CONG NGHE ENZIM GVC: Ths. Tran Xuan Ngach

Muc luc
Chuongl:  NGUYEN LIEU THU ENZIM VA PHAN BO ...ooocseescessescessesssssesssesssesssessesssees 3
1L NQUONAONGVAL cevreereersersersesssessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 3
22 N[ T3 T ¢ o114 1 oV O 4
L3, NGUONVE SNNVAL cooeoreeeererscrssossessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssnes 4
Chuong2  SANXUAT CAC CHE PHAM ENZIM TU VI SNH VAT ...oocoecsersesseessesseesinns
21 Piéuhcaguatrinhsinhtong hopezmtrong mdi truong NUdi Gy Vi SPNVAL.......ceveeveerceree 5
22 Tuyénchonvacii taogiongvi Snhvat cho @M OO Nat IUC CE: s 1
23 Phuongphdp baquangorgvl SNV oot ssssssssss s ssssssssss s e 12
24, Mi truong nudi Gy vi srhVaIsrhtorgmpenzm ...................................................................... 13
25. Cacpmongpmprm myvl SINVAL oot ssssssssss s ssssssssss s ssssssssess 17
26. Taflvalanwd\eprnmmzym ..................................................................................................... 2
Chuong3  KY THUAT SAN XUAT CHE PHAM TU HAT COCNAY MAM (MALT).......24
3L NOUYBNTIEUAA IMACT oo eeeeesssssessseesss s ssssssssssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssnesees 24
32 LAMSKANVAPNENIOR DL o 25
33 RUG A MUNGVANGAMIGL oo 26
B4, NAY MBI covoerserseesesssesssssssssssssssssssss s s s s s s s s st ssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 28
B, SAY ML .o ereesceseseessenssssssssessssssssssssss s s ssssss s sss s s s sssssssssssss s s s ssssssees %
36, TANAM, 18, RO CQUANITEIL .. 37
37. KytrLatSanXLatnbt3>I0a| MBALAACHICE ... 33
Chuong4:  SANXUAT ENZIM TU THUCVAT ..o ererscrsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssees 40
A1 SANXUAL UTEEZANT QAU coroeeeeseeeesreessesssesessssesssessssssssesssesessesssessssesssessssessssesessssessssesssens 40
42 ThunhaN DIOMEEINTT OA ... veersssessssss s s s ssssssssssssssssssssees 40
(05700 LSRN =\ 74 [\Y/ @ 032 ] = [ 44
5L GIOH EUOIUNG oo eeeeeeeeeessssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssss s sessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 44
52 Mot&pmongpkmduyeud\etaoemmmdlrh ...................................................................... 44
53 Motlién kéttrongvlecmdmh EITZIML e eevvesssssssssssssssssss s sssssssssssssssss s sesssssssssssssss 45
54.  Anhhuongciasy 06 dinhdén hoattinh CUAEIZIM.........ocooeereerersenssessomssssssssss s 46
TSN 0= (== 0 (0 0. 1r=1= 0741110 0 1o 1 £ R 48
56. Srdur‘gmzmmdlrhtrongymcvatrongoongr‘g“lep .............................................................. 50

Chuong6:.  GIOI THIEU MOT SO LOAI ENZIM CHU YEU VA KHA NANG UNG
DUNG b

Bl ANMWYIBZAL.......ooooevvvvmsssssssssseesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssss s EEERRRRRSA s RRRRRRSS 55
(S22 = (0 (= = 7 N 58
(SIS = < o 1] = 2= VSRR 60
(SYZRD (= 0 (U (077 O o4



CONG NGHE ENZIM GVC: Ths. Tran Xuan Ngach

(CISTIIS > o'0> =772 \Vz= 10 (000 0 Y 0= /- 100N 66
Chuong7:  PHUONG PHAPXACBINHHOAT PO MOT SOLOAI ENZIM.......occvees 88
7L DONVIAONGALAD: .....oocooeeereceeeeeeesseeeeeessseseessssessssssssssssssssesssssssssssssssssssssss sssssssssssessssssasssssssassssssees 63
72 Cacphuong phdoXEC AINNNGAL GO ENZITY ... s sssssssssssss 69
73, Chuanbi dich chiét @AM XECANNNOHAD......cvoeereeeseesserscenseessenssesssessssssessosssesssesssnene [ L

Trang: 2



CONG NGHE ENZIM GVC: Ths. Tran Xuan Ngach

Chwong 1: NGUYEN LIEU THU ENZIM VA PHAN BO

1.1. Nguén ddng vat:

1.11.  Tuy tang: (Pan creas)

Pay 1a nguén enzim sém nhat, 1au dai nhat, co6 chia nhiéu loai enzim nhat nhu:
tripxin, kimotripxin, cacboxy pectidaza A va B, ribonucleaza, amilaza, lipaza.

+ Tripxin y hoc phai |aloai tinh ché.

+ Ung dung dau tién caa ché pham tripxin 1a1am mén da dé 16t da, khir cac vét nit
trén da.

+ San xuat san pham thuy phan protein y hoc (dich truyén y té) vaméi truong nudi ciy
VSV.

+ Ché pham dich tuy y hoc dé chita bénh vé tuy (réi loan chirc nang, bi cat bo tuy).

+ San xuat ché pham enzim tay rira (Vét ban, mau kho tan) ¢ nhiét d6 vira phai, khéng
thich hop vai nhiét d6 cao va pH thay doi.

1.1.2.  Mang nhay da day lon:

La ngudn enzim pepxin A, B, C, D, gastrisin. Céc enzim nay duoc tiét ra ngoai té bao

cuing véi dich vi ( khi tiéu hod thirc an). Déi voi cac typ pepxin c6 pHoy=1.3, 2.2.
1.1.3. Daday bé

Trong ngan thi tu caa da day bé cd ton tai enzim thusc nhém Proteaza tén 1a renin.
Enzim ndy d& tir 1au duoc sir dung phd bién trong cong nghé phomat. Renin 1am bién doi
cazein thanh paracazein cé kha ning két tua trong méi truong sira co da nong do Cat™.
Pay la qua trinh déng ty sira rat dién hinh, duoc nghién ciu va ang dung day du nhat.
Trong thuc té néu ché pham renin bi nhiém pepxin (trong trudong hop thu ché pham renin
& bé quéa thi. Khi do, da day bé da phét trién day da cd kha ning tiét ra pepxin) thi kha
nang déng tu sira kém di.

Gan day co nghién ctu san xuit proteaza tir vsv ¢O dic tinh renin nhu ¢ céc 10ai
Eudothia Parasitica va Mucor Purillus.

1.14. Cécloai noi tang khéc:

Gan, 1alé&ch, than, phéi, co hoanh tim, da con, huyét. Céc loai nay déu co chia enzim,
da s ton tai trong té bao. Chi c6 mot sd loai dugc san xuat dudi dang ché pham nhu: gan,
tim lgn dé téch aspartat-glutamat aminotransferaza, huyét tuong (tir huyét) dé tach ra
trombia (Proenzim chdng déng méu)

Nhin chung nguyén liéu dong vat ding dé téch enzim phai tuoi tét (lay ngay sau khi
giét md) hoic giir & -20°C cd thé dugc 1, 12 thang van khéng |am giam hoat tinh enzim.
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1.2. Nguén goc thuc vat:

1.21. Céy daurya(Canavalin ensifirmis):

DPay |a cdy thuoc ho dau Canavalia— c6 nhiéu ¢ chau Phi, & Viét Nam c6 nodi ké trén.
Trong tat ca c&c ndi dau rua déu rat giau enzim Ureaza, ham luong c6 thé dén 20% chat
kho.

1.2.2.  Ho dtra (Bromalaceae):

Bao gom tat ca c&c noi daatrong [y qua, 1y soi (ké ca cac ndi diradai). Trong cac bo
phan khéc nhau cua cdy daa (vo, 18i, chdi, than, 14,...) déu cd chia enzim bromelain.
Trong d6 nhiéu nhat 1& phan 18i dau qua dea Hoat tinh caa enzim bromelain phu thudc
nhiéu vao trang théi va diéu kién bao quan nguyén liéu. Céc nghién ciu da chi ra rang
c&c nguyén lidu siy kho ¢ nhiét do 400C s3 gitr duoc hoat tinh enzim tét hon so véi
nguyén liéu da duoc bao quan lanh ¢ nhiét do 4°C.

1.2.3.  Nhyadu du (Carlca Papaya. L):

bay laloai cay an qua pho bién & cac nuéc nhiét doi. Tir qua tuoi hoic than thu dugc
nhya (latex) chinh 1& ché pham papain thd dé tir d6 tinh ché thanh papain thuong pham.
Hién nay nguoi ta da tao ra dugc céc gidng du da ¢ san lwgng mu va hoat tinh papain
cao dé khai théac co hiéu qua ngudn enzim ndy (khdng dat van dé lay qua).

1.2.4. Mot sb loai nguyén liéu thuc vat khéc:

Khi tién hanh nghién ctru khoa hoc, y sinh hoc, nhiéu khi can xem xét (dinh tinh, dinh
luwong, cau tric phan tir, 3o hoat dong enzim, ...) cia mot sb loai enzim co trong ban than
nguyén liéu d6 dé dinh luong s dung. Bang chi y hon ca l&

Ché pham enzim Polyphenoloxydaza (EPPO): dién hinh nhat |a eppo caa |4 ché, cua
ndi nhi hat ca cao tuoi, nudc ép qua nho. Ché pham loai ndy phd bién hon ca laloai “bot
axeton”.

1.25.  Hat cbc vamot sb loai ca chiratinh bot:

Trong hat cdc nay mam (malt) va mot sb loai ca nay mam (dién hinh |a khoai lang) c6
mot hé enzim rat phong phu dugc ngudi ta s dung tir rat 1au trong céc linh vuc: mat tinh
bot (mach nha), ruu va bia (tham chi cé mot phuong phép san xuat ruu etylic mang tén 1a
phuong phap maltaza hay phuong phdp malt)

1.3. Nguén vi sinh vat:

bay |4 ngudn enzim phong phl nhat, c6 & hau hét céc 10ai vi sinh vat nhu: nam mac,
vi khuan vamot s 1o nAm men. C6 thé n6i vi sinh vat 1a ngudn nguyeén li¢u thlch hop
nhat dé san xuat enzim ¢ qui mé 16n duing trong cong nghé va dgi sdng. Dung ngudn Vi
sinh vat co6 nhirng loi ich chinh nhu sau:

+ Chu dong vé nguyén liéu nudi ciy vi sinh vat vagiéng vi sinh vat.

+ Chu ky sinh truéng cia vi sinh vat ngan: 16, 100 gio nén cé thé thu hoach nhiéu lan
guanh nam.

+ C6 thé diéu khién sinh tong hop enzim dé dang theo hudng co loi (dinh hudng st
dung va tang hiéu suat tong thu hoi).

+ Gi&thanh tuong dbi thap vi mét truang twong ddi ré, don gian, dé t6 chirc san xuat.

Tuy nhién trong moi truong hop can luu y kha nang sinh doc té (gdy doc, gay bénh) dé
c6 bién phap phong ngura, Xt 1y thich hop.
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D¢ san xuat ché pham enzim, nguoi ta cd the phan 1ap cac giong vi sinh vat ¢ trong ty
nhién hoac cac giong dot bien cd lya chon theo huéng co loi nhat, chi tong hop wu thé
mot loai enzim nhat dinh can thiét nao do.

Chwong 2: SAN XUAT CAC CHE PHAM ENZIM TU VI SINH VAT

2.1, Piéu hod qué trinh sinh tong hgp enzim trong mdi trwong nudi cay vi
sinh vat

Véi muc dich nuéi ciy thu hdi enzim véi hiéu suat cao, can phai nhan ro quatrinh diéu
hoa sinh téng hop enzim dé c6 c&c dinh hudng tac dong thich hop trong cdng nghé. Té
bao vi sinh vat chi téng hop enzim khi can thiét vai sd lwong thich hop mong mudn.

2.1.1.  Piéu hoa theo husng dong mé boi gen operator (gen diéu khién) _hién
tuong tran &p :

+hién tuong tran &p (c ché) (repression): lalam giam qua trinh sinh t6ng hop do san
pham cudi cling ciia qua trinh nudi cly. Hién tuong ndy thudng gap doi voi cac enzym
xUc t&c qua trinh sinh tong hop mot chiéu nhu: qua trinh sinh téng hop axit amin,
nucleotit.

Vi dy: khi thém mot axit amin ndo d6 vao méi trudng nudi cay thi té bao s& khong can
tong hop ndy nira. Do d6 ciing s& dinh chi qua trinh sinh tong hop enzym, x(c tac cho qué
trinh tong hop nén chinh axit amin d6. Enzym nay chi dugc tong hop trg lai khi c6 nhu
cau nghia a khi lam giam nong d6 axit amin tuong ang. Bdi voi hé thong phan nhanh
nghia & qua trinh dan dén viéc tao thanh nhiéu san pham cudi ciing khéc nhau tir mot co
chat chung ban dau thi co ché tran &p co thé dugc thuc hién theo cac cach khéc nhau.

Vi du: Phan &ng dau tién caa qua trinh sinh tong hop céc axit amin lizin, methionin,
treonin déu do enzym aspactokinaza x(c t&c. Enzym ndy c6 3 izoenzim.

Ky hiéu: a, am, & Qua trinh sinh tong hop & s& bi tran &p bai nong do lizin. a, caa
methionin. Riéng doi vai & thi treonin virala san pham cudi cting cua ca quétrinh vira la
co chat ban dau dé sinh tong hop izoloxin. Do d6 quatrinh sinh tong hop axit; chi bi tran
&p khi ca treonin va izolexin dat nong do cao vuot qua nhu cau caa té bao. C6 thé minh
hoa co ché tran 4p ndy theo so do:
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al 6 Phanung
E - — -4 Phanargzin
A B C D ——— —— Methionin

\
at \—//64 Treonin

Ghi chi: A — Co chat Aspartic ban dau.

B, C, D, G lacéc sin pham trung gian ¢ tac dung tran &p.

Nhu vay & day su tran &p chi xay ra khi c6 sy hop dong téc dung caa ca 2 san pham.
Néu tran &p hop dong ndy cling xay ra déi vai quatrinh sinh tong hop enzym giéng nhau
xUc tac cho c&c phan tng song song tao thanh 2 san pham cudi cting khéc nhau. Vi du:
quatrinh sinh tong hop vain vaizoloxin do 4 enzym gidng nhau xuc tac theo so d6 sau:

a -axetolact :
a,B-Dioxy a-Xeto
| izovalerat izovalerat

CH5CH O

hoat don 3 4

a-axeto <\ a,B-Dioxy o-Xeto Z
utirat

a-Oxyb B metylvaler B - metyl

Hién nay nguoi ta cho raing ARN mai 1a yéu té tran &p thuc sy cho quatrinh sinh tong
hop céc enzym xUc tac dé tong hop céc axit amin twong ang.
+ Hién tugng cam (rng (induction): |& hién tuong nguoc lai véi hién tuong tran &p lam
tang lugng enzym cua té bao
(Ghi chti ¢ so do trén:  1: o-axeto.a-oxyaxitintetaza
2: reductoizomeraza (axetolactat mutaza)
3: hydrooxyaxit dehydrataza
4. amino transpheraza
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Nghia la khi trong mdi trudong nubi cy co chat cam ing sé kich thich cho vi sinh vat
sinh tong hop nén nhiéu enzym hon so véi binh thuong.

Chét cam tng dugc xem nhu 1& mot chit nén (Chat co s, bo khung cacbon) dé sinh
téng hop enzym. Hién nay, nguoi ta chi ra rang co thé c&c san pham trung gian caa qua
trinh bién d6i dong vai tro |a chat cam tng, tham chi nhiéu co chit caa enzym ciing co
thé 1a chat cam tng. Pién hinh [a cac gluxit (monosaccarit va polysaccarit).

Trong sd céc enzim do vi sinh vat tong hop, ¢d nhitng enzim binh thuong chi duoc
téng hop rat it oi nhung khi thém mot sd chat nhat dinh vao mai truong nudi cay thi ham
lugng cua chiing co thé tang |én rat nhiéu 1an. Monod va Cohn (1925) goi c&c enzim ndy
la enzim cam &ng, chat gay nén hiéu qua ndy lagoi 1a chat cam tng. C&c enzim cam ung
thuong la nhitng enzim xdc té&c cho qua trinh phan giai nhu: Proteinaza, amylaza,
pectinaza, penixilinaza, p_galactosidaza ¢ té bao E. coli. Khi nudi cay E. coli trong mdi
truong glucoza va glyxerin, vi khuan chi téng hop khoang 10 phan tir B_galactosi dazalté
bao. Néu nudi Cay trén mdi truong lactoza |a ngudn cac bon duy nhat thi ham Iuong
enzim 1& 6, 7% tong hop luong protein caa té bao. Trich ratir té bao chira dén 6000 phan
tir enzim, nghia la tang 1én gan 1000 lan so vai khi nudi ciy trong mdi truong cu.

Su cam ¢ng thudng ¢o tinh chat day chuyén. Trong hé thong gom nhiéu phan tng, co
chat dau tién cua hé thong c6 thé cam rng qua trinh sinh tong hop tat ca c&c enzim xuc
tac cho qua trinh chuyén hoé cua nd. biéu ndy duoc thuc hién theo co ché sau: Trudc hét
chat cam &ng 1am tang quéatrinh sinh tong hop enzim tuong tng, sau d6 san pham nay |ai
cam ung tong hop enzim dé pha huy no, tiép theo san pham thir 2 ndy lai cam &ng tong
hop nén enzim thir 3,...

Vi du: Histidin cé tac dung cam ing hang loat céc enzim x(c tét cho qué trinh chuyén
hoa né thanh axit glutamic (Chasin va Magasamil (1968)).

+ Co ché diéu hoa theo kiéu tran &p va cam ang:

Zocob va Monod da dé ra mé hinh giai thich co ché caa 2 hién tuong tran dp va cam
g trén co s di truyén. Theo md hinh ndy, s tran &p va cam &ng sinh tong hop enzim
duoc thuc hién theo cling mot co ché chung dua trén co s& diéu hoa hoat dong cua céc
gene dudi téc dung caa céc chat phan tir thiap. Nhitng cin cir chinh caa thuyét ndy nhu
sau:

1) C6 s phan hoa chac nang cua cac giai doan khac nhau trong phan tr AND trong
nhiém sic thé, dwa vao chic phan caa ching trong qui trinh sinh tong hop Protein co thé
chiathanh céac loai gene sau:

- Gene cau tric (ky hidu: S,,S,,Ss) : mé hoé phan tir protein enzim dugc tong hop, tic
|a thir ty c&c axit amin trong phan tir enzim dugc tong hop 1a tuy thudc vao thi ty céc
nucleotit cua doan gene ndy. Cac gene mé hda cac enzim duoc fap xép lién nhau thanh
mdt nhém trén nhiém sic thé. Ching 1a khudn dé tong hop phan tir ARNy.

- Gene Operator (ky hi¢u: O): ¢ canh nhom gene cau trdc, khdng ma hoa protein
nhung dam bao cho qua trinh sao chép mé ¢ gene cau tric theo co ché “Péng mo” tua
nhu cong tac Cua mot day dén. Quatrinh sao chép chi c6 thé tién hanh khi gene operator
& trang thai “mo” (khong két voi chat ndo ca) vangirng lai khi né bi “dong” (két hop voi
mot chat dac b| et goi lachat tran &p represson). Mot gene operator ¢ thé “phu tréch” mot
nhém gene ciu trdc cac gene ciu tric ndy clng vai gene operator caa chiing hop thanh
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mdt don vi sao chép so cap goi 1a mot operon. Sy tong hop ARNy dugc bat dau & mot
dau cia operon va chuyén qua céc gene ciu tric dé dén dau kia cua operon.

- Gene Promotor (gene hoat hoa ky hiéu P) Bang truéc gene operator 1a doan And ma
ARN-polimeraza sz két hop va bat dau quatrinh sao chép cac gene ciu tric.

- Gene diéu hoa regulator (ky hiéu R): Gene ndy ma hoa cho mot protein dic biét goi
& chét tran &p (repressor). Chat tran &p c6 vai tro “déng-mo” gene operator. Do d6 gene
diéu hoa co thé kiém tra qué trinh sao chép gene cau trdc théng qua chat tran &p nay.

+ Khong co repressor (san pham cudi cling)
P @) Sl S2 S3 ADN

T T T T

l /v\/\/\/ ARNLtt

D
Q Q Phién ma
Q Q

A =B =-C =D .

+ C6 repressor (san pham cudi cing):
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R| P O sl S S3 ADN
i@

l 7, » ARN-polymeraza

F : Repressor

. COrer essor

R: Gene diéu hod, P: Gene promotor, O: Gene Operator,

S1, S2, S3: Céc gene cau tric.

2) Trong truong hop dieu hoa sinh tong hop enzim theo co ché tran &p, repressor do
gene diéu hoa téng hop con & dang khéng hoat dong (aporepessor) chua c6 kha nang két
hop véi gene operator nén qua trinh sao chép céc gene Cau trdc tién hanh binh thlI0ng
Céc enzim duogc tong hop xdc tac cho cé&c phan g dé tao thanh cac san pham cudi cuing,
san pham cudi clng ndy lai c6 kha niang két hop véi aporepessor va hoat hoa né.
Aporepessor da dugc hoat hod s3 két hop véi operator ngan can qua trinh sao chép céc
gene cau trdc, 1am nging viéc tong hop ARNy turong tng do dé dinh chi qué trinh sinh
téng hop c&c enzim tuong (ng. Trong truong hop ndy céc san pham méi duoc coi nhu &
chat tran &p (repressor).

