuc
pham, c6 hoat tinh chéng oxy hod manh hon vitamin E nhiéu lan.

5.3.3.3. Khd ndng hdp thu tia cuc tim

Céc antoxyanin thuc sy ¢6 vai trd 16n ddi vai thuc vat, do 14 tao ra mau
sac dac trung thu hiit cé6n trung dén thu phin cho hoa va dac biét 1a kha nang
hap thu manh tia cuc tim (UV) nhd cé ciu triic phan tlr dac biét. Cdc séc 18
antoxyanin lién két tao ra mot "mang ngan” UV, bao vé phan ti ADN thuc
vat khong bi pha huy boi anh sdng mat troi.

5.3.3.4. Cac hoat tinh khdc

Antoxyanin con cé nhiéu tac dung sinh, dugc hoc khdc da duge cong bo :

- Biéu tri bénh dai thio dudng (diabetic retinopathy) (Ober 1981).

— Diéu in viem xo 0 nguc (fibrocystic disease of the breast) (Leonardi 1993).

— Diéu tri bénh vé thi gidc (vision) (Politrer 1977).

— Duy tri tinh thdm cboa mach (Vascular permeability) (Main 1977,
Henry 1988).
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— Tac nhén bdo vé khoi cic bic xa (radiation protective agents)
(Minkoba et al 1990).

— Téac nhan tang cudng mach (vasotonic agents) (Colantuoni et al., 1991).

~ Tdc nhan bao vé vanh mach (vasoprotective) va tdc nhan chdng viém
(antiinflammatory agents) (Lietli ct al, 1976).

— Téc nhan bdo vé gan chdéng tén thuong do CCl, (hepatoprotective
agents against carbon tetrachloride damage) (Mitcheva et al., 1993).

— Nhiéu tic dung khic do tdc dung clia antoxyanin dén cdc enzym vi
céc qua trinh trao déi chat (Carpenter et al 1967, 1979).

Tac nhan hoa hoc bao vé chong doc 16 platin trong liéu phap chdng ung
thuy (Chemoprotective agents against platininm toxicily in anticancer
therapy) (Karaivanova et al 1990).

Antoxyanin ¢6 tdc dung diéu tri cic bénh vé tim, ung thu, viém khép
(arthritis), tang cudng huyét quan, nudi da, cin bing san xudtl histamin va
nhimg bénh khdc ¢6 lien quan dén gdc ty do. Hang ngay, méi ngudi co thé
ti¢u thu 180 — 215mg, khong c6 bat ky tic dung phuy ndo khi sir dung chit
mau chiét tlir vo nho (Henry 1988). Nhitng ngudi tiéu thy nhiéu qua va rau
thi ¢6 thé phong ngira dugc bénh ung thu (Doll 1990), bénh tim mach
(Armstrong 1975), bénh mach mau nfo (cerebro vascular) (William 1983,
Gillman 1995).

Antoxyanin con 1a mét chit mau wr nhién duge wa chudng trong cong
nghi¢p ché bién thuc phim.

5.3.4. Cong nghé chiét xudt va phdn tich cdc hop chdt antoxyanin

Antoxyanin la nhom céc hop chat phan cuc, do dé chiing tan rdt 16t
trong dung moi phan cuc nhu nudc, céc alcohol. Antoxyanin khong tan
trong dung méi cloroform, ete... Khi tich chiét d6i vdi méu dang kho thi
thuong sir dung h¢ dung moi metanol : nudc, hoic etanol : nuéc trong moi
truong co axit (0,1-1%) nhu HCI, trifluoaxetic, axit formic...

Sau khi tach chiét, néng d¢ antoxyanin trong dung dich thuong dugc xéc
dinh bing phuong phép pH vi sai, do mat dé quang hodc diing sic ky long
cao 4p (HPLC).

Thuong sir dung sic ky c¢ot (Coluran Chromatography) dé téach tinh ché
cdc antoxyanin. Chit mang c6 thé I4 nhya trao déi ion, sephadex, silicagel
G, polyetylen glycol (PEG) tuy thuc vao doi tuong téch chiét
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5.3.4.1. Dinh luong antoxyanin tong bing phwong phdp pH vi sai Wrostad

— Nguyén tac :

Sic t6 antoxyanin c6 ciu tric thay d6i theo pH dugc thé hién & do hip
thu. Antoxyanin & dang oxonium c6 mau chiém wu the tai pH = 4,5, Phuong
phap pH vi sai ciia Wrostad dua trén co s& d6 dé xdc dinh t10ng lugng
antoxyanin.

— Hod chat va thiét bi :

+ Pém pH=1,0.

+Pém pH = 4,5.

+ Mdy do d¢ hip thu.

+ Dich chiél antoxyanin tinh sach.

— Tién hanh thi nghiém :

Chudn bi hai miu do do hip thu OD bang cich 1ay mot thé tich dich
chiét antoxyanin pha loing trong cac dung dich dém tuong (ing v6i h¢ s6 pha
loang f.

Xac dinh budc séng hap thu tai A, bang cich do OD trong miu pha

trong dém pH = 1,0 tai cdc budc soéng khic nhau trong gidi han nhin thay
(2=400-750nm).

Po do hap thu OD cia hai miu rén tai budc sOng Ay max Y8 Agonm-
Ma&u d6i ching la dung dich dém tuong img.

Hé s6 hdp thu cia miu thi nghiém tinh theo cong thic :
A= (A?wis--max - AT()U)pH |.0_(A?«.vis—max - A?{)n)pn 4.5
Lugng antoxyanin (6ng dugc tinh theo cong thikc
AM, . f10°
C = W f
el
C : Ham lugng antoxyanin tng (mg/l).
M,, : Khdéi lugng phén tif cia antoxyanin.
f : He s6 pha lodang mau
€ : Hé s6 hap thu phan ur

1 : B¢ day clia cuvet (cm)
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5.3.4.2. Dinh luong antoxyanin—polyme theo Somer

— Nguyén tic :

Antoxyanin k&l hop véi bisunphat dé tao thanh axit sunphonic khép
mach khéng mau. Phic hop antoxyanin-tanin van thé hién mau do khong
phan img v&i bisunphat, cht ¢é phan (tng mat mau cda monoantoxyanin
nhanh chéng xay ra. Mat d6 miu cia mau duge xdc dinh véi do hap thy do
tal cac budc sONg Zgzinms Avicemaxs A7000m-

— Hod chat va thiét bi ;

+ Dung dich bisunphat 20%.

+ Dung dich dém pH = 1,0 vi pH = 4,5.

+ Miy do quang phé.

+ Dich chiét antoxyanin tinh sach.

— Ti€n hanh thi nghiém :

Chudn bi hai mu do d¢ hap thu OD véi dung dich dém pH, tuong ting.
Sau dé, cho 2,8m! mau da pha lodng vao hai cuvet, thém 0,2ml dung dich
bisunphat vao cuvet va thém 0,2ml nudc cat vao cuvet con lai. Mau dai
ching di véi dung dich dém. Do d¢ hip thu cho ¢a hai mau trén tai cdc budc
SONE A 4200ms Avis—max> 27000m -

D¢ hap thu mau cha méau thém 0,2 ml nude cdt tinh theo cong thitc sau

CD = I [(Agpy=Aq00) + (Adyis-max — Az00)]
A;. Mat do mau tai cac budce song
f : Hé s6 pha lodng mau

D6 hip thu mau cia miu thém 0,2m) dung dich bisunphat tinh thco
cOng thuc sau :

PC = f.1(A420 = A700) + (Adyis—max = Az00)]
A; . Mat do mau tai cic budc song
f : H¢ 0 pha lodng mau

Tinh phén tram polyantoxyanin theo cong thiic :

rC
P= _—(.]00 (%)
D
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5.3.4.3. Phuong phdp sdc ky bdn mong (TLC) va sdc ky gidy (PC)

L4 nhimg phuong phap don gian, dé thuc hi¢n, van duge st dyng ¢ nhicu
phong thi nghiém dé phan tich dinh tinh cdc antoxyanin.

5.3.3.4. Phan tich bang phuong phdp sdc ky long cao dp HPLC

D6i voi mot s6 loai nguyeén liéu gidu antoxyanin ¢6 thé xdc dinh truc
li€p antoxyanin Lif nguyén liéu tuoi ma kheng can tach chiet. Dé tao sy 6n
dinh cho thanh phdn antoxyanin vi néng do antoxyanin trong mau thi
ngudi ta sit dung axit dé thuy phan tdch phan aglycon cia antoxyanin ra
khoi phin duong.

Phuong phap HPLC dung dé tich antoxyanin ¢6 thé st dyng véi nhiéu
diéu kién sic ky khdc nhau, chu yéu sir dung dang cot dao pha, pha dong
luén huon ¢6 tinh axit. Bude séng phé bién duge sir dung 1a 520nm. Khi thuc
hién phweng phdp nay cin chon mot chdt chuan da biét hé sd nong do mol
dé chuan may.

5.3.4.5. Phuong phap HPLC-MS (su dung ESI : electrospray ionization)

Pay 1a mot phuong phap phan tich rat hieu qua duce sl dung dé phan
tich antoxyanin trong hén hop thuc pham. Phuong phdp nay sir dung dién dp
thip, dp suit khi quyén cling nhu k¥ thuat ion hod rat linh dong. Dién tich
(+) cla antoxyanin & gid tri pH thip cho phép phit hién ching d¢ dang vi
khi st dung dién ap thap thi nhimg hgp chit khic thugng khong bi ion hod.

Phuong phdp nay ngly nay cang duge sit dung nhicu dé xic dinh
antoxyanin trong hoa héng, nho, ruou vang do, qua mam xoi, hanh do, phu
gia thue pham dang kho...

5.3.4.6. Phuong phdp cong huong tir hat nhdn (NMR)

Puoc sit dung két hop véi HPLC-MS d¢ xdc dinh ciu tao hod hoc cua
phan tf antoxyanin ciing nhu cia cdc hop chat khdc.
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Chuong VI

CONG NGHE ENZYM

6.1. Cac phuong phap tinh sach enzym

6.1.1. Khdi qudt vé enzym

Enzym la chat xiic tdc sinh hoc, ¢6 ban chat protein, hoa tan trong nudc
va trong dung dich mudi lodng. Enzym c¢6 khé&i lugng phan tr 1én tir
20000-1000000 Da nén khong qua duge mang ban thim.

Tét ca cac y€u 6 lam bién tinh protein nhu axit dac, kiém dic, mudi kim
loai nang... déu c6 thé lam e¢nzym bi bién tinh vd mét hoat tinh xdc téc.
Ngoai ra ¢6 mét s6 khang thé ciing ¢6 hoat tinh xic tdc goi 1 abzym, axit
ribonucleic ¢é hoat tinh xdc tdc goi 1a ribozym. Ngay nay, nguoi ta c6 thé
téng hop enzym béng phuong phép hod hoc, cic emzym nay goi lymynzym

Enzym c6 nhiéu tinh chat wu viét hon han cdc chat xiic tic hod hoc :

— Enzym ¢6 cudng luc xiic téc rat 16n : O diéu kién thich hgp, hau hét
cdc phan (ing 6 xdc tic enzym xdy ra véi 16¢c do nhanh gip 10" —10"" 14n so
v6i phan (g khong c6 chal xiic tdc hodc ¢6 chit xiic tic hod hoc.

— Enzym c6 tinh dac hi¢u cao : Mdi cnzym chi xic tdc 1am chuyén hod
dugc mot hodc mot s§ co chat nhat dinh theo mot kiéu phan (ng nhat dinh.
Su tac dung ¢6 tinh chat lya chon nay goi la tinh dic hiéu ciia enzym. Enzym
¢6 tinh dac hiéu cao nén khong tao ra nhimg san pham phu.