3) Pdi vai truang hop cam tng:

+ Khéng c6 chat cam ing

R P @) S1 S2 S3 ADN

N
% KX
_/

+ C6 chat cam ang:
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R P O S1] &2 S3 ADN

g %
E1l E2 E3 D

A B C

So @6 minh hoa co ché cam g sinh tong hop enzim

@ Chét cam tng

Khi khong c6 mit chat cam ng, chat trn &p (repressor) dugc tong hop da o trang thal
hoat dong, nd két hop véi gene diéu khién operator, qua trinh sao chép ma cua gene cau
trc bi bao vay nén céc enzim tuong ting khéng duoc tong hop.

Khi c6 mat chat cam ang thi chat tran &p repressor bi mét hoat dong, tach khoi gene
diéu khién operator va quéatrinh sao chép ma bat dau, két qua 1am tang luong enzim duoc
tong hop.

Nhu vay tathdy hién tuong tran &p va cam tng sinh téng hop enzim |a hai mat ddi 1ap
ctia mot qué trinh hoa sinh thong nhat duoc thuc hién thdng qua hoat dong “dong-mo”
gene dudi téc dung ciia c&c chat phan tir thap

2.1.2.  Diéu hoatuong tac gitra ARN-polymeraza véi gene promotor:

Nhiéu dau hiéu thurc nghiém cho thiy céc gene bao ¢am sinh téng hop mot sb enzim
cam ung xUc téc cho quatrinh phan giai khéng chi chiu si kiém tra theo co ché cam tng
nhu da trinh bay ¢ trén ma con chiu s kiém tra theo mot co ché khac nho téc dung caa
AMP vong (AMP,) goi la “tran &p phan giai” (cactabolic repressor) AMP, co tac dung
kich thich caa AMP, ddi véi qué trinh sao chép ma ciia céc operon phan giai. Hién tuong
nay d& duoc nghién ciru nhiéu ddi véi operon lactoza. Theo nhiéu téc gia, tac dung kich
thich caa AMP, ddi vé6i qua trinh sao chép ma dugc thuc hién nho mot protein dic biét
lam trung gian goi la protein nhan AMP,, hay con goi |a protein hoat hoa gene phan giai
CAP (catabolite gene activator protein). Khi AMP, két hop véi CAP tao thanh phuc hop
co téc dung hoat hod gene promotor 1am cho ARN-polymeraza dé& dang két hop véi no dé
bét dau qué trinh sao chép ma Nhu vay AMP, c0 tac dung lam ting cuong quéa trinh sao
chép. Ciing co y kién cho rang phirc hop AMP,-CAP-ARN-polymeraza cho phép bt dau
quétrinh sao chép ma.
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a— Phirc hop CAP-AMP, chuan bi két hop vao mién dic biét caa ADN.

b — Sau khi phirc CAP-AMP, két hop vao, né 1am yéu doan ADN.

¢ - ARN-polymeraza két hop vao mién dic biét caa no.

d - ARN-polymeraza “trugc” doc theo doan ADN nhu mét “céi bot” dén mién bat dau.

Nguoi ta ciing nhin thay glucza va mot sb loai duong khéc khi thém vao mdi truong
nudi ciy vi khuan thuong lam gidu lugng AMP, trong té bao, do d6 1am giam qué trinh
sinh téng hop nhiéu enzim cam tng, ngay ca khi n6 c6 chat cam tng trong moi trudng.
Hién tuong ndy con goi 1& “hiéu tng glucoza” duoc quan sét thiy & E. coli va mot s Vi
khuan. Tuy nhién cho dén nay van chuabiét rd co ché 1am giau AMP, do glucoza va céc
duong khac

2.2. Tuyén chon va cai tao gidng vi sinh vat cho enzim c6 hoat luc cao:

Pé chon gidng vi sinh vat c6 kha nang sinh tong hop enzim cao, nguoi ta cé thé phan
1ap tr méi trudng tu nhién hodc cd thé diing cac tac nhan gy dot bién tac dong 1én b
méy di truyén hoic lam thay d6i dic tinh di truyén dé tao thanh céc bién chung cé kha
ning tong hop dic biét hiru hiéu mot loai enzim ndo do, cao hon hin chang goc ban dau.

2.2.1.  Phuong phédp gay dot bién:

Pay la phuong phép hay dugc ding nhat nham dé:

- Tao nhitng dot bién bi giam kha niang sinh tong hop repressor hoiac tong hop
repressor o & luc thap véi gene opertor.

- Tao nhitng dot bién tong hop enzim cé cau tric bac 1 thay doi do d6 co thé giam do
thay d6i voi kiéu kim ham theo co ché lién hé nguoc.
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Néu su thay d6i ciu trdc bac 1 xay ra ¢ ving trung tam hoat dong hodc & gan do thi co
thé 1am thay doi r6 rét hoat tinh caa enzim.

- Gay dot bién & doan gene hoat hoa promotor dé 1am tang &p luc caand déi véi ARN-
polymaraza do d6 |am ting toc d6 sao chép mé. Dung bién phép ndy cé thé l1am ting
lwong glucoza-6-phosphatdehydrogenazalén 6 lan.

Hién tuong dot bién thuong lién hé voi sy thay doi mot gene, chang han bi “16i” mot
bazo khi tad tao phan tr ADN. Vi du & mét vi tri nao do trén gene cé thir tu nucleotit |a
G-X, néu né bj thay thé bang A-T, T-A hoiic X-G thi phan tir ARNy duoc tong hop trén
doan gene bi 16i ndy cling s& khac voi ARNy binh thuong ¢ vi tri tuong tng voi chA “16i”
trén gene. Do d6 s8 tong hop nén phan tir enzim khéc véi binh thuong & mot sd gbc axit
amin.

Pé tao mot dot bién gene co6 thé ding téc nhan vat ly (tia tir ngoai, tia phdng xa) hay
hod hoc (cé&c hoa chat) tac dung |én té bao sinh vat.

2.2.2.  Phuong phép bién nap:

La sy bién d6i tinh trang di truyén caa mot ndi vi sinh vat dudi anh huong cia ADN
trong dich chiét nhan duoc tir té bao ciavi sinh vat khac. O dy yéu t bién nap |a ADN.
Su chuyén vat liéu di truyén (ADN) tir té bao cho dén té bao nhan c6 the xay ratrong 6ng
nghi¢m (invitro) khi cho té bao nhan tiép xuc vai dich chiét tir té bao cho ma khéng cé su
tiép xuc gitra cac té bao.

Céc té bao co thé nhan bat ky loai ADN n&o chir khdng doi hoi phai 1a ADN tir céc
gidng ho hang. Tuy nhién té bao chi c6 thé nhan mot sd doan ADN nhét dinh, thuong
khéng qua 10 doan. C&c doan ADN duoc di truyén trong bién nap c6 M=10°-10" va phai
c0 cau trdc xoan kép. Té bao khong tiép nhan cac doan ADN c¢6 kich thuéc nho hon hoac
céc doan khdng cd cau tric xoan kép. Hién tuong bién nap phod bién ¢ nhiéu lodi vi sinh
vat nhu: Diplococus, Staphylococus, Hemophilus, Agrobacterium, Rhizobium, Bacillus,
Xantomonas.

2.2.3.  Phuong phép tiép hop gene:

Khéc voi bién nap, & day vat liéu di truyén chi duogc truyén tir té bao cho dén té bao
nhan khi hai t& b2o tiép xdc véi nhau. Do vy céc vi sinh vat ¢ kha nang bién nap thi s8
khong cd kha nang tham g|at|ep hop gene nita. Hién nay quatrinh tiép hop gene da duoc
nghién ctru & mot sb 10ai vi khuan nhu E. coli, salmonella, Pseudomonas aeruginosa.

2.2.4.  Phuong phap tai nap:

Vit liéu di truyén (ADN) duoc chuyén tir té bao cho sang té bao nhan nho vai tro trung
gian cuathuc khuan thé (phage). Trong qué trinh tai nap, ca&c doan ADN duogc chuyén tir
té bao cho dén té bao tiép hop vsi ADN cuaté bao nhian. Do d6 1am bién déi tinh chat di
truyén caaté bao nhan.

2.3. Phwong phap bio quan giéng vi sinh vat :

Khi sir dung vi sinh vat dé san xuat enzim can chon giéng thuan chang, da duoc kiém
traday du vé céc dic tinh hod sinh, vi sinh, nudi ciy va can dic biét luu y dén diéu kién
bao quan gidng. Thyc té khi bao quan gidng goc trong mot thoi gian dai co thé tao ra céc
bién di ngau nhién khéng mong muén do do dinh ky phai cdy chuyén va kiém tralai cac
dic tinh ban dau.
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2.3.1.  Phuong phép ciy chuyén:

Pay |a phuong phap phd bién nhat dé thuc hién bang cach gitt giéng trén mdi truong
thach (thach nghiéng, hop petri,...) voi thanh phan méi truong nudi ciy vadieu kign nudi
cay thich hop cho giong vi sinh vat d6. Sau khi giong da moc t6t cin bao quan ¢ nhi¢t do
lanh 3-4°C va sau mdi tuin phai ciy chuyén lai. Khi ciy chuyén chi lay b&o tir hoic
khuan lac ma khong nén ay ca méi treong dinh dudng dé bao dam khong chuyen céc san
pham trao d6i chat vao moi truong mei (co thé gay nén nhirng bién d6i bat lgi khéng thé
ludng hét duoc). Néu la xa khuan thi khéng nén bao quan giéng trén méi truong thach
ma nén giir trong dat da khir tring.

Pé kéo dai thoi gian bao quan gidng tir hang thang dén 1 nam, ngudi ta pha mot 16p
paraphin long da tit tring trén bé miat giong dé han ché sy phét trién ciané. Can luu y
chi phi [op dau sau khi cay vi sinh vat dat dén do chinsinhly.

Phuong phap cay chuyen rat co hiéu qua dé bao quan céc glong nam men, vi khuan va
rat hiru hiéu, d& dang trién khai giéng ra san xuat 16n, han ché céc tai bién c6 thé din dén
hu hong gidng géc.

2.3.2. Phu:ong phap lam kho:

Bang cach gitt gidng trén cét, dat, silicagen trong diéu kién khd réo (tat ca déu dugc
khtr tring can than). Trong diéu kién nhu vay s8 han ché sy phét trlen tiép tuc cua glong
khi bao quan. Phuong phap nay rat hay dugc s dung dé bao quan nAim méc, xa khuan,
mot vai lodi nam men, vi khuan thoi gian giir giéng co thé dugc 1 nam.

Phuong phap 1am kho ciing thuc hién don gian, khong can dung cu dat tién. Tuy nhién
giong nhu phurong phép cay chuyén thoi gian bao quan tuong déi ngan.

2.3.3.  Phuong phdp déng khé:

Tuc 1a1am khé bing siy chan khdng thang hoa (néu nguyén tic), con goi 1a sdy lanh
dé tao nén san pham doéng khé (thuc pham déng kho, cac vat pham sinh hoc, y hoc déng
kho...). Bay la phuong phap bdo quan lau dai dén 10 nam ma khdng 1am cho giéng bi
bién doi dic tlnh nhung doi hoi cong nghé cao, thiét bi dat tién, chi phl bao quan Ion.
Hon nita mot sd 10ai vi sinh vat nhu ndm méc khdng c6 bao tar va mot sb loai vi rit to ra
khéng thich hop khi bao quan déng khé.

2.3.4.  Phuong phdp lam lanh déng trong nito long:

Khi nito hod long & nhiét do rat thip -165°C dén -196°C nén néu bao quan vi sinh vat
& moi truong ndy s3 rat tét vi gibng duoc gitr bat bién trén 10 nam. Tuy nhién dy lalinh
vuc cdng nghé cao (can nito nguyén chat valanh tham do) nén chi phi bao quan rat cao.

2.4, M6i trwong nudi cay vi sinh vat sinh tong hep enzim:

Pay layéu td dau tién anh huong tryc tiép dén hoat dong song ciing nhu kha niang sinh
t6ng hop enzim cua vi sinh vat. Mai trudng chan chira day du céc chat C, N, H, O. Céc
chat vé co: Mn, Ca, P, S, Fe, K va céac chit vi lugng khéc.

2.4.1.  Ngudn cécbon:

Thuong 1a hop chét hitu co trong d6 chi yéu la gluxit, tuy thugc vao dic tinh caa
enzim vanoi vi sinh vat ma ngudoi ta lya chon cho thich hop.

- Pi véi cac hé vi sinh vat sinh enzim amylaza: ddy 1a enzim cam ng dién hinh vi
vay mdi trudng nudi cdy phai cd cac chat cam ang: tinh bot, dextrin, mantoza. Qua
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nghién ciru nguoi ta nhan thiy ba loai gluxit 1& ngudn céacbon tét nhat dé sinh tong hop
amylaza dat hiéu qua cao. Chang han hiéu suat sinh téng hop trén méi truong gluxit khac
nhau véi mot sb loai enzim amylaza nhu sau:

+ Doi voi a-amylaza:

Tinh bot > dextrin > mantoza > glucoza > saccaroza > galactoza > manit > avabinoza.

+ Pdi véi Oligo-1,6-glucoridaza (dextrinaza):

Tinh bdt > dextrin > mantoza > saccaroza > glucoza > lactoza > galactoza > orabinoza
> manit.

+ Déi voi 0-1,4-amyloglucoridaza :

Tinh bot > dextrin > mantoza > saccaroza, glucoza, lactoza, orabinoza > rabinoza >
lactoza > manit.

Khi nudi ciy theo phuong phdp bé mat néu dung cam thi khdng can bb sung tinh bot,
ngudn tinh bot rat pho bién, ngoadi cdm co thé ding bot ngd, bot mi, bo bo.

Can chuy trong da sd truong hop, mot sd loai dudng, dién hinh nhat 1a duong glucoza
lai Kin ham sinh tong hop céc enzim thuy phan néi chung (chang han theo co ché tran &p
phan gl ai do 1am giau lwong AMP, trong té bao).

Péi voi cac hé vi sinh vat sinh enzim Proteaza:

CO6 mdt sb ngudn gluxit khi diing nudi cdy nam méc cé kha nang sinh tong hop enzim
Proteaza c6 hoat luc cao, chang han theo thu ty sau:

+ Pdi voi Asp. Flavus 74: fructoza > glucoza > saccaroza > ramnoza > mantoza >
galactoza > orabinoza > lactoza.

+ Pdi voi Asp. Awamori 200: fructoza > manit > saccaroza > orabinoza > galactoza >
lactoza.

+ Dbi v6i Asp. Oryae 79: fructoza > saccaroza > mantoza > glucoza > manit >
orabinoza > galactoza > lactoza.

Tinh bot 1a ngudn cacbon cua nhiéu chang vi khuan sinh tong hop enzim proteaza. Vi
du: Vi khuan Bac. Subtilis c6 kha ning sinh tong hop proteaza & méi truong tinh bot
>8%, gidng xa khuan ua nhiét Micromonospora vulgaricus sinh tong hop proteaza trong
mai truong 0.15-0.25% tinh bot.

Ngoai ra mot sd loai hydrocachon ciing c6 nguén cacbon cho 125 chiang vi sinh vat.
Ching han, mét sb giéng vi khuan Pseudomonas semginosa c6 kha nang sinh tong hop
proteinaza hoat lyc cao trén mdi truong n-paraphin voi 12, 14, 16 nguyén t¢ C hoac
proplylenglycol, hydrocacbon thom.

- Bdi véi cé&c hé vi sinh vat sinh enzim Pectinaza:

Qua trinh sinh tong hop enzim pectinaza co lién quan dén chat cam ang. D6 chinh 14
pectin, duong nhién d6 langudn cachon. Néu sir dung hon hop gluxit trong do c6 pectin,
dé nu0| ciy vi sinh vat thi hoat lyc cia pectinaza ngoai bao cé thé tang 4-6 1an so véi khi
nudi cay khdng co pectin.

Gidng Asp. Niger dugc nudi cay trén méi truong co nhidu ngudn cacbon nhu: Pectin,
tinh bot, isulin, lactoza, saccaroza, mantoza, galactoza néng do 2, 4, 6% s& cho pectinaza
c6 hiéu suat cao. Tuy nhién nén nudi ciy trén madi truong chi cd monosacarit va glyxerin
thi hoan toan khéng thé sinh téng hop enzim nay. Puong glucoza co tac dung kin ham
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(chat tran &p) sinh tong hop enzim pectinaza trén méi trudng nudi cy |a pectin valactoza
déi voi loai Asp. Niger, Asp. Awamori.

- Déi vé&i céc hé vi sinh vat sinh enzim xenluloza.

Enzim xenluloza 1a enzim cam @ng vi vay trong mdi truong nudi cay vi sinh vat sinh
enzim nay nhat thiét phai co xenluloza la chat cam ng valanguén cacbon.

Ngudn xenluloza rat phong phu: gidy loc, béng, bot xenluloza, 16i ngd, cam, miin cua,
rom ra, than bun. Ngoai ra cé thé ké thém chiét xuat xenlobiozo-octa axetat, c&dm mi,
lactoza, balixyl ciing c6 ngudn cécbon tét. Béi véi gibng Stachybotris atra, nguon gluxit
t6t nhat dé sinh tong hop enzim xenluloza latinh bot 1%.

Céc ngudn cécbon khéc néi chung (glucoza, xenlobioza, axetat, xitrat, oxalat,...). Lai
kim ham sinh téng hop xenluloza, glyxerin kndng phai & chat cam @ng cho enzim nay.

- Ngoai ngudn gluxit 1& chii yéu con phai ké dén cac ngudn cécbon khéc nhur:

+ Cac axit béo phan tir lvong 16n (oleic, stearic, miniotic). Vi du: axit oleic cé tac dung
kich thich tong hop glucoamylazalén 2.5-3.5 lan so véi nong do thich hop 2-3%.

+ Etanol va glyxerin trong nhiéu trudng hop nudi ciy duoc dung lam cacbon bé sung.

+ Trong sb céc axit hitu co thi axit lactic hay dugc vi sinh vat hap thu dé tong hop
enzim. Tuy nhién nguoi ta thuong khéng bd sung tryc tiép axit ndy vao mdi truong nudi
cdy ma chi bd sung loai nguyén liéu hay ché pham c6 chiaa né hoic s& gay sinh ra no
trong qué trinh nuéi cay.

2.4.2.  Ngudn nito:

- B4i voi hé vi sinh vat sinh enzim amylaza:

O nhiéu lod ndm méc, ngudn nito tét nhat 1& NaNO; va NH4NO;, ndng do nito dudi
mirc 0.05% niam mdc van phét trién duoc nhung sinh tong hop amylaza rat kém.

Ty 18 toi wu gitra tinh bot va NaNOj; trong mdi truong Zapec nudi cdy nam moc sinh
tong hop amylazadat hi¢u qua cao nhat 1218:1.

Cac mudi amoni vo co (NH4H,PQy, (NH4)ZSO4, NH,CI), mot so ngum nito htru co
(gelatin, cazein, cao ngd) cho hiéu qua sinh tong hop amylaza thap.

Trong thuc té, nguoi tathuong ding ngudn nito 1& cac axit amin c6 nguén goc tir dich
thuy phan protein (dich ty phan nim men, nudc cham, cao ngd, dich chiét malt) day vira
|& ngudn nito vira la nguon cacbon va chat cam ¢ng sinh enzim.

Céc axit amin co téc dung tét nhat trong nhiing truong hop ndy |a asparagin, axit
glutamic; D,L serin, histamin, alanin. Trong khi casein tham chi la ac ché thi dich thuy
phan casein lai cam ttng sinh tong hop amylaza lén gap 2 1an so véi ban dau.

- Doi v6i hé vsv sinh enzyme proteaza:

Ngmn nito s dung rat jphong phu, bao gdm 2 nhém: vé co va hitu co.

+ Doi voi mot so lodi ndm médc thudc ho Asp. (oryzae, awamori, niger, flavas) néu moi
truong ¢6 ngudn nito hitu co thi s3 sinh téng hop proteinaza axit tinh cao. Trén moi
truong Czapek néu thay NaNO3 bang cazein thi hoat luc proteinaza cé thé tang 1én 3,5
1an. Sinh tong hop enzyme proteaza dugc nang cao khi méi trudng nudi ciy co ca hai
nguon nito hitu co va vé co. Néu méi truong chi ¢d ngudn nito vé co s& dan dén nging
sinh tong hop enzyme nay.

+ Trong qua trinh nuoi cay vi khuan, trong s6 céc ngudn nito vo co thi NH,, H,PO, 1a
t6t hon ca. Cac mudi amon va nitrat khéc déu 1am giam hoat lyc enzyme.
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+ Pbi v6i xa khuan ua nhiét Actynomyces Vulgaris U2 thi pepton 1a chat cam ang dé
sinh tong hop enzyme proteaza la tét nhat.

+ C&c axit amin c6 anh huong rd rét nhat ¢én qué trinh sinh tong hop enzyme vsv néi
chung. Chang han glyxin, alanin, metionin, loxin 1am ting hoat luc proteaza cua ching
dot bién Asp. Oryzae 251-90 |én 16% va chung nguyén thuy Asp. Oryzae 132-63 Ién 7 -
14%. Nhiéu axit amin lai ¢ téc dung tc ché sinh tong hop enzyme nhu: valin, axit
glutamic, izoloxin, treonin. N6i chung c6 khoang 10 axit amin nhu vay. Axit amin co tac
dung kich thich sinh tong hop enzyme khi trong té bao vsv khéng ty tong luong du luong
axit amin tu do So v6i mdi truong nubi cay.

+ Ngoai ra, cac bazo purin nhu A (adenin), G (guanin) va cac dan xuat caa ching,
ARN va céc san pham thuy phan cing lam tang dang ké sinh tong hop proteinaza vsv.

- béi VOI hé vsv sinh tong hop enzyme pectinaza:

Ciing giéng nhu d6i vai hé vsv sinh tong hop enzyme proteaza, néu ding két hop nito
hitu co va vd co S8 ¢b tac dung tét dén qua trinh sinh téng hop pectinaza. Tuy nhién,
mudi nitrat kim loai kiém lai kiém ham enzyme ndy. Déi véi Asp. Niger, ngudn nito ton
kém nhat dé sinh tong hop pectinaza la NH4H,PO,. Ddi voi Asp. Awamori thi lai 1a
(NH,),SO,. Trong khi d6 thi N tir pepton, cazein thuy phan 1& hoan toan &c ché sy tao
thanh enzyme.

- P6i véi nAm mébc Asp. Foetidus thi (NH,),SO,, nuéc chiét cam, nude chiét nam men
co téc dung nang cao hoat luc polygaacturonaza. N6i chung, ti [é thich hop nhat ddi véi
CIN khi tong hop pectinaza trong khoang 7/1- 13/1.

- Béi véi hé vsv sinh enzyme xenlulaza.:

Nguén nito thih hop nhat déi véi nhém vsv ndy 1a ngudn mudi nitrat. Trong 6 NaNO;
|am cho méi trudong kiém hoétao diéu kién thuan loi cho sy tao thanh xenlulaza. Cao ngd
va cao nim men ( ké ca nudc chiét nam men) ciing co téc dong khéc nhau dén kha nang
sinh tong hop xenlulaza tuy thudc giéng vsv. Cac mudi amoni d& co tac dung tham chi ac
ché qué trinh sinh tong hop vi chiing 1am cho méi truong bi axit hoa gay e ché quatrinh
sinh tong hop tham chi 1am mét hoat tinh enzyme ngay sau khi tao thanh trong méi
truong.

2.4.3.  Ngudn cac nguyén té khoang va céc yéu té (chat) kich thich sinh truong:

- Mubi khoéng rat can thiét cho hoat dong cua vsv, dic biét 1a dbi véi cac quétrinh
sinh téng hop cac enzyme kim loai. bé sinh tong hop a-amylaza va glucoamylaza, nong
d6 MnSO, thich hop nhat 1& 0,05%. Néu thiéu mudi ndy va mudi photphat kali thi vsv
khdng thé sinh tong hop duoc dextrinaza. Hoat luc a-amylaza va dextrinaza duoc nang
cao & nong do KH,PO, 1% va hoat lyc glucoamylaza & ndng dé KCl 0,05%, dextrinaza ¢
ndng do thich hop nhat 12.0,15%.

-lon Mg % ¢6 téc dung sinh tdng hop va én dinh cac enzyme cé hoat tinh & nhiét do
cao. biac hiét Ca®*cd trong thanh phin cua a-amylaza (trong 1 phan tir gam a-amylaza
cuia Asp. Oryzae c6 20g Ca, cia Bac. Subtilis c6 4g Ca). Trong méi truong nudi ciy Ca2+
nang cao kha niang tong hop a-amylaza, bao vé enzyme nay khoi sy anh huong cua
proteaza.

-Luu huynh S véi nguon chi yéu 1a cac axit amin chita S nhu metionin, cystein, sistin,
va c&c mudi sunphat (CuS0,). Céc mudi khoang co Fe, Mn, Zn, B, Mo, Cu anh huon
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dén kha ning sinh tong hop xenlulaza. Trong da sd truang hop biotin (VTM H) va mét sb
VTM ciing rat can thiét cho qué trinh sinh tong hop enzyme..

Khi lya chon méi truong can cht ¥ dén ca thanh phan dinh tinh va dinh lwong sao cho
qua trinh sinh tong hop enzyme mong mudn 1a cao nhat. Muén vay nguoi ta cd thé sir
dung mot sd phuong phép sau:

1) Phuong phép téi wu hod quy hoach thuc nghiém toan phan (du yéu td): doi hoi
nhiéu thoi gian va khong duoc chinh xéc 1am.

2) Phuong phap toan hoc md hinh hoa thyc nghi¢ém: cho phép xac dinh nhanh chéng
va ding dan ti Ie cac thanh phan moi trudng nudi cay va céc yéu td cong nghé bao dam
cho hoat dong song va sinh tong hop enzyme cao nht.

24.4. Céacloai mbi truong nudi ‘cay vi sinhvat sinh tong hop enzyme :

CO thé chialam 2 loai: méi truong tong hop va mAi truong tu nhién (phac hop).

- M6i truong tong hop: 1a moi truong bao gom céc chat véi lidu lugng xé&c dinh (qua
tim hiéu, nghién ciru), chang han ngudn cacbon c6 thé 1a tinh bot, xenlulolaza, duong,
axit, ruou, ngudn Nito vO co hoic hitu co (axit amin, peptin...). Loai mdi trudng nay
dugc sir dung cho muc dich nghién ciru (cd khi n6 mang tén nha nghién ciru ra no:
Czépk-Dobrovonxki, Hasen...).

- M@i truong tu nhién: thuong dung céc loai phé ligu, nguyén liéu( da so trong do la
thuc pham) c6 chira c&c ngudn cacbon, nito, khodng(da lwong, vi lugng), céc yéu té sinh
tong hop truang. Mit khéc, cac nguyén liéu ndy lai c6 sin, ré tién nén dugc st dung rat
nhiéu trong cong nghiép san Xuat c&c ché pham enzyme vi sinh vat.

- Céc nguyén liéu dé chuan bi 1am méi truong tu nhién bao gdm: cdm va bot hat céc,
nudéc chiét ngd, dich ép hoa qua, rau, kho dau, ba ruou, ri duong, sin pham phan huy nim
men bia, trau, 18i ngd( dé 1am chat don, tao xop). Khi lya chon sir dung méi truong can
cht y dén céc chat co téc dung diéu hoa sinh téng hop enzyme, dic biét cac chat cam
rng. Bang thuc nghiém, nguoi ta thiy rang chat cam tng (ting cudng sinh tong hop
enzyme) thudng la co chat chi yéu, cac san pham thuy phan ciand hoic chat twong ty co
chat. O trén ta d& biét 1a chat cam tng thuong két hop véi chit tran ép repressor 1am cho
n6 khdng hoat dong( mat kha niang két hop véi gene diéu khién operator). Nhu vay, chat
cam ng phai di vao bén trong té bdo do d6 khéng thé |a nhitng chat dai phan tir nhu
protein, tinh bot, xenluloza, pectin. Theo mot sb téc gia thi cac co chat nay 1 céc co chat
'tién cam ang', dudi téc dung cia enzyme gbc chung bi thuy phan mot phan tao thanh
chét c6 phéan tir Iuong bé hon dé dong vai trd 1a chat cam wng thuc sy. Chang han, tir nam
1972 lurikievits cho rang chat cam &ng thuc su cua a-amylaza khéng phai l1atinh bot ma
|& san pham thuy phan mot phan cia no: erytrodextrin. Twong tu nhu vay, chat cam ang
cuaenzyme proteinazala cac polypeptin, protein co phan tir luong nho

- Khi lya chon m6i truong nuoi cay va dic biét 1a chat cam (ng can xem xét can than
céc yéu té chi phi, gia thanh san xuit ra san pham.

2.5. Céc phwong phap nudi ciy vi sinh vat:

V& nguyén tac c6 2 phuong phdp nudi cay vsv thu enzyme la: phuong phdp nudi cay
bé mat (con goi la phuong phap noéi) va phuong phdp bé sau (con goi la phuong phdp
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nudi cay chim), trong d6 & phuong phép bé sau con co thé chiara 2 phuong phép cu thé
hon: lanuéi cay chim 1 bugc (1pha) vanuéi ciy chim 2 budgc (2 pha).
25.1.  Phuong phap nui ciy bé mit:

- Phuong phép ndy rét thich hop dé nudi cay cac loai naim mdc (sinh tong hop céc hé
enzyme amylaza, xenlulaza, pectinaza, proteaza) do kha niang phét trién nhanh, manh,
nén it bi tap nhiém. Khi nudi, ndim mdc phét trién bao pha bé mat hat chat dinh dudng
ran, c&c khuan ty ciing phét trién ¢am siu vao long méi truong da duoc tiét tring, 1am am
(khuan ty co chat). Bi voi mot sd muc dich dic biét, ngudi ta nudi vsv truc tiép trén bé
mit hat gao (san xuit teong), hat dau tueong (dau teong 1&8n men - misd) da duoc nau chin
tron hat coc con sdng (1am men thudc bac, men dan toc, 1am tuong).

- Nguoi tathuong dung cam mi, cdm gao, ngd manh, bot ngd, manh hat bo bo co chat
phu gia la triu. Cam, trau, co be mit tiép xdc 16n, méng, tao duoc do x6p nhiéu, khéng
c6 nhitng chit gay anh huong xau dén sy phét trién caa ndm mdc. Ti 1é c&c chat phu gia
(chat don) phai bao dam so cho ham luong tinh bot trong khbi nguyén lidu khéng duoc
thap hon 20%, c6 thé bo sung thém ngudn nito vo co ((NH,),SO., (NH4)-CO), photpho
(P,0s, H3PO,4 ky thuat), nito hiru co va cac chét kich thich sinh truong nhu malt, nuéc
chiét ngd, nudce loc ba rugu.

*Quy trinh cdng nghé:

Nguyén ligu

Tr%n
Lam am
Thanh triing bang nhiét
Lam nguoi, lam toi
Gieo gibngvsv «—— Nudi ciy giéng
Chuyén vao dung cu nuéi ciy
Nudi cdy, theo d6i, xt ly

+Lam am méi truong : ‘

C6 y nghia quan trong, trong dieu ki¢n sin xuat [én, ham am toi uu cia moi truong
cam la 58-60%. Khi duoc nudi cay trong dieu kién ti¢t trung nghiém ngat thi s¢ dat hoat
do enzyme cao nhat khi ham am 65-68%. Tuy nhién neu moi truong qua am s& bi dinh
bét (khi hap thanh trung, 1am toi, khi nuéi cay), dé bi nhiem vi sinh vat tap (bi 1én men
ruou, |[én men dam.....). Bé [am am co thé dung nudc tron véi nguyén liéu (nhao) roi

thanh tring hodc 1am am so b rdi thanh tring sau d6 dung nuéc vo tring (nudc ngung
tu, nudc dun sdi dé ngudi) dé dieu chinh lai @6 am caa khoi nguyén liéu. Céach sau cé thé
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rdt ngan thoi gian 1am ngudi, khéng ché dugc dd am chinh xéc hon nhung doi hoi phai
thanh tring & nhiét do va &p suat sao hon.

+ Thanh tring bang hoi nhiét:

Lam cho mdi trudng duoc tinh khiét hon vé phuong dién vsv valam cho chin (bién
hinh) mdi truang (tinh bot, protein). Thong thuong ngudi ta thanh tring bang hoi nuéc
truc tiép & nhiét do 120- 130°C trong 2-3h.

+ Lam nguoi valam toi mdi truong dé gieo giéng:

Khdi méi truong vira hap xong con nong va dinh bét. Vi vay phai [am ngudi va lam
toi dé thuan tién cho viéc gieo glong va phan phdi vao cé&c dung cu nudi. Yéu cau thoi
gian nay phai ngian dé han ché nhiém khuan tir bén ngodi. Nhiét do yéu cau dat duoc dé
gieo gidng 14 35-39°C.

+ Nubi cay nAim méc gidng:

Nhiam du luong bao tir gidng cho toan bo mdi truong nudi cay. Quy trinh cdng nghé
thue hién tuong ty nhu trong san xuat 16n nhung phai thuc hién céc diéu kién ky thuat
dic biét va khac khe hon nhu: nguyén liéu phai tét, giau chat dinh dudng hon, diéu kién
nudi cay khéng ché nghiém ngit hon, thoi gian nudi cay dai hon (gan gap déi) dé nam
méc hinh thanh nhiéu bao tir va déu.

+ Tién hanh qué trinh nuéi cay :

Sau khi gieo gibng va phan phdi vao céc dung cu nudi (manh hay khay duc 15) roi
chuyén vao phong nudi co diéu chinh nhiét d6 va do am tuong d6i caa khéng khi (j )
ciing nhu mac d6 thdng khi. Qué trinh nudi cdy nim méc kéo dai 33-48h/mé duoc trai
gua 3 giai doan:

*Gial doan 1: Tur khi nudi cdy mbc gong dén gio nuéi thir 10-12. Xay ra sy truong no
bao tir va xuat hién cubng nim. Bé bao dam sy nay mam nhanh va han ché nhiém tap,
can gitt 6 am nguyén liéu 55-60%, j =96-100%, T=30-32°C.

*Gial doan 2: kéo dai trong 10-18h. Nam mdc phét trién manh, lan khap bé mat va
trong toan khéi méi truong truong (khuan ty an siu vao co chat) dan dén hién tuong két
banh. Qua trinhhd hap va toa nhiét manh 1am mdi truong truong bi khd xop, ting ham
lugng CO,, nhiét ¢6 phong nuéi tang 1én dén 38-40°C. Bé khdng ché nhiét do thich hop
28-30°C can thdng gi6 (quat) va bdo hoa am khdng khi phong nudi.

Gial doan 3: kéo dai trong 10-20h va dic trung nhat vi tao ra enzyme nhicu nhat.
Cuong d6 trao dol chat giam di chut it, nhiét toa ra |t hon nén téc d6 béc hoi nuéc cua
mdi trudng nudi cay cing g|am theo. Qué trinh nuéi ciy dugc chim dut khi nAm mdc dat
d6 giachin sinh 1y va bt dau tao thanh bao tu.

2.5.2.  Phuong phap nuoi cay chim:

- Vi sinh vat duoc nuéi ciy trong mdi truong long vei co chat cha yéu trong da sd
truong hop latinh bot. Chi c6 mot s6 it giong vsv duing ngudn co chat cacbon |a duong
glucoza, saccharoza. Thuc té, trong mot sb truong hop nguoi ta duong hoé so bo tinh bot
trudc khi thanh trung (bang ché pham enzyme amylaza). Khi d6 dudng maltoza dugc tao
thanh 1a chat cam ng tot, mdi truong truong bi giam do nhét nén dé dang cho qué trinh
khudy tron va suc khi.

-M6t S loai mdi truong dinh dudng dé san xuat ché pham enzyme amylaza dung trong
CNSX rugu etylic nhu sau:
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+M®6i truong nudi cdy 40m° cua Trung Quéc:
Bot khoai lang  : 400kg

Bot banh mi : 240kg
Cam : 160kg.
NaNO; - 1,2kg

Nudc viradi ham luong chat khd:3,33%
+ M@6i truong san xuat thir & nhaméy rugu Ha Noi:

Nuéc ba ruou trong : 100 phan

Bot ngd min :1,5-2 phan
Nudc dudng hoatir ngd16%  : 5-10 phan
(NH,),S04 : 0,4-0,5 phan
P,Os : 0,4-0,5 phan
MgO : 0,15-0,20 phan

biéu chinh pH dat 5-5,5

- Phuong phép nuéi ciy bé sau doi hoi phai dugc vé tring tuyét dbi & cac khau vé sinh
téng hop, thanh tring thiét bi, thanh tring mdi truong dinh dudng, thao tac nudi ciy ,
khong khi cung cap cho qué trinh nuéi céy

Cac giai doan cua qua trinh nudi cay chim 1 buéc (1pha) gom: chuan bi méi trudong
nudi cay, nudi cay nim moc glong, nudi ciy NAM mbC san Xuat.

+ Chuan bi méi truong nudi ciy :

Sau khi d& phéi tron ding ti 1é c&c thanh phan s& dugc khudy tron ki roi thanh tring
bang hoi nhiét (tryc tiép hay gian tiép bang ndi 2 vo), nhiét 6 118-125°C, thoi gian 15-
60phUt, sau d6 duoc lam ngudi dén nhiét do 30°C thi tién hanh gieo ciy nim méc gidng
vao.

+ Nudi cy nam moc giong:

Puoc tién hanh qua 2 cip 4o (budc), phong thi nghiém vamen giong trung gian. O Cap
PTN duoc thuc hién trong céc binh cau, tiét trung moi trudng lam ngudi, ciy gidong roi
nudi trén may lac (150-2001an/phat). Nam mébc s dung oxy khéng khi qua nit bong va
qua trinh lac, thoi gian nudi 46-50h. O cap phét trién giéng trung gian nguoi ta chuyén
nuéc gidng PTN vao thiét bi nubi d¢& chira sin moi truong tiét tring va lam ngudi. Nubi
cdy ¢6 suc khi v triing véi luu lugng 15-20m*/mh, thoi gian 36-40h. The tich dich men
gidng bang 10% so v¢i dich men san XUat vé sau.

+ Nudi cidy nam mébc sin Xuat

Trong quatrinh nudi cay can phai suc khi vd triing va khuay tron, tiép dau pha bot néu
c6 hién tuong tao bot trao rakhoi noi 1én men. Thoi gian nudi 1-4 ngay tuy theo glong Vi
sinh vat. Viéc khdng ché pH, ché do suc khi va bao dam vo trung |a nhirng yeu t6 quan
trong quyét dinh hiéu qua qua trinh. Chang han néu méi truong dugc thém muoi amoni
cua NH,NO; thi khi NH," duoc vi sinh vat sir dung s& chuyén moi trudong vé axit. Néu
sw axit hod thu dong ndy cé anh huong sau dén sinh tong hop enzym thi can phai bo sung
CaCO; dé trung hoa hodc duy tri tw dong pHopt cho sinh tong hop. Néu nguon NaNO; thi
khi vi sinh vat s dung NO; & con lai Na“ s& kiém hoa m0| truong, [Uc 6 lai phai dung
axit dé trung hod. Tri sb pH ban dau ciaméi truang nudi ciy ¢ anh huong nhat dinh dén
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su tao thanh enzym. Vi du: ddi vé6i enzym o-amylaza thi pHop caa cacloai vi khuan 1a7,
ctia c&c loai nAm méc 145.6-5.7.
2.5.3.  Phuong phdp nudi ciy chim 2 budc: (Ién men 2 pha)

Vi sinh vat dugc nudi trong thiét bi dau tién (giai doan dau, budc dau tién, pha tha
nhat) dé phét trién dén muc d6 can thiét, sau d6 dugc chuyén sang thiét bi 1&n men tiép
theo (giai doan sau, budc thir hai, phatha hai) c6 thanh phan khéc véi thiét bi dau dé sinh
téng hop enzym.

Pha thar nhat duoc goi 1a pha sinh truong (trophophase), pha tha hai duoc goi 1a pha
ché tao enzym (idiophase).

Pién hinh cho phuong phap ndy xuat phét tir viéc phat minh qué trinh 1&n men chat
khéng sinh streptomixin bai xa khuan streptomyces griseus vao nam 1944 boi Schatz,
Bugie va Waksman.

Ngudn gluxit ma giéng xa khuan ndy dong hoa dugc dé sinh tong hop streptomixin 1
glucoza, tinh bot, dextrin, mantoza, galactoza, mannoza. Nguén Nito duoc s dung |a
protein caa bot dau nanh, bot c& men kho, bot hat bdng, gluten bot mi (nhém xa khuan
sinh tong hop khéng sinh streptomixin néi chung déu c6 hoat luc proteaza rat manh dé
thUy phan céc protein néi trén thanh céc axit amin can thiét). Ngudn Nito vo co bao gom
c&c mubi amoni, photpho hoa tan.

Ban than quéa trinh 1&n men streptomixin 1a cac qua trinh 18n men 2 phadién hinh. Pha
sinh truéng manh, b&o tir ndy chdi va moc thanh soi sau 6-8". Pha thir 2, khuén ty phét
trién va bat dau sinh tong hop khang sinh. Trong qué trinh ndy (¢ pha thir 2) dong thoi
tao thanh mot phirc ciia mannoza véi streptomixin goi 1a manozilostreptomixin c6 hoat
tinh khéang sinh kém hon 6 1an so voi streptomixin va co thé coi day |a tap chat khéng
mong mudn trong qué trinh sinh tong hop. Tuy nhién phac ndy dudi tac dung caa enzym
o- manozilostreptomixinaza co tinh D-manoza dé giai phong streptomixin vao nam 1969
Inamine va céc cong sy da nghién ciru san Xuat enzym o- manozil ostreptomixinaza theo
phuong phép ndi cdy chim 2 buéc nhu sau:

Pha thir nhat: Té bao streptomyces gricus duoc nudi trong mdi trudng dinh dudng co
khudy tron va suc khi trong 17" & nhiét d6 28°C dé tao nhiéu béo tir. Sau d6 béo tir dugc
rita sach va chuyén sang thiét bj tiép theo.

Pha thr 2: Tiép tuc nuéi ciy dé sinh tong hop enzym o- manozilostreptomixinaza
trong 18-24". Llc ndy toc do phét trién caavi khuan cham lai, nhung sy chuyén hoé phuc
chat manozidosteptomixin nhanh chéng dién ra dudi tac dung cua enzym thanh khang
sinh streptomixin.

254. Sosanh phuong phap nuoi ciy vi sinh vat sinh téng hop enzym :

- Phuong phap nuéi cay bé mat co nhirng uu nhugc diém sau:

+ Nong d6 enzym tao thanh cao hon nhiéu lan SO véi dich nuéi ciy chim sau khi da
téch té bao vi sinh vat. Trong cong nghiép rugu mudn dudng hoa 100kg tinh bot chi can
5kg ché pham nim mdc bé mat nhung phai can dén 1001it nim mébc chim d& loc ba va té
bao vi sinh vat.