— Enzym tic dyng trong diéu kién "ém dju" : Enzym thudng téc dung
thich hop & nhiét do 30-50°C, pH trung tinh va & ap suat thuomg, khong can
nong do axit hay néng do kiém manh, 4p suét cao, do d6 khong doi hdi cdc
thiét bi chiu axit, ki¢m va chiu 4p suat cao dit tién,

— Tat ¢4 cdc enzym ¢6 ngudén goc tu nhién khong doc. Diéu niy c6 ¢
nghia quan trong trong cong nghiép thuc pham va y hoc.

— Cdc ch€ pham enzym duge san xudt tit nguén nguyén liéu dé kiém,
ré tién.

V6i nhimg tinh chit wu viét nhu trén enzym ngay cang duoc img dung
rong rai trong moi linh vuc va tao nhiéu san phim mdi.

6.1.2. Nguon thu ché phdam enzym
Ngudi ta thudng thu nhan enzym tir nguén € bao dong vat, thuc vat va vi

sinh vat. Trong hang tram enzym dugc sir dung trong cong nghiép, hon 1/2
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dugc san xudl tr ndm mdc vh ndm men, trén 1/3 tir vi khudn, con lai tir
nguon dong vat 8% va thuc val 4%

6.1.2.1. Enzym dong vt

Mot s6 mo dong vat chida nhiéu enzym : Da day, luy tang, tim, gan, 14 lach...

a) Ty tung

La co quan chira nhiéu enzym nhét : Amylaza, mantaza, lipaza,
colesterolesteraza, excitinaza, nucleaza, trypsin, kimotrypsin, cacboxylpeptidaza
A, B, elastaza.

Tat ca cdc enzym nay duoc tiél ta ngoai € bao ciing véi dich tuy. Tuy
nhién, ngudi ta thudng thu nhan trypsin, kimotrypsin tir tuy tang lon.

b)) Da day

Mang nhiy cba da day lyn, chd, ga, tho, chira pepsin A,B,C.D (da day ion
nhicu nhat). Rieng da day lon con c6 gastrinsin (enzym thuy phan protcin).

Ngan thy tr coa da day bo chira loai vi khuan téng hop xenlulaza.

Da day cua loat dong vat c6 simg non (bé, nghé) chia renin {enzym lam
dong tu sira trong san xudt phomat). Dua trén co s& nay, cé thé thu nhan
pepsin t da day lon, renin tir ngan thi 4 cha da day bé.

o) Riuot

Enzym ¢ ruot duge ti€t ra ngodi t&€ bao cung véi dich ruét : Enterokinaza,
lactaza, mantaza, saccaraza, nuclcaza, photphataza, aminopeptidaza. ..

e) Gun

L& co quan chia nhiéu enzym c6 chung & moi co guan, ngoai ra con thay
nhimg hé cnzym chi rién&, gan mdi ¢ nhu enzym tham gia téng hop uré.
Chinh nh& sy phong phi vé enzym nay ma gan tham gia nhiéu qua trinh trao
doi chat. Ngudi ta vi gan nhu mot phong thi nghi¢m trung tam cla co thé.

Sy Tuyén nude bot

Trong nudce bot, ngoat cdc cnzym tiéu hod : Amylaza, mantaza cén chia
cnzym 6 t¢n kalicrein. Enzym nay tic dung lén globin -2 kali-dinogen dé
gidi phong ra kalidin 13 mot decapeptit ¢6 tic dung lam tang su tiét nudc bot.

&) Huyét thanh

Trong huy€t thanh chifa nhiéu enzym, binh thuémg hoat do céc enzym
nay khong I6n. Mot s6 enzym duoc coi nhu 1a chi thi d€ theo déi bénh tat, dé
la : Amylaza (tang khi viém tuy cép), photphataza kiém (tang khi bi coi
xuong, tac mat), transaminaza (tang khi viém gan, nhéi mdu co tim).

6.1.2.2. Enzym thuc vt

Tir thuc vat ¢6 mach cé the thu duge mot s6 enzym thuy phan
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— Papain tir nhya du du.

— Bromelin tir than, 14 dita va vo daa.

— Céc enzym plazmin, clastin, fixin thudng ¢é trong ho Ficus nhur sung,
si, va {qua, 14, than).

— Céc o, B—amylaza ¢6 trong malt dai mach va malt thoc.

— Ngoai ra ¢ thé thu tyrosinaza tir nam, thuc vat (Mushroom), va
B-glucosidaza tir hat mo.

6.1.2.3. Enzym vi sinh vdt

Nguoén enzym rat phong phu, tir vo $6 lodi vi sinh vat, ngudi ta cé theé thu
duogc rat nhiéu loai cnzym khdc nhau, trong dé ¢4 nhiing enzym ma co thé
dong vat va thuc vat khong thé 16ng hop duoc.

~ Hé enzym vi sinh vat ¢6 kha nang thay doi bang cich thay déi diéu
ki¢n nuoi cdy va ding cdc tac nhan diéu chinh, tir mot 10ai vi sinh vat ¢6 kha
nang téng hop manh mot hodac mot s§ loai enzym nao dé theo ¥ muon,

— Vi sinh vat ¢6 kha nang sinh san, phét trién va sinh tong hop enzym
véi toc do cuc ky 16n, do dé cho phép thu dugc mot luong Ion enzym trong
thoi gian ngan mot cdch dé dang.

— Enzym vi sinh vat ¢ hoat tinh rat manh, vuot xa enzym tir cic nguon
khdc. Ngudi ta da tinh riing, trong vong 24 gid vi sinh vat c6 thé chuyén hod
lugng 16m thitc an gap 30-40 lan so véi khéi luong co thé ching. Trong khi
d6 hé enzym cha con lon trén 50kg chi co thé chuyén hod vai kg thic an
lrong mot ngay.

6.1.3. Cdc phuong phdp tdch tinh ché enzym

6.1.3.1. Cdc dang ché phdm enzym

Trong thue 1€, san xudl cdc ché phidm enzym c6 thé duge sir dung dudi
cac dang khic nhau : ch€ phdm the, ch¢ phim k¥ thuat hoac ch€ pham tinh
khiét ty theo muc dich v yéu cau su dung.

a) Ché phdam tho

— Ch¢& pham thé tir canh trudmg 1ong : Moi trudng nudi vi sinh vat sau
khi loc, néng doé enzym rat thap, nén bude diu ngudi ta phai c6 dac. Dich loc
ti canh truomg c6 nong do chdt khé 4-6g/1 duge co dac 1én dén 15-20g/1 &
nhict do 35°C trong thiét bi ¢é do chan khong cao. Sau d6 c6 1i€p & nhiét do
40-45°C dé dat néng do chat kho 30-50g/1 r6i bo sung chit bao quan nhu
NaCl, glyxerol, sorbitol, natribenzoat... Ché phdm tho thu duge & dang 19ng
¢6 thé bao quan & nhiét do thudng trong 1-2 nam. Hodc c6 thé bo sung them
chét 6n dinh vao dich cé néng do chat kho 30-40g/1. Sau dé sdy phun & thiét
bi ¢6 nhigt dé dau 120°C va ddu ra 40°C s& thu duge ché pham tho dang bot.
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— Ch¢ pham thé tir canh truong bé mat : Canh trudmg ran sau khi nuoi vi
sinh vat duge dem say & nhiét do 40°C dén do am con khoang 12% sé thu
duge ché pham tho dang kho.

Ché pham tho ¢6 thé sir dung trong moét s6 linh vuc ma khong lam anh
huong dén chat twong mau sic, va mii vi ctia san phdm nhu : cong nghiep
sdn xufit con, cong nghiép thuoe da, cong nghiep gidy, X Iy moi trudmg...

b) Ché pham kv thudr

La ché¢ pham di duoc tinh ché so bo, trong d6 mot s protein va enzym
tap da duge tach ra. Trong che pham k¥ thuat thuong chira hén hop mot v
enzym cha yéu.

Ch¢ pham ky thuat thudng duoc sir dung trong cong nghi¢p thue phim
d¢ gilr mau sac, huong vi va chit lugng san pham.

) Ché' pham enzym tini khiét

Trong ch¢ pham nay di loai hoan toan cic protein va enzym tap, chi ¢on
lal duy nhat mot enzym mong mudn.

Céc ch¢ pham ndy chi dung trong y hoc, nghién ctu khoa hoc va phan tich

6.1.3.2. Cde phuong phdp tdach tinh sach

Duya vao dic tinh cia enzym ngudi ta ¢6 thé dua ra céc phuong phap
tach tinh ché thu ch¢ pham cnzym theo so dé sau

- Siéu loc -
- Siau ly tam 3ac ky S&c ky Dién di trén get
- Tham tich déng dién trac di ion polyacrylamit

| - Loc bang “gel"

(i f !

1 - Két tlia phan doan béng

Khdi tugng ~  Bién tich mu():i trung tinh.
phan tor - K&t tha bang dung méi
huu co
- Két tia diém dang dién
Vi tri lién két T
’ i Enzym - i >
i dic hisu nzy Tinh hoa tan
RS - Phan ly thé
Sac ky ai lic Tinh n dinh I6ng - Téng
I
¥ ¥
Tac dong o
cua axit Tac dong
hoac kiém nhiét

Hinh 6.1. Cac phuong phap thu ché phdm enzym«
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a) Dita vao tinh chdat hod tan

1. K&t tia phan doan biang mugi trung tinh (Phuong phap diém tich)

Dua vio co s6 khi ndng do mu6i thdp tinh hoa tan 1ang, néng do muo
cao tinh tan gidm, do phan tif protein duoc bén vimg nho I6p vo nude (vO
hydrat). Néu néng d6 mudi cao, chung s€ canh tranh, 14y di ldp vo nudc cua
protein, cic phan tlr protein bi mat 16p vo hydrat lién hop lai tao ket tia.

Nhu vay, véi mdi protein enzym sé c¢6 mot khoang nong dé mudi ket tia
hoan toan thudng khong giéng nhau.

Dua vio co s& niy ¢6 (hé tach va tinh ché enzym nh& phuong phap ket
tha phan doan bing muéi trung tinh. Mugi thudng ding la amon sunphat
hoac natri sunphat, natri clorua. Phuong phip nay thao tdc don gian. Tuy
nhién, cdc doan protcin enzym thu dugc sau dé phai dugc foai bo mudi
bing phuong phdap thdm tich hoac phuong phdp loc gel. Thuong cac
khoang néng do mudi tinh twong dng véi cac protein néi chung va protein
enzym noéi riéng hay tring nhau nén protcin enzym thu dugc sau két tia
phan doan chua that sach.

Cong thiic duéi day duge ding dé tinh lugng Y gam mudi ran, phai thém
vio 100ml dung dich chita protein dd c6 do bdo hoa ban dau 1a S | d¢ thu
duge mot dung dich ¢6 d bio hoa cudila S, :

Yy - 100.(S, ~Sy)
N
018, -S).G
1 -{8,.Vg/100]

G : lugng (gam) amon sunphat trong 1000 ml dung dich bao hoa :
515g 60°C, 530,72 6 15°C, 536,35 6 20°C.
VG : thé tich riéng biéu kién cha dung dich amon sunphat béo hoa :
V,/1000=027160 °C
V,/1000 = 0,288 & 15 °C
Vy/1000 =0,29 620° C
Bang tra néng do bio hoi muéi amon sunphat dé két tha protein/cnzym
6 20°C.
(Theo Green v Hughes, 1955, brewer va cong su, 1977)
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2. K&t tha enzym bang dung méi hitu co

Khi thém dung mai hitu co trung tinh vao dung dich cnzym s¢ lam giam
hing s6 dién moi cia dung dich. Vi vy, 1am tang luc hit tinh dién giita cic
phan tir protein 1am cho cdc phan i protein lién hop lai tao thanh ket tia.
Tuy tinh chat timg loai protein enzym, dung méi hitu co va diéu ki¢n ket tua
ma mdi enzym dugc két tha ¢ néng do dung mai hitu co khdc nhau.

Vidu:

— Protcaza két 1lia bing ctanol 0 nong do 76— 78% .