+ Ché pham dé dang siy khd ma khong lam giam dang ké hoat tinh enzym, ché pham
kho, d& bao quan, van chuyén, nghién nho hoic sir dung truc tiép néu khdng can khau
tach valam sach enzym.
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+ Tén it nang luong (Pién, hoi nudc, cong nhan) thiét bi, dung cu nudi cay don gian,
c6 thé thyc hién & qui md giadinh, trang trai ciing nhu ¢ qui M [on dén 20T/ngay.

+ Nudi cy trong diéu kién khéng can vo trung tuyét ddi va trong qué trinh nudi cay
néu cé nhiém tring phan nao, khu virc ndo thi chi can loai bo canh truong phan do.

+ Tuy nhién phuong phép bé mat ¢ nang suat thap, kho co khi hod, tu dong hod, can
dién tich nuéi 16n, chit lrgng ché pham & cac mé khong dong déu.

- Phuong phdp nudi ciy bé sau ¢6 nhing uu nhugc diém sau:

+ Phuong phap nudi cay hién dai (cong ngh¢ cao) dé co khi hod, tu dong hoa, niang
Ssuat cao, dé to chirc san Xuat tiét kiem dién tich san xuét.

+ C6 thé nudi cay dé dang céc ching vi sinh vat dot bién co kha nang sinh tong hop
enzym cao va lya chon téi uu thanh phan mdi truong, céc diéu kién nuéi ciy, enzym thu
duoc tinh khiét hon, dam bao diéu kién vé sinh, v tring.

+ Tuy nhién do thu duoc canh truong c6 ndng do enzym thap nén khi tach thu hoi
enzym s& ¢6 gia thanh cao (co dat truéc). Tén dién nang cho khuay tron, néu khéng bao
dam vé tring s3 bi nhiém hang loat, toan bo gay ton that 16n.

2.6. T4ch va lam sach ché pham enzym :

(xem so d6 tong quét & trang 200 cua gido trinh)

- Muc dich y&u cau: Céac ché pham enzym duoc sir dung & céc dang khéc nhau theo
mirc do tinh khiét (hoat do riéng). Trong mot sd truang hop, canh truong nudi cay vi sinh
vat c6 chira enzym duoc sir dung truc tiép dudi dang thd khong can tach tap chat néu
ching khong gay anh huong dang ké dén san pham va quy trinh cong ngh¢ sau nay (V|
du: san xuat rugu, nuéc cham thuc vat, da). Ciing ¢ khi nguoi ta can sir dung ché pham
enzym tinh khiét trong céng nghiép dét, cong nghiép mach nha, y hoc, nghién ciru khoa
hoc.

Enzym néi chung rat dé bi giam hoat tinh dudi téc dung cia c&c tac nhan bén ngodi do
d6 khi tach vatinh ché enzym dé trénh sy bién hinh protein anh huéng 16n dén hoat tinh
enzym can tién hanh nhanh chong & nhiét d6 thap, do pH thich hop khdng c6 mit céc
chat gay bién hinh enzym.

26.1. Thudichenzym:

- Boi voi truong hop enzym con nam trong té bao (enzym noi bao nudi bing phuong
phép bé mat) thi can phai giai phéng enzym bang cach pha vé té bao thu nhiéu cach nhur:

+ Ngh|en nho, nghién vai cét, nghién véi van thuy tinh, nghién bi.

+ Pé té bao ty phan huy.

+ DuNg t&c dung cua siéu m hoac tao 4p suat tham thau cao, trich ly (chién) bang
mudi, dung dich mudi trung tinh, dung méi hitu co

+ Két tha enzym bang céc chat dién ly thich hop.

- Pbi véi trudng hop enzym tiét ra mdi trudong (enzym ngoai bao nudi theo phuong
phép chim), ngudi ta thuong tach sinh khéi va can ba khoi canh truong bang céch
loc li tdm, loc ép cb sir dung téc nhan tro loc (diatomit, dat hoat tinh) hodc céc tac
nhan tro két taa (Vi du: hdn hop CaCl,+(NH,),S0, — CaSO, |: ling cin kéo theo
sinh khdi nén loc dé hon)
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2.6.2.  Thu nhan ché pham ky thuat:

Ché pham ky thuat 1a ché pham enzym chua duoc tinh ché; ¢6 thé chara mot vai loai
enzym cha yéu, mot s loai protein khéng phai enzym, céc chit 6n dinh va céc tap chat
khéc. Dich enzym thu duoc & trén thuong c6 nong do chat khd thip 4-6g/l, budc dau
nguoi ta cd dac chan khong & nhiét d6 35°C dén ndng d6 15-20g/1 rdi tiép tuc xu |y nhu
sau;

- Tiép tuc cd dic chan khdng ¢ nhiét do 40-45 °C dé dat nong do chat khé 30-35g/1,
bd sung thém chat bao quan nhu NaCl, glyxerin, sorbitol, benzoat ta s& thu dugc
ché pham enzym k¥ thuat & dang c6 thé bao quan o nhiét do thuong dugc 1-2 nam.

- B6 sung thém céc chat 6n dinh dé dat ndng do chat khd 30-40g/l rdi siy phun ¢
nhiét ¢6 120 °C (nhiét do khi thai 60 °C), ché phiam ky thuat thu dugc ¢ dang bot .

- Két taa enzym bing céc dung madi thich hop nhu: dung méi hitu co (etanol,
izopropanol, axeton), ding mubi trung tinh phd bién nhat 1a (NH,),SO, dung dich
b&o hod Sau khi li tAm téch két taa co thé tron thém céc chat on dinh roi sdy kho
vanghién min dé thu dugc ché pham dang bot.

2.6.3.  Thu ché pham enzym tinh khiét:

Viéc tinh ché enzym c6 thé tién hanh bang nhiéu phurong phép qua nhiéu giai doan:

- Hoatan ché pham ky thuat vao nudc hoac dung dich nudi CaCl, ¢ ndng do thich
hop hoic dung dich dém, két tia tré lai bing etanol, axeton hay (NH4),SO;. Qua
trinh nay can tién hanh nhanh chong ¢ nhiét do thap dé tranh sy vo hoat enzym.
Ngoai ra mubi NaCl ciing dugc hay dugc dung dé két taa cac enzym ngmn goc
dong vat. Két tua o pH gan diém dang dién cua enzym. Sau khi két tia cac mubi vo
co duoc loai di bang phuong phép tham tich, tham thau ngugc hoac loc gel.

- Té&ch enzym bang phuong phép hap phu chon loc:

Cho dich enzym chay tir tir qua cot chat hiap phu (thuong |a hydrat oxit-nhém,
silicagel) cac enzym khéc nhau s& dugc hap phu vai kha nang khéac nhau, sau d6 diing céc
dung dich dém thich hop dé chiét rit enzym ra khoi cot. Phuong phédp ding dé 1am dam
dac enzym.

- Téchenzym bang phuong phép trao doi ion:

Dua vao s trao ddi ion giira enzym c6 dién tich voi c&c ion tréi dau cua chat nhya khi
cho dung dich enzym chay tir tir qua cot chira cac chat nhua trao ddi ion. Sau khi cot da
no (hét hiéu luc) cho dung dich rira (dung dich chat dién giai) c6 nong do tang dan chay
qua cot dé day ra khoi nhya cac enzym vira lién két véi chiing. Khi d6 enzym nao co ép
luc (lién két) véi nhya kém nhat s3 bi day ra khoi cot nhua trude. Nhu vay céc enzym
khéc nhau s& dugc chiét ra khoi cot theo tirng phan chiét khac nhau trong d6 cira phan
chiét chra enzym can thu véi nong do cao nhat.

Céc nhya trao dbi ion thuong 1a c&c chit nhua téng hiru co : Dowex, Amberlit,
Wolfatit, Permuit, cac dan xuat caa xenluloza.

Sau khi 1am sach can siy khd chan khong ¢ nhiét o thap hodc siy thang hoa. Enzym
tinh khiét ¢ hoat tinh cao hon nhiéu so véi ché pham ban dau. Nhung do qua trinh [am
sach rat khic khe va tén kém nén loai ndy chi dugc ding trong y hoc, trong nghién ctu
khoa hoc dé x&c dinh khéi lwong phan tir, ciu tric enzym.
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Chwong3:  KY THUAT SAN XUAT CHE PHAM TU HAT COC NAY
MAM (MALT)

Malt 1aloai hat hoathao (hat cc) nly mam trong nhitng diéu kién nhan tao (nhiét do,
d6 am, thoi gian) xéc dinh goi tic 1a qua trinh u malt. Muc dich chinh trong qué trinh &
malt 1a trich luy dugc mot lugng lon céc enzym (chu yéu 1a enzym amylaza) trong hat,
duogc sir dung trong céc 1inh vuc sau:

- Trong cong nghiép san xuét ruou etylic (con, ruou etylic) tir nguyén liéu tinh bot.
Malt 1a tAc nhan duong hod tinh bot (phuong phép sin xuat ruou ndy co tén 1a
phuong phap maltaza hay phuong phap malt). Co thé dung céc loai hat nhu: dai
mach, [Gia mach den, yén mach, k&, ngd dé san xuat malt loai nay.

- Trong cdng nghiép san xuat bia malt vira |a tac nhan duong hod tinh bot vira 1a
nguyén liéu chinh (cing véi hoa houblon va nitoc) va co thé co nguyén liéu thay
thé (Khdng phai malt dai mach). Malt bia chii yéu dugc san xuét tir dai mach, ngoai
ranguoi ta co thé dung mot ty 16 malt thay thé nhu thoéc mam.

- Trong cdng nghiép san xuat mat tinh bot (duong nha, mach nha): malt vira 1a téc
nhan dudng hod tinh bot vira [a nguyén liéu chinh. Malt loai ndy dugc san xuit tir
lGa, IGa mi, ngd, dai mach, ké tham chi tir cu khoai lang ndy mam. Mach nha san
Xuat tir malt van |angon nhat, cho chét luong tét nhat.

- Trong mdt sd nganh san xuat thirc dn sinh dudng, thic an kién (cho nguoi bénh,
ngudi gid, tré em, giaxdc, giacam non). Malt dugc ding dé phdi ché vao thyc don
cuathace an.

Qua trinh san xuat malt bao gom céc khau sau:

Thu nhan, xir ly, lam sach, phan loai va bao quan hat,

Rua, xat trung va ngadm hat.

Uom mam (nay mam) ta sg thu duoc malt tuoi.

Say malt tuoi.

Xir ly vabao quan malt khé.

3.1 Nguyén liéu dai mach:

Pai mach 1a cdy hat cic & cac nuéc 6n doi, cd khoang 30 gidng khéc nhau nhung chi
c6 mot gidng cd y nghia kinh té 1a dai mach mua (Hordeum sativum) con lai déu la dai
mach dai. Hién nay dién tich trong va san luong dai mach trén thé giéi dang vi tri thir 4
sau lta mi, lUa, ngd. Thudc giéng dai mach muia ¢ 130 loai khéc nhau va dugc chialam
3 nhém chinh: dai mach nhiéu hang (6 hang va 4 hang)-Hordium hexatichum; dai mach 2
hang (Hordium disstichum) va dai mach trung gian (H. intermedium). Nhdm cé gia tri
trong san xuat malt va bia la dai mach nhiéu hang.

Pai mach sau khi thu hoach duoc phoi sdy dén do am dudi 13% dé bao quan clng
gidng nhu cac hat hoa thao khéc, ciu tao hat dai mach gom vo triu, vo qua, vo hat,
aordng, noi nhii vaphdi. Ti lé trung binh trong cac phan nhu sau:
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Tén bo phan hat % khdi lugng toan hat
V6 trau 12

Vo qua 35, 4

Vo hat 2,25

Alorong 12 14

Phoi 25 3

N@I nhi 64,5 . 6,8

Thanh phan hoa hoc trung binh ciia dai mach theo % chat khd nhu sau:

Bb Protein| Chatbéo| tinh Pentosan| Xenluloza| Tro
phanhat | (N*5,7) bot

Hat 13,4 2,0 54,0 9,0 57 3,0

Vo 7,1 2,1 8,2 20,0 22,6 10,0

Phoi 28,6 7,6 46,0 20,0 1,1 10,0

Khdi lwgng 1000 hat dic trung cho dd may cua hat nam trong khoang 15 + 60 gam va
nguoi ta chiathanh cac loai:

-Pai mach hat nhe: Khdi luong 1000 hat téi 30 gam

-Pai mach tuong dbi nhe: Khéi lwgng 1000 hat téi 31 +40 gam

-Pai mach ning: Khéi lugng 1000 hat t6i > 51gam

Kich thuéc hat dai 8 + 10 mm, rong 3 + 4 mm, day 2 +3 mm.

Chi sb chat lugng quan trong cua dai mach dé san xuat malt va biala do ndy mam va
ning luc ndy mam. Ngoa ra, dai mach con dugc dic trung boi do chiét va ham lugng
protein. dai mach tét c6 do chiét dat téi 82% va ham luong protein khdng qué 12%. Néu
ham luong dat qua 12 % thi do chiét s thap, bia s bi duc; con néu ham luong protein
qua thap s3 1am giam do bot vavi bia.

3.2. Lam sach va phan loai hat:

Khdi hat c6 chtra nhiéu tap chat (bui, tap chat nhe nhu co, rom ra; tap chat ning nhu
soi d&, vun kim loai...) do d6 can phai dugc |am sach trudc khi dua vao san xuit. Mt
khéc, khdi hat phai dam bao dong déu dé qua trinh ngam va niy mam duoc thuan loi va
ddng déu.

Théng thudng nguoi talam sach va phan loai biang céc hé thong sang thich hop:

- Sang khi dong: dung dé téch tap chat va phan loai hat theo chiéu day, chiéu rong caa
no theo céc tinh chat khi dong (dung quat).

Néu hat duoc phan loai theo chiéu day hat dé san xuat malt bia, nguoi ta dugc 3 nhom:

+Loai | :béday hat > 2,5 mm Dung dé san xuat malt bia tot nhat.
+Logi Il :b¢dayhat>22, 2,5mm Dung dé sin xuat malt bia tot nhat.
+ Loai lll : bé day <2,2mm Dphoi liéu, dugc dung dé lam viéc khéc.

- Sang 6ng (Trier): e phan loai hat theo chieu dai
- Téch tap chat kim loai dung nam chéam kién trong.
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- So @6 cdng nghé 1am sach va phan loai hat
3.3. Rira, st trung va ngadm hat:

3.3.1. Ruravasi trung hat:

Hat duoc rira sach trong qué trinh ngam, céc chét ban theo nuéc va tap chat nhe s8 noi
|én dé duoc théo rangoai. Trong qué trinh bao quan hat s& bi nhiém vi sinh vat, tring bo,
hat chét va hu hong khéc. Vi vay, khi ngam nguoi tathuong két hop v&i rira, sét tring dé
khdi hat dugc sach, ddng nhat, kich thich si ndy mam.

Mot sb céc hoé chat diing dé st tring hat khi ngam:

- CaOCl,, Ca(OCl),, HCHO 40 %: 700 gamym?® H,0O

- H,S04, KmnOy: 10, 15 gam/m® H,0

- Ca(OH),: 2 + 3 1it/100 gam hat

Trong d6, Ca(OCl), sét tring manh, kich thich sy ndy mam nén hay duoc ding. Liéu
lugng 40 g Ca(OCl), 33% / 100 kg hat.

Ca(OH), bdo hoa chi dung rira sét tring 1an tha 2, khdng duoc cho vao ndi ¢ giai doan
ngam vi n6 hay bam 1&n vo hat 1am anh huong dén chit lwong cia malt va bia. C6 thé
dung H,0, dé sét trung va kich thich ndy mam: liéu luong 3 litm® H,O. Ché pham
Giberelia kich thich thyc vat dugc sir dung [an dau tién & nhat Ban vao nam 1940 véi liéu
lugng 40 + 200 mg/1 tin dai mach, rit ngan thoi gian ndy mam tir 8 ngdy xubng con 5
ngdy, giam gia thanh Malt 12 + 15 %. G Anh, 90 % ché pham Giberelia duoc ding trong
cong nghi¢p malt.

3.3.2.  Ngam hat:

- Myc dich dé hat hit d¢u nuéc can thiét ¢é chuan bi nay mam, ndy mam va phét trién
mam.

- Bién d6i caa hat khi ngam:

+ Trudc khi ngam, hat c6 d6 am trung binh 13 % du dé duy tri kha niang song.

+ Khi ngdm, nuéc ngam (tham thau qua vo) vao hat, khi ¢6 am cua hat qua 15 % thi
trong hat xuat hién nuéc tu do, hat truong nd dan (thé tich hat tang trung binh khoang
1,45 1an so véi ban dau). Nuéc ty do thic day cac qué trinh hod sinh ¢6 lién quan dén
hoat ¢ong song, hd hap va hoat hoa enzim.

+ Bién doi hoa hoc khi ngdm khéng dang ké, hat hd hiap van rat yéu nén tiéu tén
gluxit rat it, mot luong nho céc chat hoa tan vao nudc ngadm: duong, pentosan, chat
khodéng, tiéu hao chat khd khoang 1 %.

+ Hat hit nugc thi nang luc hd hap tang, khi ngdm hat tiéu thu 63 mg O,/kg hat.h va
thai ra 86 mg CO./kg hat. néu khéng du luong oxi hat s8 hd hap yém khi tao ra C,HsOH,
CO,, c&c axit hitu co... Pa sb & cac chit doc véi té bao, kiém hdm qué trinh sbng binh
thuong, dan dén phéa huy cau trdc té bao vahién tuong tu phan huy (gay hu hong hat, théi
rira, nhiém vi sinh vat).

+ Téc d6 ngdm nude phu thudc vao nhiét ¢6 ngdm nude, mac do thay nudc, thong khi,
kich thugc caa hat. Nhiét do cuanudc ngay cang cao thi nudc thaim vao té bao ngay cang
nhanh. Vi khi d6 nhiét do s& lam tang sy truong nd céc chat keo (protein, tinh bot,
xenluloza,...), tang van téc khuéch tan (do chuyén dong nhiét), giam d6 nhét, ting d6 hd
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hap cua hat dong thoi tang kha nang nhiém va phét trién cia vi sinh vat tap, nhu cau oxi
cuakhoi hat ciing tang 1én nhiéu.
Duva vao nhiét d6 caa nudc ngdm, nguoi ta chiara cac ché d6 ngdm nhu sau:

Ché do ngam Nhiét d6 nuéc ngam
Ngam lanh <10°C
Ngam thuong 10, 15°C
Ngam am 20, 40°C
Ngam noéng 50, 55°C

Trong d6 ché do ngdm thuong duoc s dung rong ré nhat, ngdm am dugc sir dung
trong moa déng, ngdm noéng thuang két hop véi ngdm thudong hay ngdm am dé xir ly hat
(kiéu ngam 3 sdi 2 lanh).

*Qué trinh hit nudc caa hat dai mach khi ngam dién ra theo d6 thi:

Do 4m hat
(%)
5 |
40 ¢
20 |
10 |

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100  Thoi gian ngam(h)

Do thi biéu dién sy thay ddi d6 am caa hat khi ngdm

Khi ¢6 am khdi hat dat khoang 40 % thi toc d6 hit nudc cua hat da bat dau giam. Sau
96 h ngadm d6 am khdi hat dat cao nhat khoang 47%. Pay ciing chinh 1a mic d6 ngam
cuc dai can thiét.

+Céc thanh phan khoang trong nudc ngadm anh huong dén téc do ngdm hat. Nuéc
mém ngam nhanh hon nuéc cang, tot nhat sir dung nuoc cé do ciing 7mg dwong
lugng/lit. 16n Ca," lién két vai polyphenol trong vo hat tao mudi it tan co cau tric thé keo
tao thanh bong bong trén vé ngan can sy thAm nudc, mudi Na,CO; 1am ting vi malt cho
bia. Cac mudi sit gay két taadang Fe(OH)s, tac dung voi polyphenol [am cho hat cé man
nau. NaCI lam cham qua trinh ngdm va ndy mam, ndng d6 mudi ndy qué cao co thé giét
chét mam.

- Céc phuong phép vaché do cong nghé ngdm hat: c6 nhiéu phuong phép ngam hat:
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+ Ngam trong nudc-khéng khi gian doan: Hat IUc dugc ngdm trong nudc, 1Uc duoc
ngam trong khodng khi, mdi chu ky kéo dai 3 + 6 h. Khéng khi nén duoc thdi cip cho ca
chu ky, mdi 1an thoi tir 3+ 5 phdt, cir 30 phut lai thoi khi mot lan.

+ Ngam trong ludng nudc va khdng khi lién tuc: Dung nudc da bao hoa khéng khi
dugc phun lién tuc vao bé ngam hat (can co thlet bi béo hoa khong khi). Véi phuong
phéap ndy mac d6 ngdm hat duoc nhanh, rat ngan duoc qué trinh niy mam.

+ Ngam hat trong luong nudc phun: Khdi hat dugc phun nuéc lién tuc chay tham qua
16p hat tir trén xudng duéi rdi chay vao ranh thod nuéc. Nhu vay nuée chi luu lai trong
hat mot thoi gam nhat dinh ndo d6. Phuong phap nay cho phép hat dugc théng khi tu
nhién lién tuc, mam hat mau xuat hién va phét trién.