— a—amylaza k€t tia bing etanol 6 nong do 70% hodc bang izopropanol
55% hoic bing axcton 60%.

Cédc dung moi hitu co ducc ding phd bién nhat dé két tha la etanol,
1zopropanol, axeton.

Mot 56 dung méi sau khi két tha ¢ thé chung cit va thu hoi lai dugc.
Tuy nhi¢n, dung moi dé 1am vo hoat enzym nén qua trinh k€l tia phai duge
ti¢n hanh nhanh & nhiét do thip (- 5°C).

Phuong phdp nay dugc sit dung cho cde enzym it bi bién tinh boi dung
mdi hiu co.

3. K&t tha dang dién

Mot proticin enzym thudng hoa tan it nhat & diém dang dién (pl) vi & pl,
cdc phan I protein enzym ¢ téng dién tich bing 0, tirc 14 khong c6 luc day
tinh dién nén cdc phan tir protein enzym s& k€t hop véi nhau tao ra két wa.
Vi vy, c6 thé két tha dang dién enzym quan tam ciing nhu cdc cnzym va
protein tap khac. Loc hay ly tam dé thu hoac loai bo cdc ket tia.

b) D vao khoi heong phan e : Sde ky loc gel (loat triv phdan tir Molecular
exclusion chromatography)

Sic ky loc gel cho phép phan doan mot s hén hop protein theo khoi
lugng phan i va kich thude cua chiing.

Pha tinh 12 cdc hat gel x6p chira ddy trong ¢dt. Khi cho dung dich céc
protein chdy qua cot thi cdc phan 1 16n cta hén hop ¢ dudng kinh 1on hon
16 ciia pha tinh, khong thé khuéch tan vao bén trong hat gel nén di len 10i
bén ngoai hat va ching sé di ra khoi cot trude.
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Cdc phan tr nho nguoc lai, s& khuyéch tén vao trong hat gel va ra khoi
cot sau. Nho d6 ¢6 thé thu enzym mong muén & cic phan doan khéc nhau.

Hinh 6.2. S&c ky loc gel

Mot gel thudng c6 do phan giai t6i da trong viing phan doan tuyén tinh
cua n6, do dé ngudi ta chon mét gel nhu thé nao dé vung nay tuong ung voi
khoi luong phan tir ctia protein cén tinh ché. Hon nifa, dua vio méi quan hé
ty 1¢ giita K,, va logM, nguoi ta c6 thé xic dinh khoi lugng phan tir cha mot
protein theo dudng chuan ctia céc protein hinh cau, cé khéi luong phan tir da
bi¢t khi cho qua cot gel.

logM 4

M cua protein
cdn nghién ciu

K,y ctia protein cdn nghién ciu

Hinh 6.3. D& thi M protein chudn

Gel dugc s dung rong rdi nhat 1a gel sephadex va polyacrylami.
Sephadex l1a mot loai dextran c6 lién két ngang gilta cic mach polysaccarit
v6i nhau tao nhanh mang ludi ba chiéu. Sephadex trung hoa dién tich nén
khong ¢6 tuong tic anion ciing nhu cation, 1a mot loai bot kho, khong tan
trong nudc, nhung khi ngam nudc sé truong ra va tao thanh gel. Mat lu6i ciia
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cic gel sephadex thudng to nho khdc nhau, wy theo mic do lién ket. Néu
gilta cdc chuéi polysaccarit ¢6 it lién két thi gel s&€ ¢ mat ludi lon, ngam
nudc nhiéu va nguge lai.

Dura vio do lién két nguoi 1a chia sephadex 1am 5 loai : sephadex G-25,
G-50, G-75, G—100, G200 véi kich thudc 16 gel khidc nhau dé tach.

Ngugc lai, gel polyacrylamit 1a polyme clia acrylamit va bisacrylamit ¢6
ciu triic cic lien két ngang tao ra mot mang xop. Cac chét phai chui vio 16
gel méi ra duge, vi vay nhitng chat no ¢é khéi tugng phan 1l nho ra trude va
16n ra sau.

) D vao khd ndng tich dién

1. Sic ky trao déi 1on (ion cxchange chromatography)

Phuong phap nay dua wrén co s& phan ing

trac doi ion coa dung dich protein ¢enzym vai "ZJ _ Protein mang dién

. e . er g ;3 . 5 tich duong lien két
nhua trao doi ion. Protein ndo tich dién trat dau : :":} “‘f véi cac r?at mang
duge lien k&t véi nhua trao déi jon. Sau d6 = . ¥ diénticham
dung dich dém photphat, axetat, xitrat... hoac N .

" Cac protein mang
dién tich am chuyén

-, ddng qua cit
ot

gradient chat dién gidi (NaCl) ddy protein
enzym ra khoi cot. Protein cnzym nao co 4i luc
vGi nhua trao déi ion yéu nhat sé ra khoi cot 4
trude tién va nguge lai.

i

5
|

"

-3

Hien nay ngudi ta ciing thudng sit dung mot s6 nhua trao doi ion tir cdc
dan xuft cua xenluloza nhu :

— Nhua trao ddi cationit : Nhua trao doi cation tich dién am (~), c6 kha
nang trao doi vdi protein tich dién duong (+)

+ Cacboxyl metyl xenluloza CM-xenluloza).
+ Photpho xenluloza.

+ Sunpho etyl xenluloza.

+ Sunpho metyl xenluloza

+ CM - sepharoza

Cic loai nhua trao d6i cation :

X—- CHy~ COOH —> X - CH,CO0™ + H*



Dé tinh sach enzym kiém tinh, nguoi ta thuong st dung cac nhua
cationit nay.

— Nhua trao ddi anionit : Nhua trao déi anion tich dién duong (+), c6
kha nang trao doi véi protein tich dién am (-) :

+ Dietylaminoetyl xenluloza (DEAE—xenluloza).

+ DEAE —sephadex.

+ Trietylamino etyl xenluloza.

(X) = C,HyN(C,Hs) +H,0 —> (X) C,H,N"H(C,Hg), +OH"

V6i ciac enzym axit tinh, ngudi ta thudong sir dung cdc nhua anionit dé
tiach va tinh ché.

Ngoai ra, nguoi ta c6 thé sir dung cdc din xuat ctia agaroza lién két chéo
nhu : Sepharoza CL— 6B hoac polyme tong hop : Trisacryl ¢6 cong sudt cao,
hé s6 nén khong ding ké, khong thay déi thé tich theo pH va cudng do ion,
¢6 thé tdi tao lai nhua ma khong cén tach khoi cot.

et ] . rus el

Hinh 6.4. So dé tach chiét enzym bang phuong phap séc ky cot
(Hé théng FPLC )

Trong sac ky trao d6i ion, viéc gin mot protein enzym vao nhua trao doi
ion s& phu thudc vao trang thdi ion hoa cua protein ciing nhu trang thai ion
hod cta nhua trao doi, pH, luc ion va nhiét do.

2. Phuong phap dién di

bién di la qua trinh dich chuyén cta cdc phan tir tich dién trong dién
truong. Cac phan tlr protein enzym dugc tich riéng dua vao su tich dién va
khoi luong phan tr. Kha nang tach riéng céc protein theo phuong phip nay
kha cao nhung kho dua lén quy mo 16n
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d) Diga vao vi tri lién két ddc hién (Sde ky ai hee - Affinity Chromatography)

|. Phuong phép sac ky 4i Juc

Dra vao kha nang lién k&t dac hi¢u va thuan nghich cha mot enzym véi
mot phan (o khic ¢6 1én la phdi tir, d3 duoc gdn bing lién kél dong hod tri
viio mol chdt mang khéng hoa tan chifa trong mot c6t. Khi cho mot hén hop
protcin ¢d chita enzym mudn tam sach di qua thi chi ¢6 enzym quan tam bi
gill lai, con tit ca cac protein khdac khong tuong tic duge véi phéi tir s& bi
troi ra khoi cot. Tiép d6, cnzym s¢ duge rira giai ra bang cic phuong phap
khac nhau.

Cdc nhan t6 nhu chdl mang, phéi o, phuong phap két gan phdi
ciing nhu cdc diéu kién rira giai enzym déu cé vai trd quan trong trong
sic ky ai luc.

= Chdat mang (pha (inh)

Cdc chat mang thutng 1a cdc dan xudt cha xenluloza, agaroza, cic gel
dextran, thuy tinh x6p... Tuy nhién, ngudi ta hay dung agaroza hoic cic gel
hén hgp agaroza va polyacrylamit vi ching ¢6 thém ca kha nang loc gel.

* Phot ur (ligand)

Phai nr thudng la nhitng chat tuong tu co chil cia enzym muén 1am
sach, chat kim him hodc 14 cofacto. Phdi tir néi chung phai dac hiéu véi
enzym va phai ¢6 mot 4i luc trung binh véi enzym (kd tr 10~ *~ 10 % M).
Nong d6 phéi tir ciing phai duge chon thich hop, va néu thira phéi tlr sé gay
ra nhimg dn ngir khong gian ding ké.

* Canh tay don

Truomg hop khi phoi tir 1a mot phan 1 nho hodc khi phan tir enzym qua
I6n ¢6 thé gay ra su “cong kénh khong gian” thi phéi tir sé duoc néi dai théem
bang mot doan “cdnh tay don” dé phéi ur ti€p can dé dang vdi tam hoat dong
cua enzym, Canh tay don thudng duge cau tao tir mot mach hydrocacbon nhi
chic cé chi¢u dai tir 6 dén 8 cacbon. Canh tay don ngin nhit 13 axit
aminocaproic va hexametyleniamin.

* Hoat hod clidt mang

Phéi wr va cinh tay don phdi duge gan 1én chdt mang. Chit mang trudc
tién phai dugc hoat hoa. Hoat hod véi bromuaxianogen hoac véi glutaraldelhyt
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la hat phuong phdp pho bién. Bromua xianogen (BrCN) s& phan tng véi cic
nhom hydroxyl cua agaroza chang han, dé tao ra mot imidocacbonat. Vi
imidocacbonat dé dang tdc dung vai mét amin bac nhit cua cdnh tay don |

* Rita gidi enzym

Sau khi loai bod cic protein khac, cnzym c¢6 thé duge rifa giai ra khoi
¢Ot do phuc hop cia enzym véi phdi t ¢é ban chit phi dong hod tri va
thudn nghich.

Dung dich dém rra giai thuong :

— Hodc ¢6 chira mot phdi tr (tu do) cia enzym ¢é khi nang canh tranh
voi phéi tir dang o trang thdi lién két véi enzym.

— Hoac do pH cha n6 ¢6 thé gay bién tinh (thuan nghich cnzym do do
lam bién dang tam hoat dong cua enzym .

Ciing ¢6 thé 1am y¢u twong tdc dac hiéu sinh hoc bing cach thay déi
huc ion .

Phoi 1l canh tranh (hodc dung dich dém lam bién tinh) sau do dugc loai
bo bing phuong phip tham tich.

Hi¢n nay, phuong phdp sic ky di lyc nshém duge sir dung rit phé bién.
Vai phuong phdp nay, phéi tir duge gan vao chat mang khong chi dic hiéu cho
I enzym ma con dic hiéu cho mot nhém enzym. Chang han, Sepharoza—AMP
$€ ¢6 @1 lyc vii cac kinaza va ca voi cde dehydrogenaza c6 NAD bai 1€ phdi
tr AMP ¢6 cdu tao mot phan cua cac co— substrat : ATP va NAD cua kinaza
va dehydrogenaza.

Sac ky ai luc 1a mot phuong phdp tinh sach enzym rét hiéu qua. N6 cho
phép thu duoce enzym ¢d do sach cao (gdp 10 1dn so vai sic ky trao doi ion)
chi bang mot giai doan va trong mot thoi gian ngan.

2. Phuong phip sac ky wrong tdc va béo (ky nudc)

Cic protcin sé€ lan luot dugc phan tich ra tuy theo tuong tic cha ching
vd1 mot chat mang ¢6 chita cac nhom wua béo (ky nudce).

Cic protein chira cdc nhém ua béo & trén bé mat, chit mang ua béo va
dung moé1 ua nude tao thanh mot hé 3 thanh phin va twong tic duge vai
nhiau. Hé nay c6 thé bi r6i loan khi thay doi nhiét do, pH hoic luc ion.
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Né6i chung, cdc tuong tic s&€ manh néu ta tang luc ion (dung dich NaCl
4M). Cdc protein bi gilr, Gép d6, ¢é thé duge rira gidi mot cich chon loc
bang cach giam luc ion nay hodc bing cich giam do phan cuc cia dung méi
rira (chang han bang cdch thém etylenglycol hodc thém mot chit tay rira
hoac tang do pH dich rira). Cé thé gan cic nhom khdc nhau 1én chit mang.
Chang han, & Octyl- scpharoza (R) Cl-4B va phenylscpharoza Cl- 4b cic
nhom octyl va phenyl da duge dinh 1én ciac don vi monosaccarit cua agaroza
bang lién két ete khong tich dién va bén hoi hoc. O nhimg chdt mang khéc
thi ¢6 thé sir dung nhimg nhom ua béo khac

6.1.4. Bdnh gid ché phdam enzym

6.1.4.1. Bdnh gid hiéu sudt va do tinh sach ctia ché phdm enzym

Pon vi hoat do cia mot enzym dugce coi 1a lugng enzym cd kha ning
xUc tdc 1am chuyén hod durge mot luong co chit nhat dinh trong maét don vi
thai gian nhat dinh & diéu kién tiéu chudn (nhiét do, pH thich hop).

Theo quy ude quoc t&€ cd mot s6 don vi hoat do sau :

— Don vi TU (don vi quoc t& ) @ La lugng enzym c6 kha nang xic tic
chuyén hod dugec mot micromol co chit sau thoi gian mot phit & diéu kién
tiéu chuan.

U= 1pM co chét (10 ®M/phiit ).

— Pon vi katal (kat) : La lugng enzym ¢6 kha nang xic 14c chuyén hod

mot mol co chil sau (hoi gian mot gidy ¢ diéu kién téu chudn.
IKat =1 Mol co chit/giay .
U = 1/60 x 10 "kat =16.67 kat.

Hoat luc enzym hoic hoat luc xic tic duge bic¢u dién bang mot s6 don vi
hoat do enzym.

— Hoat do riéng : Hoat do riéng clia mot ché pham enzym duoc biéu
dién bang sd don vi hoat do cnzym trén don vi khéi lugng protein.

1U hodc kat / 1 mg (ml) protein.

— Hoat d¢ phan r (hoac hoat do riéng phéan tr ) © Puge bidu dién bang
6 phan t co chit dugc chuyén hod boi mot phan i enzym sau mot don vi
thoi gian (thudng 1a phit),

- Hoat d6 1am xlic tdc : La s6 phan tlr co chat bi chuyén hod boi mét
trung 1am hoat dong sau mot phut.
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6.1.4.2. Pdnh gid do tinh khiét bdng phuong phdp dién di trén
SDS-PAGE
Khi cé mat B—mecaptoeianol (CH,— CH,OH) dé khir cdc cdu
|
SH
disunphua (— S — S —) va sodium dodexyl — sunphat {SDS) CH;( CHy),;— SO;Na
thi cdc protein sé bi bién tinh, Chudi polypeptit da bi dan ra sé duge phu kin
bang phan tr SDS d¢ tao ra mgt polyanion (da anton) ¢6 mat dé di¢n tich
trén mot don vi chiéu dai gan nhu khong doi va khong phu thude vao trinh o
cuia chudi peptit.

gy o
-fogoftogtogttogcmc-
HHHHHHHH
Puoi ky nudc BDau bdo nuog
khong cuc cocue

Hinh 6.5. Chudi polyanion

Dudi tic dung cha mot dién trudng, cic protein da duoe SDS phu kin s&
di chuyén trén gel acrylamit vé phia anot (cuc +). Do cdc mat ludi cia gel,
mach polypeptit cang dai thi cang di chuyén cham. Vi viy, cic protein khdc
nhau ¢ia mo6t hdn hop co thé duge tich ra tuy theo kich ¢& (chi¢u dai) va
dién tich ban diu, con hinh dang cba phan tir thi khong anh huong.

bién di ding thudng dugce tién hanh trén mot ban gel co kich thude
10cm x 10cm x (0,7 = Imm). Ban gel gom hai 18p gel khdc nhau duge dic
tir mot budng gel biang khung ban kinh ¢6 kich thudc trong ing.

— Gel ¢6 (staking gel) : C6 1dc dung [am dam dac mau va lam tang sy
tach cdc bang, gel co <6 cac giéng dé miu. Gel co thuong it lién két ngang
hon va c6 pH thap hon gel tich.

— Gel tach : C6 tac dung tich biang r6 rét hon, nhat 12 khi cac chit ¢6 toc
do van chuyén gin nhau

+ Hod chat dic gel

(A) : dung dich acrylamit : 30,8%T, 2,7%C.
(B) : dung dich dém : Tris—HCI1 M, pH=§,8.
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(©) : dung dich dém : tris— HCL0,5M, pH= 6,8.

(D) : SDS10% trong nudc.

(E) : amonium persunphat 10%, TEMED xlic tdc cho gel chéng dong.
+ Dung dich dém pha méu

Bromo phenol blue (BPB), pH = 6.,8.

Tris— HCI 0,1M,SDS1- 4%, glyxerol 10— 20%, BPB 0,02%,
B-mecaptoetanol 0,2M.

+ Dung dich dém chay dién di
Tris 0,025M, glyxerol 0,2M, SDS 0,1%, pH = 8,3.

Tién hanh chay dién di : cuong do dong dién 15mA/ban gel day 0,7mm
(dién di ding). Chay trong buéng kin (dung dich dém dé ngap). Nhiét do
chay dién di giit 6n dinh & 4°C.

+ Dung dich nhuém mau

Commasiebrilliant blue R— 250, hoiac Amiden 10B.

+ Dung dich tdy mau

Metanol : a—axetic : H,O (4 : 1 :5).

standirds  protein

Hinh 6.6. So d6 dién di diing
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Do tinh sach coa enzym duge ddnh gid thong qua cac dai luong :

— Hoat d¢ riéng : Lugng enzym dugc biéu dién bang s6 don vi hoat
do/mot don vi khoi luong protein. Hoat do riéng tang 1én trong qué trinh
tinh sach. Hoat d¢ riéng dat cuc dai va khong déi khi mot enzym di hoan
toan sach.

— Ty 1¢ tinh sach hay muc do tinh sach T gitia giai doan 1 va giai doan 2
la ty ¢ giGia hoat do riéng (chang han : Ul/mg) ting vdi giai doan hai (AS,)
va hoat do rieng véi giai doan maot {AS)).

T = AS, /AS,

Ty s6 nay cing cao thi enzym cang sach.

~ Hiéu sudt R Ta ty s6 (thudng duge biéu dién bing %) hoat do téng giita
giat doan hai va giai doan mot.

G1a sur Ay va A 512 hoat 46 cia hai giai doan, duge bicu dién bing Ul/ml.

Vva V; la thé tich cha hai giai doan dugc biéu dién bang ml

Hoat do tong sé 14 :

Gial doan 1 (chua sach) = AV, UL

Giai doan 2 (sach) = A, V,UL

R=AV,/A,V,. 100

+ S0 do quy trinh cong nghé thu ¢ch€ phadm enzym tir vi sinh vat

7 XU LY DICH LEN MEM
?_HéﬁﬁEﬁ! LEN MEN VA TINH CHE
THU ENZYM
h b
- Tuyén chan ching - Giadm sat va diéu - Tach sinh khai
vi sinh vat chinh qué trinh - XU Iy thu ché pham
- Chuén bi méi lén men : nhiét thé
trudng nhan gidng dé, pH, néng do - Tinh ché thu ché
va lén men oxy, pha bot. .. ph&m tinh sach
- Kh(r tring mdi - X{r ly thu hoi
truding, thiét bi... (dung mdi...)
- Nhan giéng. .. - XU ly chét thai
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+ Hé thong thiét bi thu ché phdm enzym :

U I;n-um v
"- _:--q--
a1 |],." 4
u."" . g
\

by
Lo by g b e [
FHAN TR

Faneg
o

D,..., .-

Hé théng Ién men tu dong 150 lit Mat cat clia thiing |én men

+ Heé théng thiét bi thu héi san pham : Thiét bi ly tam thu ché pham

emzym tho.

May ly tdm lanh Loc luan héi bing mang kiéu hollow
fiber vdi hé théng FlexStand
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+ Thiét bi thu ché pham tinh khi€t : hé thong séc ky va c6 dac san pham.

Hé théng séc ky FPLC AKT Apilot  Thiét bi hé théng KvickLab thay dém
sau cac budc séc ky va co dac
enzym bang mang cassette.

6.2. Cong nghé thu mot s6 ché pham enzym
6.2.1. Cong nghé thu enzym tir thuc vdt
6.2.1.1. Tyrozinaza tir Agaricus bisporus

Tyrozinaza (EC 1.14.18.1) 1a mot enzym thuéc nhém kim loai c6 chua
nguyén tlr kim loai Cu trong phan tir va thuoc ho polyphenoloxydaza (PPO).
Tyrozinaza c6 kha nang hydroxyl ho4 céc co chét ho monophenol tao thanh
cac o—diphenol va sau d6 c6 kha nang chuyén hod ti€p hop chit o—diphenol
thanh hop chét o—quinon 1a mot chét ¢6 lién quan t6i su hinh thanh nhirng
chat trung gian tao nén céc chit c6 mau nau sim. Boi vay, tyrozinaza duogc
ing dung trong nhiéu linh vuc nhu trong y hoc, nong nghiép, cong nghiép
thuc pham, xir Iy moi trudng (1a kha nang phat hién va loai bo du luong cac
hop chat phenol).

Tyrozinaza c6 mat trong cic loai dong vat cé i, cic loai dong vit
khong xuong séng, vi sinh vat, thuc vat. Tyrozinaza thuc vat c¢6 nhiéu trong
tdo, khoai tay, khoai lang, cay che, thuéc 14, vé nho va dac biét tr nAm an
(mushroom).

Trén thé€ gi6i da c6 nhiéu nghién ciu thanh cong vé tach tinh ché thu ché
phém tyrozinaza tir nAm m& Agricus bisporus véi hoat luc cao.
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a) Cdu tao cua tyrozinaza

Tyrozinaza (con goi la monophenol,
o—diphenol oxygen oxydoreductaza
(EC.1.14.18.1) véi cau tric bac 4.

Phan tir tyrozinaza chira hai ion dong
nam rat gan nhau trong mang ludi lién két.

Vung chira 2 ion Cu goi la ion Cuy
va Cug dugc tim thdy trong tat ca cic

loai tyrozinaza. Méi ion Cu két hgp véi 3
histidin tao thanh trung tam hoat dong : :
4 - UEJRDIVA D # ) T E’ Hinh 6.7. Cau truc khéng gian
cua enzym, la noi két hgp cua enzym voi clia tyrozinaza

co chat va véi nguyén tir oxy.

Hinh 6.8. C4u tric trung tdm hoat dong cua tyrozinaza

Tyrozinaza tir cic nguén khac nhau thi khoi lugng phan tir va cau tao
khdc nhau. Tuy nhién, cdu tao chung cta tyrozinaza c6 hai histidin His—62
va His—189 duoc xac dinh la cdc axit amin lién két véi hai nguyén tr Cu
trong tyrozinaza, hai tic nhan dot bién 1a His 62Asn va His 189Asn lam mat
hoat tinh cua tyrozinaza va lam mat kha nang lién két v6i O,. (Huber.M va
Lerch.K, 1998).