+Ngam hat trong ludng khéng khi - nugc phun: Pay 1a phuong phép két hop gitra
ngam trong nudc lién tuc va giir hat ¢ tang tha hiéu khi (d6i mai khéng khi) bang céach
hat khi cua khéi hat.

Sau khi rira xong, hat dugc phun tudi nuéc trong 15 phdt. Sau d6 hat khong khi tur
phia dudi (bang quat hay bom hdt) trong 15 phut roi de yén trong khong khi mot gio, roi
lai phun tudi nuéc...car nhu thé cho dén khi hat dat d6 4m yéu cau.

DPé san xuat matl bia, mic do ngdm dai mach khoang 42 + 48 %. Bé san xuat matl
duong hoa khi san xuat rugu etylic thi thoi gian ngam thuong ngan: dai mach, 1Ga mach,
yén mach: 12 + 18 h; mach den: 12 <14 h, ngdm nuéc 15+ 20°C cho d&én mirc 6 ngdm
38+40 %. Hat k&, 1tiala gibng wa 4m nén ngadm trong nuéc 25+30°C trong 22+24" dén khi
dat dugc mic d¢6 ngam 35+37%.

Thuong qua trinh ngam két thic thi thay ré con xuat hién.

3.4, Nay mam:

Thuyc té qua trinh ndy mam co thé bat dau ¢ giai doan ngdm khi mac d6 ngdm hat dat
25 ( 30 %. Luc d6 cac hé enzim tir trang tha “nghi” dugc danh thic trd lai hoat dong &
diéu kign nhiét do, do am thich hgp. Két qua la cac polyme dy trit khong tan (tinh bot,
protein, hemixenluloza, xenl uloza) bi thuy phan mot phan (bién hinh) thanh céc chat tan
c0 kha nang nudi SOng mam vare.

Trong giai doan dau caa quatrinh ndy mam, trong hat xay ra cac quatrinh sinh ly, hoa
sinh tuong ty nhu khi hat ndy mam ty nhién (trong dat khi gieo hat), trong dung dich dinh
dudng (thuy canh), dudi tac dung cua do am, nhiét do, khi CO, trong khdng khi, phéi hat
phét trién s tao nén mam va ré phoi, chat dinh dudng nudi phoi hat dugc ldy tir noi nha
cua hat. Oi d6, dudi téc dung caa hé enzim s3 chuyén hod céc chat ¢ vi tri cao phan ti vé
dang cé&c chat hoa tan don gian dé phdi hap thu duoc. Tuy nhién, khi phdi hat cang phét
trién thi tiéu hao chat khd trong hat (chi yéu ¢ ndi nhii) cang lén. Bang cach khong ché,
tac dong céac diéu kién cong nghé dé phdi hat (mam varé) phét trién mot cach hop Iy nhat
dé tiéu hao ham lugng chat khd 1a nho nhat nhung cho phép tich luy duoc nhiéu enzim
nhat (trir hé enzim oxy hod). Pay 1a muc dich chi yéu caa qué trinh san xuat matl, va
cling la diém khéc biét gitta nay mam nhan tao va ndy mam tu nhién.

Khi ndy mam, trong hat dai mach s xay ra céc quéa trinh chu yéu sau:

- Quartrinh sinh ly: Sy phét trién caa phdi xay ra dong thoi voi si hd hap vatong hop
mot b chat mai, ma quan trong nhat [a mot sb enzim can thiét.
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- Quatrinh sinh ho& Thuy phan céc chét dy trit trong ndi nhil.

- Qué trinh hod hoc: Téc dung tuong hd giita c&c chat tao thanh khi thuy phan, hinh
thanh cac chit thom, chat cd vi matl.

- Quatrinh vat ly: Van chuyén am va céc chat du trit hoa tan tir noi nhii di nuéi phoi va
nguoc lai.

3.4.1. Sy hinh thanh va hoat dong cia cac hé enzim dong thoi nhitng qué trinh
xay ratrong quétrinh nay mam:

Hat dat d6 chin va kho (W<13%) thi c&c enzim trong hat & dang lién két (khéng hoat
dong) nam trong té bdo caa hat. Trong qua trinh ndy mam chiing duoc giai phong ra ¢
dang ty do hoat dong, ddng thoi hat cliing c6 kha niang hinh thanh nén nhitng enzim hoat
dong mai.

- Hé enzim oxy hoé - khr:

Hoat dong cia hé enzim ndy 1a budc chuan bi ban dau cho qué trinh hoa sinh tiép theo
ciia sy ndy mam.

Co thé ké dén céc enzim oxy hoa hon: oxydaza, peroxydaza va catalaza san pham
phan tng xUc t&c ¢ qua trinh hd hap caa hat bao gdom: H,O, CO, va O,. Cudng do hd hap
phu thudc rat nhiéu vao nhiét do va luong O, tham gia. Trong khoang nhiét do 10+30°C,
nhiét do ting s3 1am tang cuong d6 hd hap, déng thoi hoat tinh cua da sb céc enzim ciing
tang dan dén lam tang su tén that chat kho.

Quatrinh ho hip kém theo sy thai nhiét: 673 kcal/phan tir gam duong.

Trong hat ngam c6 2+3 % duong (tinh theo ham lugng chat khé), trong qua trinh nay
mam do thuy phan nén luong duong ting thém khoang 20%. Khoang 9+10% luong
duong tén hao do hd hap, 3+5% tén hao do sy phét trién caa mam varé, con lai di vao
thanh phan cua malt. Nhu vay, tathiy qua trinh hé hap tiéu thu mot luong duong khélon
nén lugng nhiét toa ra nhiéu.

Mot sb axit hitu co ¢6 sin va hinh thanh trong qua trinh ndy mam nhu: oxalic, xitric,
malic, lactic, formic, axetic, propionic,... Néu oxi khéng cung cap day du (trang thai yém
khi) dac biét ¢ giai doan dau cia qua trinh ndy mam s8 xay ra hién tuong hé hap yém khi
ta0 nén ruou etylic C,HsOH va CO,. Néu ham luong C,HsOH sinh ra lén dén mac do
nhét dinh s rc ché té bao song vadinh chi sy phét trién cua mam. Tiép do, cac san pham
twong hd cua rugu va axetic |a este tao ratrong malt twoi ¢ mui dic trung.

Dé dic trung cho mac 6 hd hap nguoi ta dung hé sé hd hip k=CO,/O,. Chang han sy
oxi ho& duong trong diéu kién hiéu khi duéi tac dung cia enzim oxydaza:

CsH1206 + 60, & 6 + 6H,0 + 2322kJ

k=029
2

Khi oxi ho4chat béo: K = 0,5 protein K = 0,8

Khi hd hap yém khi K > 1

Su khéc nhau giira qua trinh ngdm va nay nam la & chd hé s ho hap k khi ngam
thuong > 1, khi ndy mam K = 0,74-1,00. Tir ¢6 nguoi ta khang dinh khéng phai sy hao
tén chat khd va luong nhiét thai ra do hd hip trong qua trinh nay mam |a hoan toan tir
gluxit (tinh bot va duong)
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- Enzim Sitaza: day la tap hop enzim gom sitoplastaza va sitaza chiing hoat dong dau
tién ngay khi hat vira ndy mam va duogc goi 1a qua trinh sitoliza. Nhitng enzim nay phan
cat hemixenluloza va polisacarit khac & dang gel dé hinh thanh céc san pham co goc Cs,
Cg,... Su phan cit hemixenluloza nhd enzim sitaza khi ndy mam dong vai tro rat quan
trong trong san xuat malt. Nho ¢6 mang ngan céch giita noi nhii va vo trau bi pha vé tao
diéu kién cho céc enzim amylaza va proteaza dé dang hoat dong trong long noi nhi.

-Enzim amylaza: Nhom enzim nay trong dai mach niy mam bao gom a-amylaza, B-
amylaza va amylofattaza tap trung chu yeu trong noi nhi, chi cd mot sb it trong mang
ngan gitta ndi nhii va vo trau.

+Hoat tinh o-amylaza tang sau khi ndy mam 3+6 ngay va hoat tinh nay dat duoc
cuc dai phu thugc nhiét do nay mam:
O:  tw= 12414°C 5 Hyma= 1112 ngdy
tan= 18+20°C — Hyma= 6+7 Ngay
tan= 25+28°C — Hyma= 4+5 Ngay

+B-amylaza c6 san trong hat dai mach ¢ dang lién két va ty do. Trong qué trinh
nay mam hoat tinh p-amylaza tu do ting 1én 3+4 lan.
+Amylophotphataza ty do khéng c6 trong dai mach ma chi dugc hinh thanh sau
ngdy ndy mam thr 2, sau 8 ngdy thi dat cuc dai nén hoat tinhii tang 150+200 lan.
Su tang hoat tinh chung caa amylaza sau khi ndy mam - ki hiéu la DC (hoat luc
diastaza) duoc xéc dinh bang luong dudng maltose tao thanh, c6 thé biéu dién theo don
vi Vindich-Cotback ( °Wd ) hay theo don vi Lintner (°L ) véi quan hé:

‘Wd +16
o A TI0
L= 35

Téc dung cua amylaza dén céc qua trinh hoa sinh nhu ndy mam va dic biét trong qua
trinh duong hodi  sau ndy co ¥ nghia dén sirc quan trong trong qua trinh  san xuat bia
ruou, mach nha

Muc dich caa quéa trinh ndy mam chu yéu dé tich tu that nhiéu amylaza hoat dong dé
khi dudng hoé ching cé thé chuyén tinh bot (caa chinh malt va caa cac nguyén liéu thay
thé malt) thanh cac san pham trung gian (dextrin) va cac duong nhu maltotriaza,
maltotetroza, maltodextrin, glucoza, maltoza. Ngoa ra khi ndy mam con tao thanh mot
lwgng déng ké duong saccaroza va mot it duong fructoza (tong hop trong phéi). Tat ca
céc loai dudng lam cho malt ¢6 vi ngot, ham luong cia chiing trong malt tang 1én 3+4 [an
S0 V6i trong hat ban dau

( trong hat ban dau c6 2,3+2,5% duong, trong malt tuoi ¢ 8,5+9% duong ).

Trong thoi gian ndy mam cd khoang 10% tinh bot bi bién ddi, trong d6 khoang
4.5+5% tinh bot bi hao ton do hd hip va tao ré, mam phéi, luong tinh bot con lai bi bién
hinh (thuy phan c6 mtc d) nhu ¢ trén da trinh bay. Két qua 1am cho tinh chat tinh bot
ctia malt khéc véi tinh bot ban dau: kich thuéc hat tinh bot giam, do rdng (x6p) gitta cac
hat tinh bot tang Ién, ti 18 Am/Ap ciing c6 thay doi,

-Enzin proteaza: Co6 hoat tinh trong hat ban d¢au khdng déang ké nhung khi ndy mam da

ang [én 4+8 Ian, tang nhanh hon hoat tinh amylaza va dat cuc dai vao khoang ngay na y
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mam thi 5. Sy thuy phan protein bit dau bang tac dung cia proteinaza dé tao thanh
albumoza, polypeptit, pepton va sau dé dudi tac dung cua peptidaza tao thanh cac axit
amin. Tuy nhién su bién d6i ndy thuong khéng hoan toan (dén cac san pham cudi cling
|& céc axit amin) vi céc diéu kién ndy mam (cac théng sé ndy mam) thuong khdng phai
|a diéu kién téi thich cho hoat dong cia hé enzim proteaza cia hat.

Chang han: top: PEptidaza < 50 °C PHop peptidaza = 7,6+8
topt Proteinaza = 60 °C PHopt peptidaza=4,5, 5
tosy mam < 60 °C PH = 6,87

Tuy nhién, vi nhiét 6 nay mam tuong doi thap vathoi gian ndy mam kéo dai s& co su
thuy phan protein tuong d6i sau sic dé tao thanh mot luong dang ké céc polypeptit va
axit amin. Téc dong nay chi dién ra véi noi nhii, trong khi protein ¢ lop ngan cach noi
nhii v6i vo vaca phan vo malt thi khéng bi bién di ca trong cac quéa trinh ché bién vé sau
(sdy malt tuoi, biao quan malt, nau va duong hod khi san xuat bia, mach nha). Ching s3
t6n tai trong ba malt khi lang, loc dich duong.

Su thuy phén protein boi enzim proteaza lam tang luong nito hoa tan (albumiza,
pepton, polypeptit, axit amin), mot phan cac chat ndy dé bi két taa khidun sdi dich duong
(voi hoa hublon - tic qué trinh hublon hoé trong san xuat bia). Phan khéc van ton tai o
dang hoa tan, phan nay dac biét ¢ gia tri trong san xuat bia (Ia nguén nito hiru co cho
nam nem, tao bot, két taa dé tu 1am trong, tao vi bia...) véi ti 1é thich hop, néu qué cao thi
bia d& bi duc va duc tré lai khi ton trix bia.

Su bién ddi cac san pham thuy phan proteaza khi nidy mam dai mach dugc thé hién
trong bang 4 (trang 139-1)

Qua bang nay, ta thay trong khoang nita thoi gian caa qué trinh ndy mam (tir ngay 1 (
4), san pham thuy phan protein ting lién tuc, ¢én nirathoi gian sau thi dirng lai hodc giam
dan. C6 thé giai thich diéu ndy 1a do hoat tinh cia enzim proteaza giam dan va sé 6n dinh,
vamot phan san pham thuy phan dugc ding vao viéc tao mam varé phdi (chiém 11+12%
lugng protein caa hat).

Chi sb quan trong dic trung cho qua trinh thuy phan protein khi ndy mam néi riéng va
mirc do thuy phan cua malt néi chung laluong nito formol (lwong san pham nito bac thap
dugc tao thanh cd chira nhom axit cacboxylic _COOH ty do nhu axit amin, peptic...).
Hoat tinh enzim proteaza dugc xéc dinh theo chi s ndy (phuong phéap chuan do formol)
bang hiéu s6 caa lugng nito formol tong cong (chung) khi dudng hoé (tai thoi diém can
x&c dinh hoat 6 enzim) valugng nito formol ban dau.

- Enzim esteraza: X(c téc cho qué trinh este hod, trong dai mach cha yéu la nhém
enzim photphotaza bao gom: fitaza, saccarofotfataza, glicero fotfataza, nucleotidaza va
amylofotfataza.

+Bién doi quan trong dac trung 1a sy thuy phan phitin dudi téc dung cia enzim
fitaza dé giai phong ruou inozit, mudi fotfat va axit fotforic ty do.

+Saccaro fotfataza, glicero fotfataza, nucleotidaza thuy phan mdi lién két este cua
céc chat hiru co chrafotfat twong irng va giai phdng ra axit fotforic tu do.
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+Amylofotfataza cit géc axit fotforic cua phan tir amylopectin. Do két qua cua
qua trinh tich ty va bién d6i enzim ma lugng céc chat hoa tan (chét chiét) taing dang ké:
ban dau chi c6 6,5+8%, khi ndy mam tang lén 26% (tinh theo chat khé) nhung do tén hao
hd hap vatao mam nén con lai trong malt |a 14+15%.

Cudng d6 hd hap va céc quatrinh bién ddi hoa sinh khi wom mam phu thugc vao mac
d6 théng khi, tic 1a phu thuoc vao ti 1& O, /CO, trong khéi hat dang wom mam. Trong
khoang ntra dau thoi ki wom, xay ra sy tich luy enzim 16n nhat thi sy théng khi 1a can
thiét (ngdy 1+4). Sau d6 nén dirng théng khi dé giir lugng CO, lai (ndng do khéng quéa
20% trong hdn hop khi) dé han ché téi da su hd hap cua phéi (nham han ché su hao hyt
t6i da do hé hap). Khong khi théi cho khéi hat can c6 do am W=98 +100% va nhiét do
phai bé hon nhiét d6 wom 2+3°C.

3.4.2. Pic diémuwom mam ciacéc loai hat khac nhau:

Nhu trén da ndi, voi muc dich sir dung malt khac nhau ma nguoi ta dung céc loai hat
khéc nhau dé san xuat vai ché do cong nghé phu hop.

- Trong san xuit malt ding lam téc nhan duong hod trong céng nghé rugu etylic thi
chat lwong malt dugc dang gid bang hoat tinh tong quét cua hé enzim amylaza. Néu wom
mam & nhiét d6 14+16°C trong tg trong thoi gian dai thi ¢ tich luy duoc rat nhidu céc
enzim a,p_amylaza, dextrinaza. Chang han: Pai mach 10 ngdy, yén mach 1012 ngay,
mach den 7+8 ngay, ké 5+6 ngay

-Trong san xuat bia, dé san xuat malt sdng mau (malt vang) nguoi ta uom mam & nhiét
d6 khong quéa 18°C. DBé san xuat malt den (malt caramen) nguoi ta wom mam & nhiét do
cao hon nhung khéng vuot qué 25°C, thoi gian wom dai hon dé qué trinh thuy phan tinh
bot va protein duoc sau hon.

- Trong san xuat mach nha, malt ciing 1a tc nhan dudng hod (chinh thirc hodc bo sung
- duong hod so bd), néu yéu cau thoi gian vom mam dai hon, & nhiét d6 cao hon lGa :12
ngay, k& 7 ngay, ngo: 8 ngay, to—28—320C

3.4.3.  Céc phuong phap ndy mam:

- Nay mam khéng thdng g|o

Pay |a phuong phép cb dién hién van con st dung nhiéu trong C4C co SO san xuat malt
bia ciing nhu malt mach nha, ning suit tir loai rat nho dén rat 16n (vai tram tan hat /
ngdy). San wom mam bang xi mang phang, nhan, hoi nghiéng dé dé thoét nudc. Trong
phong wom can dat quat day, quat hit dé luu thong khéng khi vahé thong diéu hoa nhiét
d6 nhan tao (néu san wom chim mdt nira & duoc loi vé nhiét do diéu hoa nhung kho thoét
nudc vavan hanh).

Hat sau khi ngdm duoc d6 thanh déng trén san roi san déu thanh 16p day ban dau
khoang 40 cm, sau d6 giam dan cho dén 10+12 cm & giai doan cudi. Thuong xuyén dao
tron 16p malt, thdng gi6 dé dudi CO, va cung cap khong khi méi. C6 thé chialam 3 thoi
Ki ndy mam nhu sau:

+ Thoi Ki 1: (2 ngdy dau) tang dan nhiét ¢ dén 13+14°C, dao tron 2+31an/ ngay.

+ Thoi Ki 2: (3 ngdy tiép theo):nhiét 6 khdi hat ting nhanh do hé hap manh. Nhiét
d6 cao nhat cho phép déi voi malt vang 16+17 °C, malt den 19+20°C, dao tron 3+4 1an /
ngay.

Trang: 32



CONG NGHE ENZIM GVC: Ths. Tran Xuan Ngach

+ Thoi ki 3: (2 ngay cudi) cudng do hd hap va niy mam giam, dao tron 2+3 lan /
ngdy. R& mam bang 1/5 lan chiéu dai hat, mam dai 3/4 1an chiéu dai hat.

- Nay mam thang gi6 trong ngan:

Phong ndy mam gom cé&c ngan ho hinh chir nhat: dai 10+15 m, rong 3+4 m, cao 1,8+2
m, d&y hoi nghiéng dé dé thodt nudc, céch day 60 cm dat mot ludi san ¢ 16 vai dién tich
16 15+20 % di¢n tich san, mdi ngin c6 thé chira duoc 10+12 tan hat kho.

Hat ngam xong d6 vao céc ngan roi san déu theo chiéu day cua l6p malt trong ngay
nay mam, luvong nuéc ngdm thira trong hat theo 15 lugi san xudng ddy rdi rangodi. Malt
dugc dao tron nho méy dao truc vit xoan thang dang. Théi khdng khi khd vao 16p hat
(qua san ddy) sau 18+20h thi thoi khéng khi lanh vaam rdi dao tron. Ché do 1am viéc cia
ngan nidy mam xem ¢ bang sau. (bang 5-trang 115).

Sau khi ndy mam xong, malt tuoi dugc van chuyén dén 10 sdy (néu dé san xuét bia hay
mach nha), hoic méy nghién sira malt (Iam tac nhan dudng hoé trong san xuat ruou, tinh
bot).

- Nay mam théng gi6 trong thiing quay:

Thiét bi la thang hinh try bang thép, dat nam ngang trén hai gia do va quay duoc trén
hai gia ndy nho dong co quay thing véi hé thong truyén dong banh ring. Co6 hai loai
thing quay: kin va hg. Trong d6, théng dung hon laloai thing quay kin, chiéu dai thing
4+6 m, duong kinh 2,3+3 m dam bao dé ndy mam dugc 1012 tan hat khd. (xem hinh 47
trang 156).

Hat ngam xong duoc dua vao qua céc cta phia trén thung roi phan b déu trén [udi
thép. Khong khi lanh va am théi vao thing qua céc 16p malt dang quay theo thiing roi
theo céc dng gop rangoai thing (nho quat day - hat). Thoi gian niy mam 7 ( 10 ngay, toc
d6 quay thung 2,5+3 h/vong.

Sau khi ndy mam xong cho thiing quay vao vi tri ngugc voi 1Gc nap hat réi mo caa
chan dé théo hat ra qua chinh cira nap ban dau.

- Nay mam theo phuong phép ban lién tyc valién tuc: (xem tai liéu tham khao)

- Pénh gia chat lugng malt tuoi:

Chét luong malt tuoi duoc dénh gid qua phuong phap phan tich cam quan, hoat do
enzim va thanh phan hoa hoc va thudng dugc gan lién voi muc dlch st dung malt (san
Xuat ruou, bia hay mach nha). Malt tuoi tét c6 mui dwa chudt, néu malt c6 mui chd, vi
thiu c6 thé do malt ban, bi nhidm VSV, khi ndy mam khéng ddng ché dé cong nghé. Hat
malt phai mém, néu hat con cizng hay nhao nét thi coi nhu pham chét xau.