Vé kh6i luong phan ti, tyrozinaza tir A.oryzae c¢6 M= 180kDa, gém 4
tiéu phan, mdi tiéu phan c6 M= 67KDa. Con tyrozinaza tir nAim md Agaricus
bisporus 1a mot tetrameric, c6 khéi lugng phan tr M= 108kDa. Trong bon
tiéu phan xdc dinh nay, c6 hai tiéu phan nho khéi lugng 12kDa va 2 tiéu
phan 16n khai lugng phan tir méi tiéu phén la 42kDa.
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b) Tinh chdt
Tyrozinaza tr cdc nguon khic nhau thi cdc tinh chit ciing khac nhau,

diéu nay dugc thé hién & bang sau :

Bang 6.1. M6t vai tinh chét chinh cha tyrozinaza tif mét s& loai nim

Cac loai ndm | Khoi pH pl Km Vm Hoat do
Juong optimum (mM) riéng
phan tir {U/mg
(KDa) protein)

A bisporus 47 Kxd [5.1-52] 044 [245M/min| Kxd
(L-DOPA) | (L-DOPA)
0.76 288.0
{catechol) M/min
(catechol)

A arvouae |67 5,0-6.0 Kxd Kxd Kxd Kxd

L. edodes 701057 6-65 143-4.7 Kxd Kxd Kxd

N crassa 46(TS*) Kxd 8.3 0,88 Kxd 1340

(L-DOPA) (L-DOPA)

N, crassa 46{TL*) Kxd 8.5 0,95 Kxd 1330

(L-DOPA) (L-DOPA)
P sanguinens 45 6,5-7.0 |45-50(1.0 54 (Ufmg 30
(L—tyrozin) protein) | (L—tyrwm)
0.9 (Lyrozin) 84
(L-1XOPA) | 112 (U/mg | 1-DOPA)
protein)
(L-DOPA)

(Kxd : khong xac dinh)

TS : Thermostable izozym déng phan bén nhi¢t

TL. : thermolabile izozym : déng phan khong bén nhiét.

¢} Co ché xiie tde phdn ting cia tyrozinaza

Tyrozinaza ¢6 ca hoat tinh cresolaza va catecholoxydaza, vi vay co chat

dac hi¢u cia tyrozinaza bao gédm monophenol ( thé hién hoat tinh cresolaza)
va o-diphenol (thé hién hoat tinh catecholoxydaza). Tyrozinaza xic tdc
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hydroxyl hoa monophenol tao thanh o—diphenol vt oxy hod o—diphenol
thanh o—quinon.

— Phan tng hydroxyl hod cic monophenol tao thanh o—diphenol

COO™

COO~ T)'El;imise OH._
Js
OH 3

+
OH NH;3
L-Tyrozim L.-DOPA

— Phan (mg oxy hod o— diphenol thanh o—quinon
Tyosimise .
OH Co0™ (0, O COO™
D/Y - ﬁr‘\'/
OH N H; Axit Ascorbic O NH;

L-DOPA Dopaguinon

Ca hai phin tng trén déu c6 su tham gia cha phan tor O,. Vi néu c6 mit
axit ascorbic thi s& xdy ra sy chuyén hod nguge tir o—quinon thanh o— diphenol,
khi d6 o—diphenol 14 san phdm duy nhét ctia phan tng hydroxyl cdc monophenol
vdi xUc tac la tyrozinaza.

Cic nha nghién cttu cho ring, co s tic dung cua tyrozinaza la do su
oxy hod thuan nghich nguyén tr dong hoa tri mot (Cu'"y thanh dong hoa
(ri hai (Cu™*).

gy 1O, m——p PO

I O} + 2ArHY ==w—p  2ALOH

l Cult + e smamp Oyt - —
|_______—____3
2|]>

Theo Baxendale va George giai thich, ¢ phan dang tir Cu'* thanh Cu?' 13
do sy ket hop cia protein — Cu véi cac homoprotein van chuyén O,. Su
chuyén hoi nay 1a mét budc rit quan trong cho phan ing véi diphenol tiép theo [a

2
surkhir cua Cu™.

Céc tyrozinaza tr nim moc cha yéu thude ho catechol oxydaza, ngoai
hoat tinh diphcnolaza thuéng ¢o thi ching con ¢6 heat tinh monophenolaza.
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Trung tam hoat dong chita hai ion Cu xic tiac phan ing oxy hod catechol
bang cdch khir 4 electron cta phan tir O, thanh hai phan tir H,O.

4Cu® + 2Catechol === == P 4Cu’ + 2 quinine + 4H*

4Cu"+4H + O, == == p 4Cu’* +2H,0

Hinh 6.9. Ca ché xuc tac clia tyrozinaza véi su tham gia clia phan tr O,

Trong co thé s6ng, da s6 tyrozinaza tén tai & dang met khong hoat dong.
Noi riéng trong bao tir nam A.bisporus, dang khong hoat dong chiém t6i
98-99% tong hoat do tyrozinaza. Dang nay khong thé két hop v6i nguyén tir
oxy nén enzym khong tdc dung v6i monophenol nhung lai ¢6 i luc d6i véi
ching gay ra mot khoang thoi gian tré. C6 thé loai bo dugc giai doan nay
bang cach thém vao mot lugng nhé ortho—diphenol (trudng hop clia tyrozinaza
tr A.bisporus). D khir dang met thanh dang deoxy c6 kha nang két hop truc
Liép v6i O, tao dang oxy hoat dong (Solomon and Lowery 1993).

d) Tach, tinh ché thu tyrozinaza tir ndm dn

Tyrozinaza tir cac nguén khac nhau thi ¢6 cdc phuong phap tach tinh ché
va lam sach khdc nhau. Tuy vao muc dich st dung ma nguoi ta tinh ché
enzym & ciac mic do khac nhau.

Tyrozinaza tir vi sinh vat thuong 1 enzym noi bao, do dé dé thu duoc
enzym phai phd v& duogc t€ bao bang song siéu am, cat, nito 1ong... Con d6i
vGi tach chi€lt tyrozinaza tir thuc vat va ndm qua thé thi phai nghién, trich ly
enzym bang dung dich dém hoidc dung moi hitu co.
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Trong qua trinh tich chiét tyrozinaza thuc vat ¢ sy hinh thanh mot
luong 16n melanin. Mat khdc, cac loai ndm an chita tyrozinaza vén rél giau
cic hop chat phenol cling ¢6 thé két hop vdi tyrozinaza tao thanh cic phic
chat cao phan tir. Do d6 cin phai loai bo hén hop cdc hop chat phenol va
giam sur tiép xudc cha hén hop véi oxy, badi vay cin phai bé sung axit ascorbic
vi polyvinyl-polypyrrolidon trong thdi gian dong hod .

e) Mot s6 phuong phdp tdch chiét tyrozinaza tur ndm dan da dige cong bo
trén thé gidi

1. Chiét enzym bang dém

Nim dugc bao quan & —20°C trong thoi gian 24 gid trude khi sir dung.
L4y 100g ndm nghién bang mdy déng hod Blender, chi¢t trong 500ml dung
dich dém photphat 25mM, pH=6.8. Bo sung thém axit ascorbic vao hén hyp.
Qua trinh trich ly enzym duge thuc hién & 4°C trong thdi gian 1 git déng
thoi c6 khudy déo, ly tam lanh véi van t6c 6000 vong/phit ¢ 4°C trong thoi
gian 15 phi, thu dich enzym tho (Qin Wang va cong sy, 2004).

2. Chiét enzym bing axeton 30%

Nam duge bao quan & —20°C trong thoi gian 24 gi& trude khi st dung.
Ldy 100g ndm rita bing 130ml axeton (-20°C) trong vong 1 phiit r6i nghién
bing mdy dong hoa Blender, chiét trong 100ml dung dich axeton 30%.
B6 sung thém 5% axit ascorbic. D¢ trong 2-3 phiit, ly tam lanh véi van 6¢
6000 vong/phit & 4°C trong thoi gian 15 phiit, thu duge dich enzym tho
(Jan HaaVis, 1997).

3. Chiét enzym bang nudc cil

Nam duge bao quan & —20°C trong thon gian 24 gitr trude khi sir dung.
Lay 100g ndm nghién bang médy déng hod Blender, chiél trong 100ml nudc
cat. Bo sung thém axit ascorbic. Sau 15 phiit, ly tam lanh v&i van 16¢c 6000
vong/phit & 4°C trong thoi gian 15 phiit, thu duge dich enzym tho (Koeni.D
va cong su, 2000).

Sau khi thu duoc dich enzym tho, dé thu ch¢ phim tyrozinaza k¥ thuat,
ngudi ta dung phuong phéap két thia bang dung méi hitu co nhu axeton hodc
etanol hoac bang mudi amonsunphat.
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f) Mot 56 phicong phdap tinh sach tyrozinaza thu ché phdm enzym
1. Két tha enzym bing axeton

Dich enzym thé dugce dong nhat trong axeton & —20°C theo ty 1¢ axeton :
dich enzym = 1,5 : 1{v/v). Sau 30 phit d¢é & 0°C, ly tam véi van 16¢c 9000
vong/phit trong 15 phiit, sdy chan khéong két wia & 30°C, duge bot enzym k¥
thuit {Koeni.D va cong su, 2000).

2. K&t tha enzym bing ctanol

Dich enzym tho duoc déng nhat trong etanol & 0°C véi ti Ié etanol la
40% (v/v). Sau 1 gio, ly tam voi van toc 9000 vong/phut trong 15 phut, say
chan khong ¢ 30°C , thu duoc bot enzym ky thuat.

3. K&t tha enzym bing mugi amonsunphat

Dich ¢nzym tho dugc tién hanh tha phan doan bang mudi amonsunphat
10-75% do biao hoa. Méi phan doan dugc thuc hién trong 2 gi&r tai nhiét do
(0°C, ly tam thu tha va hoa tan lai tha vao dung dich dém, tham tich loai muéi
trong dung dich dém photphat 25 mM, pH=6.8 (Jolley.R.L va c6ng su, 1969).

Sau d6, dua qua hé thong sac ky FPLC véi cdc bude : trude hét la qua
cOt trao déi anion yéu 16¢ do nhanh DEAE-FF (DEAE fast flow), tiép theo
dich enzym dugc dua qua ¢ot sic ky loc gel Sephacryl-100 HR (¢ day, cic
phian t protein duge phéan tich theo kich thude), sau cdc bude trén ta thu
duoge tyrozinaza tinh khi¢t, D¢ kiém tra do tinh khiét nay ngudi (a sit dung
phuong phip chay dién di trén gel SDS-PAGE (Huber.M va cong su)

Bang 6.2. Két qua cac budc tinh sach tyrozinaza tif Agaricus bisporus

. Hoat do b6 tinh . .

o Protein tong o ' Hiéu sudt
Budc tinh sach 6 (mg) riéng S@Fh %)

| (U/mg) (lan)
| Dich chiét tho 2490 103 ! 100
| Dichquasieuloc | 2150 200 1.9 51,6
Két a hdng
(NI14),S0;, 646 1200 11,6 8.6
(40-60%)

| DEAL—Sepharoza 72 6000 58.3 1,7
_Pheny!-Scpharoza 19 14700 143 0,7
Hydroxyapatt | 1,2 ' 83000 780 0,12
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Hinh 6.10. S&c ky do tinh sach tyrozinaza tif ¢t DEAE Sepharoza HR

6.2.2, Cong nghé thu enzym tir dong vdt

Pepsin (EC.3.4.4.1) 1a proteaza axit ¢6 trong mang nhdy da day lon.
Trong mang nhdy da day, pepsin & dang zimogel, khong hoat déng la
pepsinogen. Mudn enzym hoat dong duoc phéi hoat hod bdi chinh pepsin
hoac axit dich bao.

6.2.2.1. Cau tao

Pepsin 1a mot mach polypeptit, khong ¢6 cau tric bac 2 (chi ¢6 rit it cau
tric xo0dn) va bac 4, trung tam hoat dong chira nhém COOH cha axit
aspactic, ngoai ra c6 nhém phenol cla tyrozin.

6.2.2.2. Tinh chdt

Pepsin ¢6 pH t6i ru = 1,8-2,0, ¢ trang thdi kho khd bén, ngay ca & nhiét
do thudmg,

6.2.2.3. Ddc tinh thuy phdn

Pepsin phéan cat 30% lién keét peptit cla protein tao thinh cic peptit 5-8
axit amin. Pepsin chi phan cit cdc lién ket peptit gitia cdc axit amin ky nuéc
nhw : phenylalanin, tyrozin, loxin véi nhém COOH cia géc axit glutamic,
metionin, glyxin, xystein. Ngoai ra cé thé cét lien két este.
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6.2.2.4. Tach, tinh ché pepsin

«—RUa, nghién

Tu phan (42°C/40 gid) trong HCI
5% (1 gid khudy mét 1an)

:

Loc thu dich trong

;

Két tia enzym bang NaCl 22%

v
Thu két tda

.

Say khd -Tiéu chudn hoa ché phdm

Y

Pepsin thnh pham

6.2.3. Cong nghé thu enzym tir vi sinh vat

6.2.3.1. Thu nhdn p—glucosidaza tir Aspergillus niger PBC

Céc nghién ctu vé enzym cho biét p—glucosidaza (EC3.2.1.21) tham
gia vao cdc phan tng thuy phan géc tan cung khong khir B—D-glucoza giai
phong ra goc B—D—glucoza va dugc coi 1a dong luc xic tdc cho qua trinh
thuy phan cac nguén co chat giau xenluloza trong cac linh vuc xir Iy moéi
trudng va san xuat cén sinh hoc. Mat khdc, enzym nay c6 pho tic dung
rong, ngoai viéc thuy phan xenlobioza, né c6 thé hoat dong trén cac
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diglucozit, oligosaccazit khac nhu B-D-galactozit, B-D-xylozit,
f-D—fucozit, o—L-arabinozit... cing nhu cdc aryl va alkyl glucozit nhu
p-nitrophenyl-B-D—glucopyranozit, p-—nitrophenyl-B-D-xylozit... nén
ngay nay [} - glucosidaza cling dirgc xem 13 mot enzym chia khod trong su
giai phong ra cdc cdu 1r thom (r cic 1ién chat glucozit ¢6 mat trong cic
dich qua hoac tir cdc san phdm 1én men tr qua.

Chinh nh& cé pho tdc dung rong nhu trén nén hién nay, nhu ciu vé ché
phdm B — glucosidaza i rat 16n. Nhimg nghién cuu cho thay, B—glucosidaza
¢6 thé duge sinh téng hop bai nhiéu loai vi sinh vat khic nhau bao gém ca vi
khuan, ndm men, nam méc va xa khudn, So dé dugi day minh hoa mot quy
trinh tich tinh sach B-glucosidaza tir dich 1én men sau 5 ngay cua ching
Aspergillus niger PBC.

Dich lén men
\’
Ly tam 10000 vong/phiit trong 20 phiit & 4°C
S

Dich trong
\)
Két tua bang ctanol 75%
e
Ly tam 10000 vong/phiit trong 20 phait & 4°C
\’

Thu tha
\
Hoa tha tré lai trong dém axetat 0,05M, pH = 4.8
2
Sic ky SEPHADEX G 75
3
Sic ky DEAE xenluloza A50
\
Ché pham beta—glucosidaza tinh sach
3
Pong kho
1

Ché¢ pham beta-glucosidaza dang bot
Hinh 6.12. Quy trinh tach va l1am sach B-glucosidaza tir Aspergifius niger PBC
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Phan tha thu duoc sau khi xir 19 vai c¢én 75% duge hoa tan trg lai trong
dém axetat 0,05M, pH = 4,8 theo ty 1€ 1 : 3 va dua 1én ¢ot Scphadex G75
(dudomg kinh 19mm, chiéu cao 260mm). Rira giai bang dém trén véi toc do
0,3mi/ph, méi phan doan thu 3ml. K&t qua cho thdy protein bi day ra ngay tir
¢dc phin doan ddu uén va ¢é ham lugng cao ¢ phan doan 2-5, hoat tinh
B-glucosidaza ¢ gid tri cao tap trung O phan doan 2-6 va c6 mot dinh hoat
tinh & phan doan thi 3 (hinh 6.15).

Sac ky loc gel Sephadex G75 ——Pratcin

—o— Houal 4o

5 20

Ham luong
Protéintmg/mb

Hoat dg (LfmD

0 »»
I3 5 % 9 10 13 05 17 1% 21 23 25 27 29 3] 33 35 37 3w 41 3%

Phan doan

Hinh 6.13. Sic ky d6 loc gel Sephadex G75

Cic phan doan ¢6 hoat tinh B-glucosidaza cao thu duge sau sac ky loc
gel Sephadex G75 duoc tap trung lai va cho qua cot sac ky trao déi ion
DEAE xenluloza A-50 (dutng kinh [19mm, chiéu cao 260mm). Rira giai
bang NaCl, néng do tang tir 0 dén 1,5M, véi 16¢ do dong 0,4ml/phit, moi
phan doan thu 4ml. Ké&t qua phan tich choe thay protein bi day ra tai néng do
NaCl tir 0,5-0,6 M va ¢ ham luong protein cao ¢ phan doan 11-15, hoat
tinh B-glucosidaza ¢é gia tri cao tap trung ¢ phan doan 11-16 va ¢6 mot
dinh hoat tinh tai phan doan 13 (hinh 6.14).
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Sac Ky trao déi ion-DEAE

~=— Prolcin

—— Hoat do

Hoal dofu/ml)

t 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43

Phan doan

Hinh 6.14. S&c ky d6 trao d8i ion — DEAE xenluloza A50

Tir céc s6 licu thuc nghiém thu dugc va tinh todn cho thdy, cnzym tir
dich nuéi cay sau khi qua cdc bude két tha bang con va qua hai cot sic ky
Sephadex G75 va DEAE xenluloza AS0 ¢6 hoat do riéng la 44,05U/mgPr,
do tinh sach tang 1én duge 80 1dn va higu sudt thu héi 12 40% (bang 6.3).

Bang 6.3 . Hiéu sudt thu hdi va mirc do lam sach B — glucosidaza

Protein Hoat do Mtl.rchdo Hiéu
. - in .
Cédc budc tinh 1ong Téng Riéng sach | Sudt thu
; héi (%
sach (mg) U) | (UmgPr) | qanmy | MOT(R)
Dich enzym tho 3818 2100 0,55 | 100
Sau t0a cén 75% 1126,7 1757.7 1,56 2,83 83,7
Sau sic ky
66,6 12831 19,25 35 73
Sephadex G75 ?
Sau siac kv DEA
ausacky DEAE | o 1 5130 | 4405 80 40
xenluloza A5(0
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6.3. Enzym c¢& dinh

6.3.1. Khdi niém vé enzym cd dinh

Enzym c& dinh 1a enzym dugce dinh vi vat 1y vao mot vai vung xac dinh
trén chal mang ma van gilf duoc hoat tinh va ¢6 thé sir dung 1dp lai nhiéu lan
(Kennedy va Cabral, 1987). Hoac ¢6 thé néi : “Enzym 6 dini la enzym duge
gan Ién cde chdt mang khéng hoa tan hodc duge gdn vor nhan bang lién két
dong hod tri tao nén dai phdan tie enzym khéng hod tan’”.

Enzym cé dinh ¢é nhiéu uu diém hon hin enzym ty do :

— Mot lugng enzym c¢é thé sir dung lap di 1ap lai nhiéu 1an trong mot thoi
gian dai.

— Enzym khong tan 1an vao trong san pham nén khong gay anh huong
xau dén miu sac, mai vi san pham.,

— C6 thé lam ngimg nhanh chéng phan tng khi cin thiél bang cich tach
enzym ra khoi ¢o chat.

- Enzym ¢6 dinh kha bén vdi nhiét do, pH, dung moi hiru co...

Tuy c6 nhiéu thuan loi nhy trén nhung viée sit dung enzym c0 dinh ciing
¢6 nhimg han ché nhat dinh nhar ;

— Su chuyén khai bi han ché.

~ C6 thé mat hoat tinh sau khi ¢6 dinh.

~ Khéng ¢o6 hidéu qua déi vdi co chit rin (inpractical for solid substrates)

-~ Mat tinh thich nghi hinh thé.

Tuy nhién, nhitng han ch& trén la khong dang ké so véi nhimg lgi ich ma
enzym ¢@ dinh dem lai. Do vay, ngdy cang cd nhi¢u nghién citu méi ciing
nhu cdc cong nghé méi dé ¢6 dinh enzym

6.3.2. Cdc phuong phdp diéu ché enzym ¢ dinh

V¢ nguyén tac cé 3 phuong phip diéu ché enzym cd dinh :

— Hap phu vat ly 1én cic chat mang c6 chifa hoac khong chira dién tich.

— Gan enzym vao cdc chil mang khong hoa tan hoac gan cdc phan tr
enzym vdi nhau bing lién k&l dong hod tri tao dai phan t enzym khong
hoa tan.

— "Go1" enzym trong khuon gel.
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C6 thé biéu dién so d6 cac phuong phép ¢6 dinh enzym nhu sau :

[ Enzurs %r do |
1 Enzym tu do I

|

Goi trong khudn gel

Hap phu vét ly 1én chat mang

! !

|

I Lién két déng hod tri I

{o groa]

[o ]

Goi
trong
gel
dang
hat

Goi Goi
trong bang
gel phuong
dang phap
sgi tién
polyme

Goi
trong
bao
Vi

-

thé

Hap
phu
1én
chat
mang
khoéng
chla
dién
tich

Lién
két ion.
Hap
phu
1én
chat
mang
bang
lién két
ion

Co
dinh
trén
chat

mang

Lién
két
cac

phan

enzym
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. Phan tlr enzym

‘ Chéat mang rén hoac c6 16 (x6p)

&s Khuén polyme cé 16 xép

Mang bam tham

a : Co dinh enzym bang phuong phap hip phu ly hoc

b : Gin cdc emzym véGi nhau bang lién két dong hoa tri

L)

[«

: G6i emzym trong khudn gel

: G6i emzym trong bao vi thé (microcapsul)




6.3.2.1. Gdn enzym lén chdt mang bang phuong phdp hdp phu vdt ly
va lién kél ion.

a} Nguvén tde

Hap phu enzym 1én cdc chat mang nhd lue twong tac yéu gilta chat mang
vi protein enzym nhu : luc Vandecvan, lién két hydro va lién ket ky nudc.

Khi chat mang khong ¢6 16 x6p, enzym bam trén bé mat chit mang.

Khi chit mang ¢6 16 x6p, enzym chui vao trong cdc 16 xop cua chat mang.

* Mot 6 chdt mang thuomg sit dung dé & dind enzym bang hdap phu hay
fién két ion :

— Chat mang hitu ¢o : than hoat tinh, xenluloza, tinh bot, dextran, kitin.

— Chat mang vo co : silic, thuy tinh x0p, oxit kim loai, nilon.

— Chat trao d6i ion : amberlit, DEAE scephadex, CM scphadex, DEAE
xenluloza, CM xenluloza.

* Un nhuoe diém cria phitong phdp

— Uu : Diéu ché dé ding trong diéu ki¢n nhe nhang nén gilr duge hoat
tinh enzym. C6 thé sir dung cho tdt ca céc loai reactor sinh hoc. C6 the tdi sir
dung chat mang.

— Nhuoc : Do luc tuong tic giira chat mang va enzym yéu nén enzym dé
bi nha hip phu khi khudy tron hoac thay d6i nhiét do, pH. luc ion moi
truomg... vi vay kho dp dung trong san xuat thuc phim va duge pham.