Yéu t6 quan trong dé dang gia chat lugng malt 1a ti 16 ndy mam va chiéu dai, do I6n
cia mam, ré. Malt tét co ti 16 ndy mam trén 85%, ddi voi malt vang chiéu dai mam
2/3+3/4 chiéu dai hat, malt den co chiéu dai mam 1/2+1 chiéu dai hat, ré dai 1,2+2 cm.

Chi tiéu quan trong cua malt la hoat tinh enzim. Sau déy la bang chi tiéu hoat tinh
enzim ddi véi malt ding cho san xuat ruou.

Tot Kha Trung binh

Loai malt AC DC AC DC AC DC
(ggh) | (mg/gh) | (9/g)h | (mg/gh) | (9/g.h) | (mg/g.h)
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bai mach >6 >35 4-6 25-35 34 15-25
Yén mach >5 >45 3-5 35-45 2-3 25-35
Malt den valtamy >7 >35 4-7 25-35 3-4 15-25
Ké >3 >100 2-3 70-100 1-2 50-70
Ghi chu:

AC - hoat tinh amylaza: kha nang thuy phan tinh bot thanh mantoza va cac dextrin
khéng 1am d6i mau dung dich idt, don vi =g tinh bt / g malt trong 1 h & nhiét do 30 oC.

DC - Nho kha nang thuy phan céc dextrin thanh maltoza, don vi = g dextrin/ g malt ¢
nhi¢t do 30°C.

Chét luong malt ding dé san xuét bia trugc hét 1a hoat tinh amylaza (AC) dugc biéu
thi bang luong maltoza tao thanhtir tinh bot dudi tac dung ciaenzim cé trong 100 g malt
vang tuoi tot cd AC bang 300 - 400, malt den tuoi tét c6 AC = 400 - 500.

3.5. Say malt:

Malt tuoi ¢6 d6 4m cao (42 - 45%) nén khong thé bao quan duoc (trir malt tuoi ding)
trong san xuat ruou s dugc dem di nghién thanh sira malt - 1a ché pham enzim duong
hod Mt khéc, mli vi va thanh phan hoa hoc, ciu tric cia malt tuoi khdng thich hop cho
viéc san xuat bia (trong mach nha) nhu: hau nhu khéng c6 chat mau, chat thom (tham
chi c6 chat thom phan téc dung vai bia), thanh phan protein cé thé [am giam d6 bén hoa
ly caa bia (bia dé bi duc, bot khdng bén), khéng c6 tinh chat nghién va thanh bot...Va lai
malt vén lanéng san ché bién co thj trudng toan cau (thwong mai thé gidi) nén nhat thiét
phai siy malt.

Khi siy phai ch(y dén giir lai dugc du luong enzim (da tich luy duoc trong qué trinh
nay mam) cho san xuat bia (hay mach nha). Mudn vay khi xay dung do thi siy malt phai
hiéu rd quan hé giira nhiét do sdy va do am caa malt (co tinh dén d6 bén cua enzim do
nhiét d6 vado am. Bo am malt khi sdy cang cao thi enzim vé hoat cang nhanh).

Vi du: Khi siy malt vang: ¢ giai doan hat c6 do 4m 30% thi nhiét d6 siy cho phép 1a
40°C. khi siy ¢ nhiét d6 50°C thi d6 4am malt phai giam con12%. Néu nhiét do siy ting
dén 60°C thi d¢6 am malt con 8%.

Malt den cé thé siy & nhiét do cao hon malt vang, tuy nhién nhiét do siy khéng duoc
qué 104°C @ khong pha huy nhiéu enzim .

Khi malt c6 do6 am cao, néu ting nhiét d6 siy cao S5 tao nén malt dang keo kho vi &
khoang nhiét ¢6 60 oC xay rahién tuong hd hoa tinh bot, néu tiép tuc ndng nhiét thi tinh
bot chuyén sang trang théi thodi hod - tao thanh hat cirng. Trong khi d6, mét sd protein bi
téc dung boi enzim proteaza s hoa tan va thim vao hat tinh bot va chuyén sang dang
keeo khi bi mat nudc. Malt dang keo khd do tinh bot va protein bi bifen hinh nén giam do
hoatan, giam do chiét.

35.1.  Nhing bién doi ciamalt trong qua trinh siy:

Theo d¢ tang dan caa nhiét do khi siy mata co thé chiaralam 3 thoi ki nhu sau:

- Thoi ki sinh Ii: nhiét do siy tang dan va dat dén 45°C: malt va ré van tiép tuc phét
trién, do am con khoang 30%, sy bién ddi do thuy phan, do enzim van tiép tuc.

-Thoi ki men (enzim ): Nhiét do siy ting dan tir 45 - 70°C: Céc qué trinh sbng bi
ngirng lai: khdng hoé hap, mam ré khong con phét trién nhung su thuy phan va nhiing
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bién ddi khéc trong noi nhii van xay ra rat manh vi nhiét do téi thich caa da s6 men nim
trong khoang 45 - 60°C. O thoi ki ndy, ¢6 4m cua malt den tir 20 - 30°C, ciaa malt vang
con 10 %.

-Thoi ki hod hoc: Nhiét do siy tang tir 70 -105°C: O nhiét d6 > 75°C thi c&c hoat dong
cuaenzim bi ngirng tré vi mot sé enzim bi vé hoat mot phan (do nhiét d6 cao), sb co lai
bi céc chat keo caa hat hap thu va chuyén sang trang thé khéng hoat dong. Vi du: O
nhiét 46 > 40°C, enzim peptidaza ngirng hoat dong, & nhiét d6 60°C céc enzim sitaza va
phytaza mat hoat tinh va enzim amylaza giam han hoat tinh. Riéng d6i véi enzim
proteinaza do kha nang chiu nhiét rat |on nén hoat tinh giam rat it khi sdy malt vang.

Thoi ki hod hoc dugc dac trung bing su tao thanh c&c chat thom, sy bién hinh protein,
su 1am yéu hay v6 hoat tang phan céc enzim.

Qua trinh quan trong nhét xay ra trong qua trinh siy |a phan (tng melanoidin do tac
dung twong hd giira nhitng chat chira nhdm cacbonyl (-COO) véi nhitng chat c6 nhém
amin (-NH,). Két qua malt sdy tré nén c6 mau ti (sim) hon, c6 mui vi dic trung caa
malt bia (hay malt mach nha). Theo Hydge, qué trinh tao melanoit trong khi sdy malt cé
thé tién trién theo 3 giai doan:

+ Gial doan dau: cd dic (ndng cao nong do) cac chat duong va axit amin do mat
nudc khi sdy dé tao thanh céc tinh thé khéng maw.

+ Gial doan giira: xay rasu khu hydro, bé gay phan tir duong, phan tir axit amin dé
tao thanh cac chat khong mau hodc cé mau vang nhat, ¢6 tinh khir manh, tiéu bicu 1a mot
s6 chat nhu:CH(OH)C(OH)CHO, hydroquinon (khi bi khir hydro chiing
trg vé dang quinon ban dau) Nhitng chat khir ndy cing véi nhitng chat khir duoc tao
thanh trong céc qua trinh nau bia (duong hod, dun sdi dich duong véi hoa hublon) déng
vai trd rat quan trong trong qué trinh oxy hod - khir cia céng nghé bia. Ching tryc tiép
tao Nén mli vi, do bot cho bia, 1a céc chat bao vé chdng lai sy oxy hod, chdng lai sy két
tua keo lam cho bia duc

+ Giai doan cudi: tao thanh nhitng chat c6 mau sim.

Téc do phan rng melanoit phu thuoc vao nhi¢t do, pH, thoi gian, thanh phan céc chat
tham gia. Trong so c&c axit amin tham gia manh nhét 1a glixin va aanin, san pham
melanoit caa chiing cho mau rat ¢am va cé mui bia, cho mli thom manh hon ca lavalin
va loxin, phenylalanin va valin cho san pham c6 mau ti, mii hoa hong nhe, loxin cho
san pham nhat mau va c6 mii banh my ré. Trong s6 c&c duong tham gia phan ang
melanoit theo thtr tu |& arabinoza > glucoza > galactoza > fructoza, trong d6 cac pentoza
manh nhit |a duong cexitoza. Thanh phan nguyén té cau melanoit nhu sau: C= 54 - 60%,
O=31,3- 35,1%, H=4,9- 5,2, N=3,5- 5,3%

Chung c6 chira c&c nhdm -CO, -COOH, -OH, M = 1480. Ttrong nganh bia, melanoit
coy nghla rat quan trong: gay mau va mui thom dic biét, do cé kha nang hoat dong bé
mat rat manh nén 1a nhiing chat tao bot tét, dong vai trd bao vé cac keo dé ngan can sy
két tia keo khdng bén viing, c6 kha nang khir manh l1am tang d6 bén, chong hién tuong
duc biado bi oxy hoa

35.2.  Céc phuong phép vaché 6 cong nghé siy malt:

- Lo siy nam ngang hai tang hoat dong tuan hoan:
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DPay laloai 10 sdy cb dién véi phuong phép siy ddi luu cudng bac, hién nay van dugc
st dung rat phd bién & nhitng nuéc cd san xuat malt. Day 1& mot tod nha cao 20 - 25 m
hinh vuéng hay chix nhat c6 5 tang véi céc chirc nang: tang 1 dat 10 dot, tang 2 1a buong
nhiét co dat clorifer, tang 3 labudng tron khong khi dé siy, tang 4 la mot sang ludi va
tang 5 1a mot mat sang siy trén cling cd ong hit va quat hat dé thai am rangoai. Sang siy
lam bang ludi thép dan day véi dién tich 15 chiém 30 - 35% dién tich sang.

+ Tién hanh siy malt vang:

Malt twoi nho gau tai chuyén [én sang say trén véi chiéu day 16p malt 14 - 22 cm. tang
nhiét do siy déu dan sau 6 gid dat 30 - 35°C, do am con 2%. Sau 6 h tiép tuc dat 50°C, d6
am xudng con 8 - 10 %. Nhu vay phan lon 4m caa malt duoc tach ratai day. Diéu kién
quan trong dé thu dugc malt vang chit luong tot 1a nhiét do sdy khong duoc qua 40°C
khi d6 am chua ha xudng dudi 12 - 14%.

Sau 12" sdy & sang trén, malt duoc chuyén xudng tiép tuc sdy kiét & sang dudi. Sau 11
- 12" nhiét d6 siy tunglén 55 - 80°C, d6 4m con 2,5 - 3,3%. Sau khi sy xong, malt dugc
ddn dbng lai dé chuyén sang khau gia cong tiép tuc. Ché do siy malt vang (xem ¢ bagn 6
- trang 170 cuaa gido trinh).

+ Tién hanh siy malt den:

Malt den siy 18U hon va phirc tap hon malt vang. Pau tién malt twoi ciing duoc d6 vao
va trai déu 1én sang sdy trén véi 1op malt day 22 -30 cm. Giai doan dau dai 14h tang
nhanh nhiét d6 dén 40 °C, d6 4m xudng 20%. Trong 3- 5h tiép theo ting dén nhiét 46 60
- 65°C, tang cuong dao tron. Sau 24" thi sly xong & sang trén, malt s3 duoc chuyén
xudng siy & sang dudi. Tiép tuc thoi ki siy thir nhét trong 9 - 10h & nhiét do 50 -55°C, d6
4m xudng con 8 - 10%.Thoi ki thir hai nhiét d6 tang |én: trong 4 - 6" nhiét do tiép tuc dat
75°C, 6 4m xubng con 5%, trong 3 - 4". Sau nhiét do tang dan 1én 100 -105°C cho dén
khi sy xong véi ham am cudi ciing dat 1,5 - 2%.

Vi malt den san xuat 1au hon, hao tén chat khd nhiéu hon nén gia thanh malt den va
bia den dat hon malt vang va bia vang. Pé phan ndo ha gia thanh, nguoi ta san xuat mot
s6 loai malt dic biét nhu malt café, malt mecan dé thay thé mot phan hay toan bo malt
den khi san xuét bia den.

Ché do siy malt den (xem bang 7 - trang 171 caa gi&o trinh).

- Lo sy nam ngang mot tang:

bay | loai 16 sdy trong d6i méi theo phuong phép sy déi luu cudng buc. Tuc latac
nhan siy |a khéng khi néng dugc théi cudng bic qua 16p malt co do day 8 - 10cm ma
khong dao tron. Tién hanh siy theo phuong phép nguoc chiéu tinh dé tiét kiém nhiét va
dat d6 am cudi cling cia malt. Nghia |a t&c nhan siy ban dau dugc dem di sy cho lop
malt d& dugc sdy kho bang sang thir hai boc hoi tac nhan siy mang am cua chinh sang
dau tién nay. Sau khi malt sdy xong chuyen di gia cong tiép thi lai chuyén malt tuoi dén
dé siy so bo tiép tuc (d6i chiéu téc nhan siy)

-Lo Say hoat dong lién tuc:

Trén co sd nhitng loai thiét bi siy hat kiéu thép dé loi dung tinh tu chay cua khéi hat,
Vién Hang Lam Noéng Nghiép latvia (mot nuéc Cong Hoa thuoc Lién X6 cii) da thiét ké
vaung dung thiét bi siy malt hoat dong lién tuc kiéu thép, goi tat [a LCXA. Thép siy cao
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15 m dugc chia thanh 3 khu chinh: khu tiép nhan va sy so bd malt tuoi, khu siy va khu
cap nhiét - thu nhan san pham. Cau tao ciald siy xem hinh 51 - trang 173 cia gido trinh.

Thiét bi siy |am viéc nhu sau:

Malt tuoi duoc gau tai chuyén Ién bonke chira va tai ddy nd dugc siy néng so bo &
nhiét d6 30 °C, d6 am ban dau caa malt tuoi khoang 44%. Nho c&c van diéu chinh, malt
tu roi thanh duong lién tuc xudng than thép. Tai déy dugc chia thanh 4 viing nhiét say
(khdng khi ndng qua calorifer dugc tron véi khong khi ngoai troi nho quat réi cap cho
céc vuing siy), malt di qua c&c ving sy ndy va dat duoc d6 am sau day:

Ving say Nhiét d6 khéng khi °C D6 am coa malt %
Ban ke sy so bo (malt tuoi) 30 44
Ving siy! 50 26
Ving say |1 67 12
Ving sy 1 81 6
Ving say IV 85 3

‘Malt lién tyc chay qua cac cua thu, vao ban ke chira ¢ day réi nho Vit tai ra ngoai.
Tong thoi gian van chuyén nguyén li¢u, san pham vc";l say trong khoang 9,5 - 10h (thoi
gian say 8 h), c0 thé tu dong hoa hoan toan qua trinh say.

3.6. Téach mam, r&, bao quan malt:

- T4ch mam, ré malt:

Mam va ré malt khd c6 tinh hdt nudc manh, ¢é vi dang khé chiu, vi vay phai tach bo
mam ré dé han ché sy hit am, 1am dep mot hang malt, dam bio chat luong malt, dé nau
bia khdng gay nén vi dang kh6 chiu. Tach mam va ré malt phai tién hanh ngay sau khi
sdy, vi néu de ETNE S hit am tré nén dai rat kho tach khoi malt.

Pé téch mam varé malt nguoi ta ding thiét bi cat 1a mot ludi thép hinh tru quay cham
va dit hoi nghiéng trong mot thing kin, 16 luéi ¢d kich thudc 25x15 mm. Bén trong ¢
truc quay ciing chiéu nhung nhanh hon, trén c6 gan cac quat cé céc |a thép nho mép hoi
cong dé cit mam, ré (xem hinh & sach tham khao). Khi quay thiing thi mam, ré s& bj cat
cling vai hat rangodi ludi, réi nho quat hat byi mam, ré rangoai.

- Bao quan malt:

Hat malt va nhit 1a v6 trau sau khi siy rat khd va don, thanh phan chua 6n dinh, nén
néu dem di san xuat bia thi s khdng tét 1am (khi nghién dé bj nét vo trau nén khi nau
kho loc, dich duong c6 thé 1én men cham, bia kém bén). Vi vay nguoi ta thuong bao
quan malt sau khi sdy xong it nhat 1a 3 -4 tuan, nhiéu nhat ¢én 2 nam. Trong qué trinh
bao quan nhu vay, do am malt ting Ién 5 -6% nén vo triu trd nén dai hon, hat déo hon,
thé tich hat tang Ién chdt it, malt s3 6n dinh vé thanh phan hoé hoc va hoat tinh enzim.
Tég nhat la malt duoc bao quan trong thuing sit tdy, dinh ki théng gio, nhiét d6 bao quan
20°C.

Oi nudc ta hién nay, toan bo luong malt cho san xuat bia déu phai nhap khau nén
thuong da qua qué trinh bao quan, chuyén ché (bang tau thuy) rat 1au, bao quan trong
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nuéc nhiét déi do am cao nén d am cia malt khi dem sin xuat bia thuong cao dén 8-9%,
nén malt bi giam chat luong nhiéu.
- bénh giachat lugng malt kho:

Pai mach ban dau 100lit 100kg doam 15%
Malt sau khi siy 90lit 75kg doam 2%
Mat sau khi bao| 100lit 78kg doam 4%
quan
+Cam quan:
Mausic.  Matvang :vang tuoi
Matden  :tdi sim, vo 6ng énh

Kich thudc, hinh dang tuong tu nhu dai mach
Mui vi: Bac trung cho tirng loai malt
Maltvang : ngot diu
Malt den - vi café, ngot manh
+ Po sach: Khong 1an tap chat
Hat v& t6i d¢a0,5%
Hat khéng nay mam: 5%
+ Chi sb co hoc:
* Dung trong:
Malt rat nhe: 480 - 500 g/l
Malt nhe: 500 - 530 g/l
Malt trung binh: 530 - 560
Malt nang: >560 g/l
* Trong luong 1000 hat: 25 - 38 g
* Chi s6 hoa sinh va hoé hoc: xem gi&o trinh (trang 181, 182)

3.7. K thuat san xuat mdt sb loai malt d@ic biét:

Pé lam tang chat luong bia, san xuat nhitng loai bia dic biét, nguoi ta thuong ding
nhitng loai malt chat lwong dic biét sau day:

- Malt caramen: diing dé san xuét bia den [am cho bia cé vi caramen, mui thom manh,
mau canh gidn, tao bot tét. Malt caramen duoc ché bién tir malt tuwoi hay malt khé nho
qué trinh dudng hod phu vasiy ¢ nhiét d6 cao hon dén 110 — 170°C.

Nguoi ta ding malt tuoi hay malt khd c6 @6 chiét cao (hoat luc enzim cao) tusi nudc
10 — 15 1it/100g - dé yén 12h d¢ dién ra qua trinh thuy phan nhitng chat noi tai trong malt,
sau d6 malt dugc siy trong 10 dic biét ¢ kha nang nang nhiét do sdy 1én dén 170°C, thoi
gian siy 2 — 3h.

Twr 100g malt kho thuong s¢ thu dugc 90 — 95 kg malt caramen, dung trong 400 — 450
g/l, 46 Am 5 —6 %,

- Malt caphé: ché bién tir malt vang cé qué trinh duong hod phu vasiy o nhiét do cao
220 — 225°C. Malt ngdm v&o nuée nhiét ¢ 70°C trong 12h dé tao thu phuy phan chét
mau. Sy ¢ nhiét do cao trong 2 — 2,5h, ha nhanh nhiét d6 sau khi siy. Hat malt phai c6
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mau giong mau hat ca phé rang, mui thom ca phé rang. Tir 100kg malt thuong thu dugc
85 — 90 kg malt ca phé dung trong 400 — 450 g/l, d6 4m sau khi siy 2 — 3%.

- Malt melanoit: con goi 1a malt meland duoc ché bién tir dai mach c6 ham luong
proteincao (>12%). Nay mam & nhiét d6 cao 20°C trong giai doan cudi 24h, u déng sau 1
— 2 ngay dé nhiét do tang |én 50 — 52°C, tiép tuc 1 trong 16 — 24h. Sau do6 tién hanh siy
nhu siy malt den.
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Chwong 4: SAN XUAT ENZIM TU THUC VAT

Enzim tir thuc vat ciing chiém mot ty |é thich dang trong cong nghé san xuat va sir
dung enzim néi chung. Mot sb loai enzim d& dugc sir dung nhiéu trong y hoc, thuc pham
va cong nghiép. bic biét trong nghién ciru khoa hoc nguoi ta rat chi trong chiét tach va
xéc dinh co ché tac dung cia cac enzim trong ca&c md thuc vat nhu nhom enzim
glycoxydaza, nhom enzim OXy hoa khtr polyphenol oxydaza (EPPO) d& mang lai nhitng
giatri ly thuyét va thuc tién rat cao trong thoi gian gan day.

4.1. San xuét ureaza tir dau rypa:

Chi ho dau Canavalia ¢ chau phi, ¢ Viét Nam co loai Canavalia ensifomis - dugc goi
la cdy dau rua, dau tac; hqat dl]ng chra bénhrlui han, nac cut, yéu than. Trong hat dau rua,
ham luong ureaza c6 thé dat dén 20% chat kho do d6 day la nguon nguyén liéu quan
trong dé thu nhan ureaza.

- V& mat rng dung: ureaza dugc Sir dung trong y té dé xac dinh ham luong uré trong
huyét, bang quan, cé trong thanh phan caa thuéc ching than nhan tao. Trong ché bién
mot S5 1oai c& co mii khai (dudi, nhdm, map) thi ding ureaza dé khir mui khai rat hiéu
qua.Ureaza cd thé xuc tac thuy phan uré ca trong va ngoai té bao (co thé).

(NH2),CO +H,O wureaza 2NH; + CO,
—

+ Chiét xuat lay enzim:

Nghién k§ bot dau trong dung dich HCI 0,4% c6 thém EDTA (trilon B, complexon 111)
5.10° M vaL.cystein 5.10° M. Sau d6 ly tam tach ba |y dich chiét.

+ Xu ly nhiét: Nang nhiét nhanh dén 60°C, gitr trong 30 phit dem ly tAm tach bo cin

ket taa

+ Siéu loc: dich ly tam duoc loc qua mang siéu loc dé loai bo peptit va polypeptit co
trong lugng phén tie bé (M>500)

+ Két taa bang axeton:

Dich loc duoc xt Iy bang axeton lanh (ty & 1:1), ly tAm téch két tua. Phan két taa dem
hoa tan trong trisbuffer 0,1M, pH = 7 chra EDTA vaL.cystein 5.10° M.

+Sic ky trao doi ion

Dich enzim dugc chay sic ky trao doi ion trén cot chira DEAE — xenluloza véi gradien
ndng d6 NaCl tir 0 — 1IM. Phan doan chira enzim duoc siy thing hoa (ddng khé) véi chat
sacaroza lam chat on dinh véi ty 18 2,5mg/1mg enzim.

Ché pham thu dugc c6 hoat tinh ting 25 1an so véi ban dau va hiéu suat thu hdi 43%.

Xem bang 8 caa gido trinh (trang 186). Mot sd théng sd cia qué trinh thu nhan ureza
tr dau rua.

4.2. Thu nhan bromelain tir dea:
- Giégi thiéu qua d}’ray tén latinh: Bromelia ananas-L: thuoc chi dira an qua. Ngoai ra
con ¢O chi deradai (dé lay soi ).
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Bromelain c6 nhiéu trong phé liéu dira nhur ve, 16, choi, 16i dau.
Gioi thi¢u dac diém ché pham Bromelain (Xem quéatrinh trang 187-189).
Nguyén tac chung dé thu nhan Bromelain.

Phé lieu dda —lamdap —»chiétloc —»lytdm —» kéttaa —» ly
tBm —»loc —» ché pham ky thuat —» Sic ky trao ddi ion —» sdy thiang
hoa —» san pham tinh khiét .

Ghi chi: két tua bang (NH.,),SO, lanh hay axeton lanh ti I¢ 1:1.

- Thu nhan Bromelain bang phuong phép nhanh sir dung CMC.

Thu nhan Bromelain bang phuong phdp mé ta nhu ¢ trén doi hoi thoi gian 1au, kho
loc, luong dich 160, khé bao quan. Hién nay mot sb nha nghién ctru d& diing phuong phép
nhanh tach Bromelain bing CMC. Cho phép thu duoc Bromelain bot tring cé hoat tinh
cao, thoi gian nhanh, don gian nhu sau:

+ Cong nghé ché tao CMC (xem gido trinh trang 191).

ChG Y : ¢6 thé thay vai man (hay gat) bang béng non ( Xenluloxa~ 100%).

+ Téch chiét Bromelain tir dich chiét dea bing CMC.

CMC dugc tam uét bang dung dich dém photphat 0,05 M, pH= 6,1. Cho dich chéi dira
( chdi dea —  nghién — ép loc —nudc dich) vao, thinh thoang khudy tron. Emzim
Bromelain s3 hap thu Ién bé mit caa CMC. Sau 2 gio lay ra vat nudc loai bo cin ban
bam vao CMC, riatrdi cac protéin khdng phai enzim bang ¢ém photphat ¢ pH=6,5. Sau
d6 cho phan hap thu 1an 1. Dung dich phan hip thu |a dém photphat pH=7,1, NaCl 0,5 N
khudy tron. Sau 2 gio ldy ra vit dugc dung dich dam dic chira bromelain. Tiép tuc phan
hap thu nhu 1an thi hai rdi gop chung dich chiét caaca hai 1an két tua enzim bang axeton
hay con lanh.

Véi phuong phép ndy hiéu xuat thu hdi dat 0,1% so véi chdi dira tuoi, ché pham cé
hoat tinh 24 don vi (mg ché pham enzim. So véi phuong phédp két taa tir ban dau bang
(N H4)ZSO4 thi do sach cao hon hai lan, thoi gian nhanh hon, tién hanh thuan loi hon.

- Mot sb trtng dung caa ché pham bromeain:

+ Thuy phéan gan bo:

Gan bo duoc xu ly bang ché phim bromelain trongl0 gio & 1-55 °C, sau d6 vo
hoat enzim & 100 °C trong 3-4 phtt. Dich dwoc loc va déng khd thanh dang bot & ché
pham hdn hop axit amin y té (sin xuat cac dich truyén dam y té). Thanh phan axit amin
ciia ché pham thuy phan gan bo boi bromelain dugc trinh bay ¢ bang 12 (trang 193 caa
gido trinh).

+Sir dung bromelain lam déng sira:

Pé lam dong sira trong phuong phép truyén thong (trong CN-SX photphat) nguoi ta sir
dung renin thu duoc tir ngan thir 4 cia da day bé. Hién nay, luvong renin chua dap xtrng
da nhu cau caa cong nghé. Trong nhitng nam gan day xu hudng st dung proteaza thuc
vat dé thay thé mot phan renin trong ché bién phomat dang duoc phét trién. Trong do
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dang ké nhat 14 2 loai ché pham: ficin tir cdy co ficus va bromelain tir dira. Két qua tng
dung xem bang 13 (trang 194 cua giéo trinh)

+ Sir dung bromelain dé thu nhan céc chat tc che proteaza. ’

Trong mét so loai co quan dong vat, thuc vat ton tai c&c chat (rc ché enzim, trong
d6 co6 chit tc ché proteaza, ching c6 ban chét protein nhu enzim. Dién hinh nhu trong
cac hat ho dau: dau tuong, dau xanh, dau van, hat mit, néi tang caa muc nang, dia, trong
dua (tén tai song song véi bromelain). Cac chit tc ché thuong tac ¢ong manh [én mot sb
enzim, trong d6 c6 ca enzim trong duong tiéu hoa (caa ngudoi va dong vat) nhu: ficin,
bromelain, tripxin. Bé thu hdi dugc céc chat tc ché ndy, nguoi ta diing phuong phép hién
dai, hién nay 1a ding enzim c¢b dinh. Bromelain sau khi thu nhan baing CMC nhu trén
dugc ¢ dinh trong gel sepharoza rdi nhdi vao tao ra cot phan tng. Dich nghién, loc phé
liéu dtra dugc cho chay qua cot ndy: dau tién & pH photphat 4,6, sau d6 pH = 7,6 — 7,8,
tiép d6 xay ra qua trinh lién két gitra bromelain voi cé&c chit tc ché. Thu héi chat e ché
bang NaOH 0,01N + NaCl 0,IN véi pH = 11,5 — 12; ¢6 dotinh sach, hoat tinh cao (xem
bang 14 trang 195 caa gido trinh). Ngoai ra bromelain cé sir dung trong qua trinh lam
mém thit, san Xxuat nudc mam ngan ngdy, bot ca

- Thu nhan papain tir nhya du du: 7 ’

Céy du du (carica papayal), qua dung lam thyc pham. nhya qua du du lam thuoc
giun, chai chan, mun com, sung khép, eczema Ré lam thuoc cam mau, soi than. Hoa
chira ho, viém cuong phoi, l& chira ung thu phoi. Papain c6 M = 20.700, to, = 80°C, PHop
=5—5,5. Bi «rc ché va mat hoat tinh bsi H,O,, lodoaxetat, |,, fericianua. Pugc hoat hda
bai -CN, cystein, H,S va glutation.

+ Thu nhan papain tho: ,

Dung cac loai qua du da con non, du du gia (chua chin), dung khan lau sach vo, lay
dao cao sach nhitng duong khdng qua sau, hang nhya (catex) vao coc roi lam kho bang
céc phuong phdp khac nhau, ta thu dugc ché pham papain thé c6 hoat tinh nhu bang 15
(trang 196 cua g éo’trinh). ’ ?

Ket qua cho thay hoat tinh papain sau khi chi€t tach cao hon khi da d¢ 3 thang.
Phuong phap phoi nang cho két qua hoat do enzim thap nhat, say chan khdng dung moi
(axeton hay ruou etylic lanh) cho hoat tinh cao nhat. Ché pham can bao quan lanh 6 —
10°C méi duy tri hoat tinh. 9

+ Thu nhan papain thuong pham:

Ngam papain thd hoa tan nhya tuoi (catex) trong nuéc cat co bo sung dl yxerin dé tang
d6 hoatan, loc qua vai man. Ket taa bang axeton lanh véi ty 1¢ 2:1 so véi thé tich dich
loc. Ly tam lanh ldy két taa, sdy 45 — 50°C (siy chan khéng hay phoi khd), dem nghién
thanh bot. ’ o

O nuéc ta hién nay vién cdng nghé sinh hoc da san xuat thanh cdng ché pham papain
thuong mai dang dong kho. Bang 16 so sanh hoat tinh (trang197) cua papain thuong mai
quéc té voi papain tuoi va déng khd Viét Nam. Két qua dién di do (trén gel
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polyacrilamit), thé hién trén hinh 56 (trang 198). Hoat tinh thanh phan c&c enzim trong
ché pham papain duoc trinh bay ¢ bang 17 (trang 199).

+ Ung dung cua papain: lam dong sira, thuy phan protein nhu san Xuat bot ca thuc
pham, san Xuat Nugc mam ngan ngay, lam mém thit.

- Gi6i thiéu két qua nghién citu ché pham EPPO (bot axeton) trong 14 ché va hat ca cao
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Chwong 5: ENZIM CO PINH
5.1. Giai thiéu chung:

Enzim ¢b dinh (hay enzim khdng tan) 1& enzim c6 sy tham gia hoat dong trong mot
khdng gian bi gisi han. Su giéi han hoat dong vén linh hoat cua enzim bang céach gian nd
vao mot pha céch ly tach roi khoi pha long tu do va & d6 nd van co kha nang tiép xdc
dugc véi c&c phan tir co chat, effector hay inhibitor (chat tc ché ). Pha gan enzim thuong
khdng tan trong nudc nhung ciing o thé 1a cac polyme wa nudc.

Enzim khéng tan duoc nghién ciru va ting dung tir nhitng nam 1950. Pé ché tao enzim
¢ dinh c6 thé diing cac phuong phép hap phu, lién két hod tri dé gian két enzim. Chat
ding dé gan két enzim goi l1a chat mang (enzim), hién nay nguoi ta thuong ding
xenluloza, tinh bot, rephadex, agaroza, alghinat canxi, gel polyacylamit, bt thuy tinh,
nilon.....Ché pham enzim khong tan co thé ¢ dang bot, hat, phién, mang mong.

Trong mot sd truang hop khéng can thiét phai gan enzim vao chat mang ma co thé gii
n6 & bén trong mang ludi polyme bao quanh 1dy phan tir enzim. Mang ludi ¢6 c6 mat nho
khong cho phép enzim thoét ra khoi mang nhung van da 16n dé co chat va san pham tao
raqualai dé dang.

Theo thdng k&, dau nim 1995 nguoi ta da ché tao dugc trén 100 ché pham enzim ¢
dinh .

Loi ich cuaviéc s dung enzim ¢ dinh:

- Giam gia thanh do enzim duoc st dung 13p lai nhiéu lan véi ciing mét kiéu phan ang
xUc téc, ché pham bén hon trong céc diéu kién pH, nhiét do, p xuat tham thiu téi uu, toc
d6 phan ung [6n, dé t6 chirc san xuit & mac d6 tu dong hoé cao.

- Ché tao enzim twong d6i dé, dau tu x8y dyng va san xuat twong dbi it, san pham phan
rng khdng 1an 16n véi enzim (chi mot 6 it bi rira tréi theo dong chay cua tac nhan), co
thé dé dang t6 chirc sin xuit c&c san pham |én men bang enzim ngoai bao nhu: ruou
etylic, axit hiru co, axit amin, vitamin.

5.2. Mot sb phwong phéap chi yéu ché tao enzim c6 dinh :

5.2.1.  Microencapsulation ( gbi enzim trong bao cuc nho )

Pugc nghién ciru boi Chang et al (1967-1968)

C& mang polymer thim thiu day 200A° (xenluloza, polysacarit, phi tinh bot ) tao
thanh hat ding viing 10-12M chira c&c phan tir enzim bén trong. Lop mang nay cho phép
co chat vasan pham phan ang enzim duoc qua lai tu do nhung céc phan tir enzim khong
thé qua lai dugc vi cac phan tr qua [6n. Nhu vay néu co chat ¢é phan tir luong qué lén
nhu: poly saccarit, protein ciing khéng thé qua lai mang dugc do d6 khong thé thuc hién
phan (tng enzim dugc.

5.2.2.  Lién két enzim vao chat mang khdng tan (silman va katchal ski-1966)

Céac chat mang nay thuong 1& CMC, silicagen. Luc d6 enzim duoc gan vao chat mang
tao Mot Sb vj tri xa véi trung tam hoat dong caand. Nhu vay dic tinh cua enzim phan ndo
bi thay doi khong con nhu khi né ¢ trang tha hoa tan ty do trong hé nhu: d6 pHogp, top..-
dan dén su thay doi céc tri sd K, Vim
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52.3. Pinh vi enzim trong pha léong cua hé théng 2 pha (Reese and
Mandels.1958)

Enzim dugc hoatan trong phalong vadugc gitr lai trén cot cia chat rin khdng tan nhu
xenluloza. Co chat nam trong pha Iong khéc (pha dung mdi) khuech tan véo pha long
chira enzim va xay ra phan ¢ng Vvéi enzim. Céc san pham phan ang khuéch tan nguoc lai
di rangoai cot. Hé théng ndy gan g|ong véi phuong phap microen capsule ma pha dung
méi dong vai trd nhu mot mang ban tham.

5.2.4.  Giit enzim bing mang siéu loc:

Enzim duoc hoa tan ty do trong dung dich va tién hanh phan ang enzim ngay trong
dung dich ndy. San pham phan ung duoc tch ranhd mang siéu loc chon loc con co chét
vaenzim duoc gitr lai & phia bén kia cha mang.

(Xem hinh veé trang 204 va giai thich trang 205 cua giao trinh)

5.3. Mot sb lién két trong viéc ¢ dinh enzim.

5.3.1. Lién két hoatri: (cong hoé tri)

Chéat mang trong phuong phép ndy |a cac polyme tu nhién va céc san xuat cua chiing
nhu: xenluloza, agaroza, alginic acid, chitin, collagen, keratin, cac polyme tong hop: axit
acrylic, polymetan, N — Vinylpyrolidon...

Ban chat cua phuong phép ¢ dinh enzim bang kién két cong hoatri 1aenzim duoc noi
v6i chat mang théng qua “cau néi c6 cuc” nao d6. Cau ndi ndy ¢6 kich thudc vira phai,
mot dau gin voi chat mang polyme, dau kia gan véi enzim.

Vi du: cyanuric chloride (tricloro triazin) c6 3 nhom c0 kha nang tao lién
két d&p tng duoc y&u cau trén, trong d6 c6 mot nhom sz lién két manh véi polyme, nhém
thar 2 v6i enzim, nhdm thir 3 ¢6 thé lién két véi ca 2 wu thé dac biét cuachat nay 14 chd
dién tich cua n6 quyét dinh céc tinh chat ion caa phirc enzim — xenluloza. Phirc ndy ¢
thé trung tinh, &m (anion), duong (cation) phu thudc vao ban chat cia chat gan véi
thir 3

Trong khi d6 mot sb céc phuong phép cd dinh enzim khéc chi do phtic mono — ion
(cation hoac anion).

- Glutaraldehyt ciing hay duoc sir dung [am cau ndi ¢é gan enzim vi né chira 2 nhém —
CHO ¢ hai dau, ¢ pH trung tinh s kién két dugc véi cac nhém amin — NH, tu do.

Nhu vay mot dau s gin vao chat mang, con dau kia gin vao enzim,

5.3.2.  Hap phu vatly:

Chét hap phu va enzim duoc tron 1an véi nhau trong mot khoang thoi gian nhat dinh
dé sy hip phu xay ra nho twong tac bé mat nhu: lién két ion, lién két va béo (ki nuéc),
lién két hidro, lvc Vandewaals. Nhuoc diém cia phuong phép ndy chinh la qua trinh hap
phu enzim co thé xay ra do sy thay d6i pH, nhiét do, thanh phan ion.

- Céc chat mang hitu co ding cho hap phu vat 1y: din xuat polyme ty nhién, DEAE
— xenluloza, DEAF — sephadex. Béy |a cac amonit (mang dién (-))

- Chiat sat ky xotein - Ky nuéc nhu: agaroza cai bién ¢ gan cac nhom mang dién &
dau chudi cacbon hydrat ciané (hai 1oai luc hap phu laluc tinh dién va luc ky nudc gan
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két khong thuan nghich vai nhiéu enzim). Nhém enzim thich hop nhét cho co chat loai
nady lalipaza (co chat ki nugc, khéng tan trong nuéc (wa béo).

- Céc chat mang vo co: kim loai kiém thd, Al,Os, TiO, nhu: thuy tinh x4p, silicagel,
silochrom. Uu diém cua loai chat mang ndy 1a ¢6 x6p Ion, tinh hip phu cao, ché tao &
dang hat dé tao reactor cot (cot phan ang).

5.3.3.  Nhiing diéu can luu y khi thuc hién viéc cb dinh enzim: ‘

Khi lya chon phuong phap vathu nghiém co dinh enzim can luu y cac dieu sau:

- Enzim phai 6n dinh trong nhitng diéu kién xay ra phan tng: quan trong nhat la
hoat luc enzim va do bén caa no theo thoi gian phan ung, diéu ndy quyét dinh hiéu suat
phan ng, hiéu suat tong thu hdi va hiéu qua caatoan bo quétrinh (gidthanh, giatri khoa
hoc vathuc tién, giatri kinh té - xa hoi)

- Néu co thé duoc thi céc hop chat tham gia phan ung tao lién két ngang (gitra chat
mang vaenzim) s& chi yéu chi twong tac véi nhitng nhém chirc nang nam ngoa tm hoat
dong caa enzim. Néu diéu kién nay khong thuc hién duoc hoan toan thi chat tham gia
phan &ng tao lién két ngang phai c6 kich thudc 16n khdng cho phép nd xam nhap, anh
huéng dén trung tam hoat dong caa enzim.

- Trung tdm hoat dong caa enzim phai ludn ludn duoc bao vé (néu thuc hién duoc)
bang céc phuong phdp khac nhau. Chang han néu enzim véi tdm hoat dong c6 nhém —
SH thi can phai xt 1y so bd bang glutation hay systein va chi téi hoat hod enzim sau khi
d& gan n6 vao chat mang. Hodc co thé che chan tam hoat dong bang cach bd sung vao
hdn hop phan @ng co chit da duoc bdo hoa bai enzim (néng d6 co chat cao nhat ma
enzim co thé thuc hién dugc phan tng Xxuc t&c)

- Khi rrathiét bi phan tng dé phuc hdi enzim, khéng duoc 1am anh huéng xau dén
hoat tinh enzim d& dugc gan vao chat mang.

- Khi lyachon chat mang (hé c6 dinh) can phai dé y dén phan tng enzim s8 diénra
cu thé sao cho khong 1am anh huang tham chi huy hoai ngay ban than chat mang va san
pham phan tng khéng duoc &c ché hoat dong cia enzim. Chang han khéng thé gan
enzim xenluloza vao chinh chit mang |a xenluloza va cac dan xuit caa né ciing khéng thé
tién hanh phan ang thuy phan xenluloza trén chinh chat mang nay.

- Péy dén do bén cuachat mang (bén co hoc, thuy luc hoc (riratrdi), bén nhiét, bén
gel) nhat la khi phan ang trong nhiing cot cng suat 16n.

5.4. Anh hwéng cia sir ¢o dinh dén hoattinh ciaa enzim.

Khi gan vao cha?:lt mang, enzim ¢ bi giéi han hoat ¢ong trong mcf)tqpahm Vi in traong
xac dinh, lUc d6 cau trdc khong gian cua phan te enzim (va cua ca to hop) c6 the bi thay
doi do do6 co thé lam bien d6i mot so tinh chat cua enzim ban dau. y|' du c6 thé thay doi
khoang pH hoat dong, nhiét 46 hoat dong (va do d6 co thé thay doi pHep, top), tinh dac
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hiéu cua enzim ciing nhu hang sé Michoelis. Tat nhién nhitng thay ddi ndy phu thudc
nhiéu vao ban chit caa chat mang, ndi chung enzim c6 dinh thuong troé nén bén véi cac
yéu té gay bién tinh hon (vi nd da dugc “lam bén” phan ndo boi chat mang) nhung do
hoat dong riéng thuong thap hon enzim ban dau.

5.4.1. Hoat tinh caaenzim cé dinh phu thugc vao ban chit caa chat mang:

Khi enzim duoc giéi han trong pham vi méi truong chat mang xéc dinh s8 xay ra mot
s6 kiéu tuong tac khac nhau cua chat mang |én méi truong hoat dong vi md bao xung
quanh phan tir enzim ¢b dinh

- Kiéu tha nhat dugc goi 1a “hiéu tng phan phdi” (hay “hiéu ung day — kéo”) trong
d6 chat mang polyme nho nhitng tinh chat dic trung s8 16i kéo t6i bé mat caa nd, hoac
day khoi co co chat,san pham phan @ng va céc chat khac 1am tang hay giam tuong ddi
ndng do caa ching trong pham vi méi truong vi mé nam sat canh enzim.