6.3.2.2. Phuong phdp gdn enzym bdng lién két dong hod tri

Thurdng co6 hai phuong phap -

a) Gén enzym tén chdt mang haug lién két dong hod tri

Cic chit mang thuomg sir dung 1a

— Cic polyme hitu co : polypeptit (colagen, gelatin, albumin), polysaccarit
(dextran, agaroza, kitosan...)

— Cédc dan xudl cha xenluloza : cacboxyl metyl xenluloza (CM ~xenluloza),
dietylaminoctyl xenluloza (DEAE—xenluloza), DEAE~scphadex, CM—sephadex.

~ Cac polyme tong hgp : polyacrylamit, polystirol, polyamit, polyvinyl.

~ Cic chat vo co : silicagel, bentonit, nhém hydroxyt.
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Cac polyme vo co bén véi cic tic nhan 1y hoc (nhiét, co hoc), hod hoc
(moi trudng axit, kiém, dung méi hiru cg), sinh hoc (vi sinh vat) hon polyme
hiru co. Dic biét khong bi bién doi cdu hinh cta khuon khi thay déi moi
trudng xung guanh.

— Gan enzym lén chat mang bang lién két déng hod tri ¢6 hai phuong phdp :

1. Gan mot giai doan

Qua trinh két hop enzym ¢6 thé xay ra qua mot giai doan néu chit mang
€0 chira cic nhém c6 kha nang tham gia truc ti€p v6i nhém amin clia protein
enzym.

Vi du : chat dong tring hop andehyl maleic va cic ctylen dé lién két
déng hod tri gifta nhém & — amin ctia lyzin & phan tir enzym v6i g6c anhydrit
maleic cua polyme.

2. Gan hai giai doan

— Giai doan dau dé hoat hod chit mang bang cdch dua vao cdc nhém cé
kha nang phin ving hon.

— Giai doan hai la giai doan két hop enzym.

— Cdc chat mang ¢6 chira nhém amin nhu aminobenzoy! xenluloza,
polyaminostirol, copolyme cha aminophenylalanin ¢é thé dugc hoat hod
bang phan (ng Diazo.

Vi du : polyaminostirol trudc hét duge Diazo hod bang natri nitrit trong
moi truong axit thanh mudi Diazo, sau d6 méi két hop véi enzym.

Phin ng két hop véi enzym duoc tien hanh nhanh chéng trong didu
ki¢n nhi¢t do thudng va trong dung dich nudc trung tinh.

— N¢u chat mang c6 chita nhém amin thi ¢ thé hoat ho4 bang cich cho
tac dung v6i photgen hoac tiophotgen dé tao thanh dan xuit izoxianat hoac
1zotioxianat. Cdc nhém izoxianat hoic izotioxianat & pH trung tinh s€ lién
ket dé dang véi g6c N cudi va nhoém e—amin cha enzym.

Bing phuong phip nay ngudi ta diéu ché duoc céc din xudl enzym
khong tan nhu trypsin, chimotrypsin, o, B — amilaza, glucoamilaza.

— N¢u chat mang ¢6é chita nhém COOH nhu CM~xenluloza hodc nhua
tong hop can duoc hoat hod trudc khi cho tic dung vé&i enzym bang céc
phuong phip azit, cacbodimit, anhydrit kép.
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— Chéi mang ta polysaccarit tht dugc hoat hod so bo bing halogen xyanua,

Xyanua thuong 1a BrCN trong moi treong kiém, polysaccarit da duge
hoat hod ¢6 kha nang tao lién két dong hod tri véi protein enzym qua nhoém
amin bac nhat.

Porath va Barcli lan dau tién di hoat hoa xcnluloza, dextran va agaroza
bang phuong phidp nay

* Un nhuoe diem ciia phuong phddp

—Uu diém :

+ Co dinh enzym lén chat mang tao dd bén cao cho lién két gilra protein —
chat mang nén tranh dugc sy mat mat cnzym trong qua trinh phan iing. Do
do phuong phdp rat thich hop trong cdc reactor lién tuc.

+ Do enzym dugc gan trén bé mat chdt mang nén dé tifp xic véi co chat.

— Nhuoc diém :

+ Luong enzym ¢6 dinh thudng thap hon so véi cac phuong phdp khac.,

+ Hoat tinh enzym c¢6 thé bi gidm do su bién déi cau tric hinh (hé
enzym (rong qud trinh ¢ dinh va do su lién két chat ché gitra cnzym va chit
mang 1am gidm su di chuyén tr do cha enzym dé tiép xiic véi co chat.

Do dé, khi sur dung phuong phip can can nhic k¥ gita hoat tinh va do
bén cha enzym. Viée lua chon chit mang vi phuong phip hoat hod ti¢n hanh
can than trong.

b) Plutong phdp gdan cde enzym voi nhau béing lien két dong hod i

Nguyén tac 1a lién két chéo dong hod tri cdc phan 1 enzym lai véi nhau,
tao thanh cau tric dai phan wr khong tan ma khong can dén cdc chat mang.

Tdc nhan két gan thudng dung 1a glutaraldehyt véi ty 1¢ khoang 2-10%
{w/w) hodc hexametylendiamin

Phuong phdp nay chi phi cao, kém hiéu qua , hoat tinh enzym giam. Tuy
nhién, lién két tao ra lai rdl bén véi cic 1dc nhan pH, nhiét do. Vi vay,
phuong phap lién két chéo thuong duge dung két hop véi mot trong nhimg
phuong phap ¢ dinh khac dé€ 1am bén lién két enzym— chat mang.

6.3.2.3. Phuong phdp goi enzym trong khuon gel

a) Nguvén tde

Phan ur enzym duge gilr trong mang ludt khong gian cia mot polyme
khong tan trong nudc.
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Gel c6 thé dugc diéu ché tir cic polyacrylamit, hydroxyetyl-2—-metacrylat
tao mang ludi bang etylenglycoldimetacrylat, polyuretan, polyvinyl, Na-alginat
va caraghenan ldy tir rong bién ciing ¢6 kha nang tao gel rdt t6t. Cic gel
dang soi 6 thé 1a xenlulotriaxetat, colagen, kitosan...

b) Enzym dugc goi vao khuoén gel duoi
dang hat

Enzym duoc hoa tan trong mot dung
dich monome. Sau dé, monome nay duoc
polyme hoda (Na-alginat, chitosan va
caraghenan). Hon hop enzym va polyme
dugc cho vao thiét bi tao hat duong kinh 0,5
— 4mm (bang cich nho giot hén hgp dung
dich enzym vao dung dich CaCl, dé lam
bén hat va tao kich thuéc 16 gel), enzym sé
duoc goi trong céc 16 gel cha hat.

Hinh 6.15. Enzym dugc gbi
trong gel dang vién

¢) Enzym bi "nhét" trong cdc 16 nhd ciia cdc soi téng hop

— Enzym dugc cho vao dung dich phan tdn sgi colagen trong dung moi
nuéc — metanol va c¢6 khudy tir. Cic protein di vé phia catot va & d6 nhan
dugc cac mang colagen ¢6 "nhét" enzym.

— Hoac ¢6 thé "nh6t" enzym trong cdc 16 nhé cha soi téng hop bang
cach cho cic dong 16ng chay tuan hoan bén trong s¢i. Phuong phap nay han
ché dugc su phan cyc bé mat va su bit 14p thudng gap & phuong phap mang.

+ Hoac dung phuong phédp ciia DINELLI : Dung dich nhii tvong cua
triaxetat xenluloza trong metylenclorua va enzym trong dung dich dém chia
glyxerol dugc ép dun qua mot khuon ¢6 16 duéi dp suat nito. Céc soi ra khoi
khuon dugc nhing vao bé dong tu c6 chita toluen, sau dé siy kho soi trong
chan khong. Sei tao ra khd bén véi axit yéu, kiém yéu, luc ion hod cao va
bén v6i mot s6 dung moi hiru co nhung phuong phap nay chi thich hop véi
nhimg enzym khong bi mét hoat tinh trong cdc dung moi khong tan 1in nudc

d) Goi enzym trong bao vi thé (Microcapsule)

— Nguyén tic : Nhét enzym trong mot bao vi thé (Microcapsule) gigi
han boi mot mang ban thim. Mang nay c6 kich thuéc 16 x6p dit nho dé ngan
chan su khuéch tin enzym ra ngoai nhung di 16n dé cho co chat va san
pham di qua trong qud trinh phan tng.
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— Cach goi enzym trong 1 Microcapsule : Polyme hoa & bé mat lién pha
(Interfacial polymezation) : Hon hgp nuée clia enzym va monome hao nudce
(glycol) dugc tao thanh nhi tuong trong dung méi hitu co khong 1an nudc.
Sau d6 thém monome ky nudc vao va khudy. Phan ing tring hop cédc
monome xay ra trén bé mar lién pha gitta nudc va dung moéi hiru co trong
nhil tuong kém theo sy tao thanh mdt mang (polyamit, polyeste...} xung
quanh pha nudc. Két qua 1a enzym trong pha nudc bi nhét trong mang
polyme. Thuong cho thém cédc tdc nhan hoat dong bé mat dé 1am bén nhii
tuong va di¢u chinh kich thudc 16 (tir 1- 100um) theo ¥ mudn.

e} Plutong phdp tién polyme

— Tao lién két chéo gifia cdc tién polyme bang chi¢u quang dé goi
enzym : Khi chi¢u tia cyc tim gan (360nm) 1én dung dich ¢é chifa chat tién
polyme, enzym va chét nhay quang (benzoin etylete, benzoin izobutylet) sé
tao ra lién k€t chéo gita cac gdc cua tién polyme. Tir d6 gel duge hinh thanh
va bao lay enzym.,

Phwong phdp ndy c6 thé tién hanh & didu kién nhe nhang tranh duoc cic
thay doi pH qud kiém hoac axit trong thdi gian ngan (3-5 phiit). Cac tinh
chat hod ly cua gel (nhu su can bang hao nuéc—ky nudce ban chat ion) ¢6 thé
dinh hudng trudc bang cich chon céc tién polyme thich hop.

— Phuong phép tién polyme uretan : C6 dinh enzym bang cdch tron céc
chit tién polyme uretan (thudng 1a polypropylen glycol, polyetylen glycol)
vdi dung dich nudc cua enzym. Trong dung dich nuéc, cic gdc chic ning
izoxinat & hai dau uretan phan tmg véi nhau tao thanh lién két chéo ure. Gel
duoc hinh thanh trong vai phit va bao ldy enzym c6 thé thu duge cac tién
polyme hdo nudc hoic ky nudc bing cich thay déi ty 1& giina
polyctylenglycol va polypropylenglycol. Néu néng do polyetylenglycol cac
s€ tao gel hao nudc (PU-6, PU-9) va ngugc lai, ndng do polypropylenglycol
cao s€ tao cac gel ky nude (PU-3).

P Un ninege diém cria pincong phap goi enzym trong khuon gel

— Uu diém :

+ Khong doi hoi phai cé cdc nhédm phan tng cua protein nén thich hop
véi nthiéu enzym.
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+ Toan bo luong enzym déu duge goi trong khuodn hay trong microcapsul
va nhan dugc bé mat tiép xiic gifta cnzym va co chit 16n trén mot (hé tich nho.

+ C6 thé gbi déng thai nhitu cnzym trong ciing mot kKhuon (cdc enzym
nay phai ¢é diéu kién hoat dong té1 vu gan nhau).

— Nhuoc diém :

+ Enzym 6 dinh bing phuong phap géi trong khuon gel chi thich hop
cho nhimg phan tmg mé co chat ¢ khéi lugng phan tir nho. Kich thude cua
16 x8p can phai di 16n dé cho co chat va sdn pham di qua, diéu do ciing déng
thoi ¢6 thé 1am that thodt enzym.

+ Céc diéu kién dé tién hanh polyme hod, dac biét 1a sy tao cic g6c wr
do thuong lam bién tinh cic enzym.

+ Gel kém bén (dé bi dong chit) nén khé sir dung trong céc reactor kich
thude nhé.

6.3.3. Pdc tinh cua enzym cé dinh

6.3.3.1. Enzym cé dinh c6 hoat do riéng thdp hon hoat do riéng cua
enzym tu do

- C6 thé khi gan enzym vao chat mang dudi anh huong cda dién tich
chit mang lam cho hinh thé enzym thay déi, do dé kha nang xiic tdc ciing bi
thay déi.

— V&1 cdc enzym duge "gdi” trong khudn gel, mdt s co chat ¢6 kich
thude phan tir 16n khong tiép xac duge véi enzym, lam hoat luc giam.

— Ciing ¢6 thé 1a do tuong tac protein — protein gilta cic phan tir enzym
di c6 dinh Jam bién dang mot phan cau tric khong gian cua phan tr enzym.

6.3.3.2. Hdang sé déng hoc enzym c¢6 dinh tudn theo déng hoc
Michaelis—Menten '

Tuy nhién, cé nhiing sai khdc do di lue gifta co chit va chat mang quyét
dinh hang s§ km cia enzym. Khi co chit va chit mang cling tich dién thi
trong moi trudng trung gian cua enzym $€ c6 su trong tic tinh di¢n (hit hay
day) tao 1 gradient néng do. Néu co chat va chit mang ¢6 dién tich cung dau
thi K ks > K i néu co chat va chit mang tich dién trdi dau thi K g <K, . ;

chdt mang khong tich dién thi K 2K .
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6.3.3.3. Enzym cd dinh thiong co tinh bén nhiét cao hon so véi enzym
fir do

6.3.3.4. pH 10i wu cua enzym cd dinh thuong bi chuyén sang mién
kiém hodc axit so vdi pH t6i wu cua enzym tu do

SO di ¢6 sy sai khic nay 13 do anh huéng cia trudng tinh dién chat
mang gay nén. Sy ¢6 mat cia truomg tinh di¢n manh lam néng do H™ & gan
chit mang va trong dung dich khdc nhau.

NEu enzym lién k&t dong hod tri véi chat mang cé dién tich (-) thi pH
161 wu s& chuyén sang phia pH kiém so véi enzym tu do. Trai lai, néu enzym
litn ket dong hod tri véi chdt mang ¢6 di¢n tich (+) thi pH t6i wu s& chuyén
sang phia axit.

Enym ¢6 dinh c6 thoi gian bdo quan lau hon va bén vdi cic chat kim
ham ciing nhu cdc tic nhan gay bién tinh hon.

6.3.4. Ung dung ciia enzym cé dinh

6.3.4.1. U"ng dung cong nghé hod hoc

Trong cong ngh¢ hod hoc c6 thé s dung enzym dé tdng hop cic chit
dinh dudng, duge liéu nhu : axit amin, axit hitu co, khing sinh, hoocmon.

a) Sdn xudat khdang sin

Axit 6—aminopenixilinic (6~APA) 14 mét loai khing sinh quan trong
thuoc ho ampicillin. C6 thé thu nhan bang cich thuy phan penixilin G
(Benzyl penicillin) hoac penixilin V (phenoxymethylpenixilin) bang enzym
penixilinaza ¢6 dinh.

Penixilinaza dic hi¢u vé6i penixilin G duge thu nhan tir £.coli hoac
Bacillus meguaterinm. Con enzym dac hiéu v6i penixilin V thu nhéan duoc tir
Penecillium chrysogenum hoiac Fusarium.

Penixilinaza c6 thé duoc ¢ dinh trén mot s6 chat mang nhu sephadex
hoat hod boi xyanogen bromua chuyén hod penixilin thanh axit
6—aminopenixilinic (6-APA), 1iép dén ding acylaza (arycylaza) c6 dinh
chuyén hod 1i€p 6~ APA thanh ampixilin (D~a~aminobenzen penixilin). Qua
trinh niy dugc tién hanh trén cdc reactor am viéc gidn doan (STR) hay li¢én
tuc (CFR) (35°C ; pH = 7.8 ; 2 gi®y) hodc dang c6t (PBR).
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Enzym da dugc
cé dinh

Cd chat

Enzym da dugc
cé dinh

Co chat

San pham

Thiét bi phan (ing gian doan
(stirred tank reactor - STR)

G6ém binh phan (ng va mot thiét bi trén nhu 1a
mot canh khudy, mét tuabin canh hoac mét
chan vit.

Uu diém : Thiét lap, van hanh don gian, dé
kiém soat.

Nhuoc diém : Enzym bi pha huy va chi ap dung
cho san xuat vdéi quy mé nhd.

Thiét bi phan img lién tuc
(continuous flow reactor —CFR)

Cau trac nhu thiét bi gidn doan nhung van hanh
lién tuc.

Uu diém : Nang suat I6n, sif dung dudc co chat
c6 d6 hoa tan thap, dé dang diéu khién.

Nhudc diém : Van téc chuyén hoa thap.

Thiét bi phan (ng dang cét

(packed bed reactor -PBR)
Cé6 dang hinh tru, 14p day chat mang cé gén
enzym, enzym dudc cé dinh theo chiéu tir trén
xuéng.
Uu diém : Dé dang, tu dong, kiém soat dudc
hoat dong va san pham. Giam chi phi lao déng.
Nhudc diém : Chi phi cao do thdi gian luu 16n,
ham lugng san pham phu cao.

b) Sdn xudt L—axit amin sit dung aminoaxylaza ¢6 dinh trén DEAE—sephadex.

Aminoaxylaza—Sephadex dugc sir dung dé san xudt L— axit amin tir hén
hop raxemic ( D,L ). Dua vao tinh diac hiéu clia aminoaxylaza déi voi L—axit
amin da dugc axetyl hod. C6 thé tach riéng tinh thé L—axit amin va din xuat
Axyl-D—axitamin. Chéng han, muén thu nhan L-metionin : néng do ban dau
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cua axetyl—-P~L-metionin 1a 0,2M. Sau khi cho 200 | hén hop chay qua cot
phan 1ng, cho bay hoi va két tinh, thu duge 2,7g L-metionin (dat 91 % so ly
thuyét), dich chita axetyl-D-L-metionin dugc xi ly ¢ 60°C véi axetic
anhydrit (qua trinh racxmat hod), sau d6 axit hod dén pH = 1,8 dé thu hoi
axctyl-D—-L-metionin.

6.3.4.2. Ung dung trong cong nghé thuc pham

a) San xudar glucoza

Sir dung glucoamylaza d€ san xuat dich glucoza nong d cao (92-96%)
tir tinh bot da thuy phan bdi a—amylaza. Glucoamylaza c6 thé ¢6 dinh bang
licn két axctonic déng thai tao lién két chéo bang glutaraldehyt.

B Sdn xudt siro ngd vor néng d¢ fructoza cao (HFCS)

Dich glucoza néng do cao c6 1thé dugc san xuat bang glucoamylaza. Tuy
nhién, do ngot cua glucoza thip (73% do ngot cua saccaroza). Trong khi doé,
dudng fructoza ngot 174% so véi dudng saccharoza va ¢4 do ngot gdp 2,5
1an glucoza. Do dé, néu chuyén mét phin glucoza trong dich thanh fructoza
thi c6 thé cho do ngot tang lén dang k& & ciing néng do. K¥ thuat ndy cé thé
duoc tién hanh véi enzym glucoisomeraza cd dinh.

Hi¢n nay thuéng thye hién phan Umg ddng phan hod glucoza thanh
fructoza trong thi¢t bi phan Wing dang cot ( PBR) cho hi¢u qua 16t hon. Dich
co chat ¢6 néng do cao (35-45% chat kho, 93-97% glucoza), thyc hién
phan tmg & 55-60°C, pH = 7,5-8,0 (diéu chinh bang Na,CO3), cho thém
Mg,SO, dé hoat hod enzym (Mg2+, CO*" 1a cofactor chia enzym). San pham
thu dugc chia 42-46% (w/w) [ructoza, 49-53% glucoza, con lai la cdc
oligosaccarit.

¢} S xudt duong nghich ddo

Sir dung enzym invertaza dé chuyén saccaroza thanh glucoza va fructoza
(duomg nghich dao — ¢6 thé dung trong san xudt mit cho kha nang gilf am
(6t hon) ma khong tao mau nhu trong trudng hop thuy phan bang axit.

6.3.4.3. Ung dung enzym cé dinh diéu ché dién cuc enzym

Pién cuc sinh hoc néi chung va dién cuc enzym néi riéng thuc chiit la
mot thiét bi phan tich chuyén doi cdc dap tmg sinh hoc thanh céc tin hi¢u
dudi dang dién hod, quang, nhiét... Tir cdc tin hi¢u do ¢o thé do duge nong
do cac chat can phan tich.
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Ngay nay, dua trén co s6 nghién cifu enzym c6 dinh nguoi ta da ché tao
ra hang loat cac dién cuc enzym dé phan tich nhanh, chinh xdc céc chat cin
phan tich. Mat khac, dién cuc c6 kich thudc nho, tdi sir dung dugc nhiéu lan
nén kha thuan lgi va mang lai hiéu qua kinh t& dang ké.

C6 hai nhém enzym duoc sir dung ché tao dién cuc 1a oxydoreductaza va
hydrolaza.

a) Do ham lugng glucoza bing dién cuc glucooxydaza

Nam 1956, gido su Leland Clark, nguoi ddu tién ¢6 y tudng nghién ciu
dién cuc glucooxydaza (GOD) dé phan tich duong glucoza. Nam 1975, dién
cuc thuong mai xdc dinh ham lugng glucoza dau tién ra doi boi hang Yellow
spring dua trén co so phan tng :

, GOD .
Glucoza+ O, ——— A.gluconic + H,0,

C6 thé do lugng H" tao thanh bing dién cuc pH hodc do ham luong
H,0, boi dién cuc do dong dién hoac do ham luong O, tiéu t6n cho phan
ing bang dién cuc oxy s& biét ham luong glucoza.

Alancet can b used
10 obtaan bleod

: Y |
Lay mét giot mau nhd Sau 30 giay két qua
trén thanh thir dugc hién thi trén man
hinh dién cuc.

Hinh 6.16. Xac dinh ham lugng glucoza trong mau béng dién cuc oxy

b) Do néng dg ure bang dién cuc ureaza
Uré bi thuy phan du6i tic dung cla ureaza.
(NH,),CO +3H,0 —=%5 (O, +20H + 2NH}
N6ng do ion NHj ty Ié v6i néng do ure dugc do bang dién cuc nhan

biét khi.
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¢) Xee dinhy histamin bing dién cie diaminoxydaza(DAO)

Cédc "biogenic amin” nhu histamin, cadaverin, pustresxin duge coi la
nhitng chét chi thi dé xdc dinh cdc vi khuan giy théi thyc pham (thit, ¢4,
phomat, sifa...).

Néu cédc thuc phdm trén c¢6 mat vi khuan gay théi, vi khudn nay chia
enzym decacboxylaza s& xiic t4c chuyén hod axit amin :

e e Decacboxylaza . .
Histidin ACRIYA y Histamin

. Decacboxylaza .
Lyzin : » Cadaverin

Decachoxyiarza .
Y > Pustresxin

Glutamin, Arginin

C6 thé xac dinh histamin bang dién cuc diaminoxydaza (DAO) theo co
ch¢ phan ing sau :

"~ H
DAO,,
H,0 + O, red Eliz
H.,
e
H; C\NHZ
Histamin
H
_ N
N1ty + Hy0 DAOL, gl
Cc—CHO
Hs

Imidazoleacelaldehyt

Hinh 6.17. So d6 phan tich histamin bdng dién cuc DAQ

Po ham lugng H,05 hodc O, tiéu t6n s€ ty 1é& thuan véi ham lugng
histamin.
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