- Kiéu thir hai duoc goi 1&“hiéu ing ngin chan” tic 1& ban than chat mang polyme
ngin can sy khuéch tan ty do cia cac phan tir hudng téi enzim (trong d6 cd co chét) ciing
nhu di khoi enzim (trong d6 c6 san pham phan tng). Tir 6 anh huong truc tiép hay gian
tiép dén hiéu qua xdc t&c caaenzim.

Vi du dien hinh la truong hop enzim dugc ¢b dinh bang chat mang polyanion (poly ion
mang di¢n (-)), ltc do chat mang s& téc dong manh dén co chat cation (mang dién (+)).
Khi d¢6 co chat kiéu nay s tap trung xung quanh truong tac dung vi mé cua chat mang
lam cho mat d6 (ndng do) cia nd s cao hon so voi mat do trung binh trong toan h¢.
Dong thoi chat mang ciing sz 16i kéo bat ky cafidaseo kHAeOEhin@hhn nhu c4c proton
H* hay hidroxoni HsO" (do nuéc c6 tinh dién ly yéu ). Nghia la
ndéng d6 H* tang 1én xung quanh trudng téc dung cia chit mang (va ciing 1a cia enzim)
lam cho pH giam xudng thap hon so véi pH trung binh trong toan hé. Trong truong hop
polyme chit mang va co chat mang dién giéng nhau thi qua trinh trén lai xay ra hoan toan
nguoc lai. Nghia la ndng doé H* lai giam di xung quanh truong téc dung caa chat mang
(vactng la caaenzim) lam cho pH tang Ién cao hon so vai pH trung binh trong toan hé.

Nhu vay ta nhan thay 1a khi sir dung polyme dang polyion 1am chiat mang s& khéng co
su phan bd déu céc ion trong hé, lic dé ndng do ion trong méi truong vi mé xung quanh
enzim s khéc voi ndng do cua chiing trong hé. Biéu d6 1am cho qué trinh dong hoc caa
enzim S8 rat phuc tap, s ¢6 sy sai khéac (nhiéu khi 1a dang ké) céc thdng sb lién quan
nhu: ndng dé co cht, san pham phan tng, pH, ...

Mot vi du khi khao sit sy ¢6 dinh papain trén mang xenluloza nitrat dé thuy phan
gelatin cho két qua ton hon so véi khi enzim ¢ dung dich ty do (hoat d6 enzim ¢b dinh
thip hon hoat ¢6 enzim tu do). P6 1a do ¢ chat mang xenluloza nitrat & hap thy gelatin,
bién tinh so b N6 dé tao diéu kién thuan loi cho sy thuy phan caa enzim dinh kém.

P thi mo ta hiéu ang phan b lai proton Iam giam pH xung quanh enzim cb dinh
(chat mang |a polyanion) nhu sau:

Gia sir pHyp ciia enzim tu do trong dung dich phan ding la 8 va duong cong 1 mo ta
van toc phan @ng phu thudc vao pH c6 dang h|nh chudng nhu trén. Buong cong 2 mo ta
van toc phan ang phu thudc vao pH khi enzim ¢b dinh té bao trén poly polianion. Trong
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khi & pH = 8 ta.cd van téc phan tng bang 50%V max, dé dat dugc gidtri ndy giatri pH bén
trong (pH xung quanh mdi trudng vi md caa enzim) chi can [a 7. Nhu vay mac di o pH
hé thong bang 8 nhung thyc té enzim da hoat dong ¢ doh pH thap hon (=7) ma ¢ d6 hoat
tinh cua né bang 50% giatri cuc dai (dlem A). Do vay phai tang glatn pH. (pH of effect)
t6i 9 dé khi d6 pH; = 8 thi enzim s thé hién hoat tinh toi da caané (diém B)

Nhu vay ta d& thiy co hién tuong xé dich (sai khéc) gia tri trong hé. Bé khiac phuc
ngudi tathém vao hé nhitng phan ang trao do6i ion dién hinh (lyc ion, d6 phan ly cao) dé
ngan can anh hudng caa céc nhom ion anh huang dén chat mang valam dich chuyén pH
hoat dong ciing nhu pHy,. Ciing 6 thé dung dung dich d&ém nong do cao dé khac phuc
dugc hién tuong nay.

Chat mang phan ttr lugng cang |6n thi cang giam dang ké hoat tinh enzim gan voa d6
S0 V6i chat mang c6 phan tir lwong cang nho. Piéu ndy duoc giai thich boi sy can tro
khong gian cia phan tir chat mang ddi véi phan tir co chat trong viing trung tam hoat
dong cuaenzim.

5.4.2.  Hoat tinh enzim ¢6 dinh phu thudc vao sy khuéch tan cua co chit, san
pham va céc phan tir khac:

Téc @6 khuéch tan cia co chat, san pham va céc chat khéc phy thugc vao céc yéu to:
kich thudc 16 gel caa chat mang polyme; trong lugng phan tir caa co chat; sy sai khéc do
“hiéu tng phan phéi” (sai khéc vé ndng do, pH, t° hoat dong...). Trong d6 duong kinh 15
geI, cua chat mang polyme va trong lugng phan tir cua co chat déng vai trd quan trong
nhat.

Hiéu ng phan phéi 1am xuat hién gradien nong do co chat va san pham trong khi tién
hanh phan ¢ng, co thé do dac va viét cac phuong trinh dong hoc cho chiing. Nhiing gii
han khuéch tan c6 thé duoc thé hién hai dang hang rao khuéch tan bén ngod va bén
trong.

Hang rao khuéch tan bén ngoai c6 duoc do co sy ton tai caaldp mong dung mdi khong
bi pha tron bao xung quanh hat polyme. Su hinh thanh n6 nhir c6 s két hop caa khuéch
tan phan tir thu dong (chuyén dong Brown) va sy ddi luu (do sy xuét hién gradien nong
d6 hay gradien nhiét do). Bo day cua lép khuéch tan bén ngoai phu thudc rat nhiéu vao
toc do khudy tron dung mdi, ddy la yéu to hét stc quan trong khi tién hanh phan tng
enzim ¢ dinh.

Hang rao khuéch tan bén trong do chinh chat mang tao ra va chi 6 sy khuéch tan phan
tir thu dong (chuyén dong Brown), khéng bi anh huang boi toc d6 phatron. Hang rao nay
s& 10 ra co anh huang to 16n hon néu enim duoc ¢ dinh vao trong 16ng chat mang chir
khéng phai gan nd vao bé mat caa chat mang.

Nhitng gigi han khuéch tan nay cing véi hiéu tng phan phéi 1am cho céc théng sb
cdng nghé thay doi (c6 khi 1a khé 16n) so véi khi tién hanh véi enzim tu do, day la diéu
can chi y khi mé hinh hod, thiét 1ap quy trinh cong nghé.

5.5. CA&c reactor chira enzim co dinh:

Reactor (cot phan tng) chira enzim duoc sir dung dé tao tiép xuc gitra enzim va co
chat trong mét khoang thoi gian da 1on dé tien hanh phan tng xuc tac, dong thoi tach san
pham phan tng - d¢ lai enzim.
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5.5.1.  Reactor hoat dong theo chu ky.

Thuc té d6 1a nhitng bé 16n hay bdn chira enzim va co chat c6 trang bi mang khudy.
Nhu vay dung tich 1am viéc, hiéu suat chuyén hoa dugc ¢ dinh vanguoi ta cho phan ang
tién hanh triét dé theo tinh toan. Sau d6 th&o can toan bo dé tach san pham khoi enzim
(nhu vay laxong 1 chu ky lam viéc) roi lai chuan bi tién hanh mé khéc. Trong truong hop
enzim tan (1an 16n co chat con du, sin pham phan ing véi enzim) thi dé tach san pham
ngudi tathuong [am bién tinh enzim (vi du bang céch xu ly nhi¢t). Phuong céch sir dung
nay co6 hiéu qua kinh té néu dung enzim ré tién ma san pham phan ng lai c6 gia tri,
enzim dung xong khong thu hdi lai du:oc bé reactor kiéu ndy co thé ding enzim dit tién
cO thé thu hdi dé duing lai trude hét can phai cd dinh no thanh enzim khdng tan. Sau chu
ky phan tng, ché pham enzim khéng tan duogc tach rabang ly tm hay loc. Matrong thuc
té quy trinh thu hdi enzim ndy co thé 1am pha huy ciu tric caa ché pham enzim khéng
tan, nghia la pha huy enzim. Vi vay reactor hoat dong theo chu ky thuong dugc sir dung
vGi enzim tan ré tién, khdng can thu hoi enzim, chi phi san xuat thap hon so véi céc
phuong phap khac.

5.5.2.  Reactor hoat dong theo kiéu dong chay:

Nguyén tic hoat dong cua reactor dong chay 1a sy bd sung co chat (lién tuc hay gian
doan, theo chu ky) theo dong nhat dinh (téc d6 nap, dung tich nap) va san pham phan &ng
ciing duogc lay ra theo hinh thirc trong tu véi qua trinh nap co chat.Nguoi ta chia ra 2
nhom reactor dong chay: nhém cé khuay tron va nhom khong khudy tron khi hoat dong.

- Reactor dong chay ¢ khudy tron 1a mot bé (bon hay thiét bi) c6 mang khuay, co
duong dan nap co chat va duong lay hdn hop hay san pham phan &ng ra khoi bé (nguyén
tac chemistat trong nudi ciy vi sinh vat). Cac théng s6 hoat dong cua thiét bi nhu: dung
tich, tbc do bd sung co chat, hoat tinh enzim, téc d6 théo san pham, thoi gian duy tri phan
trng va chu ky 1am viéc thuong duoc téi uu hod theo nhirng muc tiéu da dinh.

Tuy nhién do sy khudy trén nén c&c hat enzim c6 dinh phan b trong toan dung tich
lam viéc caa thiét bi va dugc théo ra ngodi cliing véi san pham phan tng. Dé duy tri
enzim c6 dinh can phai lién tuc hay dinh ky b sung mét lwong ché pham enzim ¢ dinh
bang céch: tach enzim ra khoi san pham bang cach loc, hoat hod tro lai roi dua vao thiét
bi; hoac ¢ dinh enzim truc tiép trén canh khudy, dinh ky bb sung, thay thé méi.

Reactor dong chay c6 khudy tron co thé két hop véi qué trinh siéu loc, diéu ndy cho
phép sir dung enzim ¢ dinh & dang tan trong cac reactor, dic biét thich hop vai co chat
khong tan hay ¢ dang keo.

- Reactor dong chay khoéng khudy tron (xem hinh 63 trang 218 cua giéo trinh).
Enzim ¢6 dinh duoc nhdi vao cot, dich co chat chay tir trén xudng ngdm qua lop enzim
va dau duéi s& nhan dugc dich san pham xuc tac. Mot reactor dong chay Iy tuang khi 1op
co chat chay quatoan bo dién tich mat cit ngang cia cot véi toc do khéng doi - day lahe
thdng reactor téch - day ly tuong. Trong thuc té dich co chat ciing co thé dua tir dudi 1én,
chay trén qua cot con san pham lay ratir trén.

So @6 vanguyén tic 1am viéc xem hinh 63.
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5.6. . Sir dung enzim co dinh trong y hoc va trong cong nghiép:

Viéc ttng dung enzim ¢ dinh d& cho phép tao ra mét sb cdng nghé hoan toadn trong y
hoc va cdng nghiép.
- Trongy hoc

+ St dung enzim ¢b dinh dé 1am céc noi quan gia nhu: bang quan, niém mac.

+ Sir dung enzim duéi dang micro capsul dé dua enzim vao chita bénh thiéu enzim
nhung khéng géy nén cac phan tng phu.

+ Ngién ciru ciu triic phan tir enzim, cau tao mang té bao, mé hinh hoa hé théng enzim
trong té bao.

- Trong concg nghi¢p

+ Sir dung reactor dong chay khéng khudy tron: Nakhapetian (1976) ¢ cho dung dich
tinh bot hd hod 35% lién tuc qua cot chia glucoamylaza khéng tan dé duong hod Sau
22,6 ngay phan tng ¢ t = 45°C, hoat d6 enzim trong cot van con 50%. Hién nay |a thoa
man nhu ciu vé mach nha caa ca nuéc.

+ Céc ché pham enzim khong tan diing trong céng nghé thuc pham: catalaza dé khu
tring sita, glucoizomeraza dé dong phan hoa san xuit fructoza, glucooxydaza dé san xuét
axit glutamic, pectinaza dé 1am trong nudc qua, san xuat hdn hop duong khir glucoza —
fructoza ding glucoizomeraza c dinh.

5.6.1. St dung aminoacylaza cd dinh dé sin xuat axit amin.

Trong qué trinh tdng hop hod hoc hay 1&n men (sinh tong hop) dé san xuat cac axit
amin nhung nhugc diém 16n nhat cia phuong phép ndy cho ra cac san pham raxemic, tirc
|& hdn hop cua 2 dang ddong phan quang hoc D va L trong d6 chi c6 dang L méi co hoat
tinh sinh hoc cao, c¢d y nghia trong khoa hoc hoé sinh. Néu sir dung phuong phép hoa hoc
hay két hop vai sinh téng hop (I8n men 2 pha) s rat tén kém, khdng kha thi.

Tt nam 1969 hang Tanabe Seizaku (Nhat Ban) st dung enzim ¢ dinh amino acylaza
(AACD: enzim dong phan hoa chuyén tir dang D sang dang L caa axit amin) dé chuyén
hoa hdn hop D,L axit amin. Trong d6 enzim aminoacylaza dugc c6 dinh trén DEAE.
Sephadex bing lién két ion véi thoi gian ban huy 1& 65 ngay ¢ 50°C.

- Phuong phép ¢ dinh: 1000-1700 it dich enzim lic déu véi DEAE. Sephadex trong
lo & 35°C, pH=7.0 sau d6 loc varira sach, enzim sau khi gan vao chat mang c6 hoat tinh
50-60% hoat tinh enzim tu do. Ché pham enzim ¢b dinh sau d6 dugc nhdivao cot phan
ung (bioreactor) sau 65 ngay lam viéc s¢ dugc tai sinh véi dich enzim méi, cir nhu vay
saul 8 nam mai phai thay chat mang mai.

So dd cdng nghé san xuat L axit amin cia hdng TANABE SEIZAKY .

N Raxemat hoa Acyl-D-axitamin
hon hop acyl- A
L,D-axit amin L, axit amin tinh «— Lytam

\% . A
loc —> xuly nhl¢t—/A\/ f béc — két
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Phan ¢ng trong bioreactor xay ra & pH=7.0, t=50°C, b6 sung 5.10* M Co**. Van téc
dong chay 2000 lit /h véi dung tich cha bioreactor 1a 1000 lit.

Vi du: qué trinh san xuat L_ metionin: nong d6 ban dau cua hdn hop acetyl D,L
metionin la 0,2mol. Sau khi chay qua ct phan rng thu dugc 2000 lit dung dich. Sau khi
cho bay hoi va két tinh thu dugc 27K g L_metionin (hiéu suat thu hdi 91%). Dich acetyl
D metionin duoc xir Iy & 60°C véi axetaldehyt (raxemet hod), diéu chinh pH=1,8 dé
chuyén vé hén hop D,L-metionin.

Bang 19 - Mot so loai axit amin san xuat boi enzim cb dinh aminvacylaza trén PEAE-
Sephadex (cot dung tich 1m®) ciahdng TANABE SEIZAKU.

Axit amin van toc nap 1000lit/h san pham axit amin/24h-Kg

L-Alanin 1,0 214

L-metionin 2,0 715

L- 1,5 594
phenylalanin 0,9 441

L-triptofan 1,8 505

L-valin

Hién nay hang nay san xuat 700-1000 Kg axit amin/ngdy véi chi phi 60% so véi qui
trinh ¢t sir dung enzim hoa tan.

Qui trinh tuong tu duoc hang SNAM-Progetti(ltaly) tng dung trén co so ¢6 dinh
enzim aminoacylaza trong soi triaxetat xenluloza. Ché pham hoat dong lién tuc 50 ngay
chi mat tdi da 30% hoat tinh. Cir 1Kg enzim ¢c6 dinh cho phép san xuat duoc 400K g L-
triptofan.

5.6.2.  San xuat L-axit aspartic bang enzim asparza c6 dinh.

HOOC - CH,—- CH — COOH
Axit L-aspatic |
NH,

La co chat trung gian caa rat nhiéu qua trinh chuyén hoé hoa sinh tong hop céc axit
amin khac rat quan trong trong dinh dudng dong vat va ché bién thuc pham (san xuat axit
L-valin, tong hop axit a-xetoglutaric (tién chat dé chuyén hoa thanh axit L-glutamic)).
Co ché hod sinh ciia sy tao thanh axit aspartic 1a qué trinh tao lién két dong hoa tri giira
NH; véi axit fumaric boi enzim aspartaza:

HOOC —CH = CH —COOH + NH, Easpataza HoOC - CH,—CH —COOH

_—
| NH,
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T nam 1973, hang TANABE SEIZAKY d4 sir dung té bao c6 chira enzim aspartaza
(noi vi khuan Brevibacterium flavum nudi ciy trén méi truong ri duong gidu biotin) va
g6i n6 trong gel polyacrylamit véi béan chu ky hoat dong 1a 120 ngay ¢ 37°C.

Phuong phép ¢6 dinh nhu sau: 10 Kg té bao hoa tan 40lit dung dich sinh Iy (saccaroza
+NaCl tong cong 1%). Thém 7,5 Kg acryamit, 0,4 Kg bis-acryamit. 5lit dimetyl
aminopronitri) 5%. 5 lit amonium persulfat 2,5 %
hdn hop dé & 40°C trong 10 — 12 pht, gel tao thanh duoc cit thanh mudng nhu hinh
vubng 2 — 3 mm. Nguyén liéu ban dau dé san xuat 1a hdn hop axit fumaric-amonisulfat
hoa tan trong MgCl, 0,IN véi nong do 1mol/lit dung dich MgCl,. Phan ang thuc hién ¢
pH = 8,5, t° = 37°C, van téc dong chay 1a 0,6V bioreactor/h. Dich sau khi qua cot duoc
chuyén vé pH = 2,8 biang H,SO, 60% & 90°C. Sau d6 1am ngudi xudng 15°C trong 2h.
Tinh thé axit aspartichinhf thanh duoc 1ang, ly tAm va rira bang nudc.

Véi cot bioreactor dung tich 1m® trén da san xuat dwoc 1700 kg axit L-aspartic/ngay

v6i chi phi bang <60% so véi cong ngh¢ cti (chuyén hoa bang phuong phép hoa hoc)
5.6.3.  San xuat axit L- ma|I082|1_rI19 enzim fumaraza c6 dinh:

|
(HOOC — CH, - CH — COOH

Axit malic duoc sir dung dé thay thé
axit xitric | OH
(HOOC - CH2|— C—CH,—COOH)
COO trong cong nghi¢p thuc pham va

dugc pham. 0

Dudi téc dung cua enzim fumaraza, axit fumaric dugc chuyén hoa thanh axit malic
(phan trng phu tao thanh axit sucxinic):
E OH

HOOC — CH = CH — COOH B0 HOOC—CHzl—CH—COOH: axit malic
2

pu phu: hd bién +

HOOC—CH,—CH,—COOQOH: axit sucxinic
E sucxinatdehydrogenaza

Phan rng s can bang khi chuyén hoa dugc khoang 80% axit fumaric. Qui trinh dudoc
thuc hién nam 1984 boi hang TANABE SEIZAKU.

Enzim fumaraza dugc ¢ dinh trong gel polyacriamit, dé &rc ché phan ang phu tao axit
suxinic, té bao cb dinh duoc xir ly bing axit uric 0,2% & 37°C, pH = 7,5 trong 20h. Ché
pham c6 ban chu ky hoat dong 14 55 ngdy ¢ 37°C. Co chit duoc sir dung 1a mudi Na.
fumarar ndng do 1mol/lit, pH = 7, t=37°C, van téc dong chay 0,2 thé tich bioreactor/h.
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Hang SNAM Progetti lai sir dung truc tiép enzim fumaraza cd di’nh trong soi triaxetat

xenluloza. Sau khi ch’ay gua cot axit malic duoc thu hoi bang cach ket tﬁavé(i CaCOQOs. ,

5.6.4.  San xuat nhoém penixilin-axit 6 amino penicillinic (6-APA) bang enzim c6
dinh penicillinamidaza. ’ ’

Penicillin lamgt nhom chat co tinh khang sinh, cau tao chung la

Vi R la goc axyl thi ta co penicillin G — |a penicillin thwong mai va sinh
hoat phd bién nhat hién nay.

Enzim penicillinamidaza xuc téc thuy phan benzyl penicllin (penicillin G)
dé tao thanh nhém penicillin 6-APA va axit phenyl axetic.

6 — APA duogc St dung rong ré trong cong nghiép dugc pham dé sin xuat
céc loai khang sinh ho penicillin. Hién nay toan bo 6 — APA cua thé giéi déu duoc san
Xuat bang phuong phép st dung enzim penicillinamidaza cé dinh. Pay 1a enzim noi bao
khi sinh tong hop boi vi khuan Esterichia-Coli, Bacterium faecalic, alacaligus vai moi
truong cazein thuy phan, cao ngd, glucoza, axit phelnylaxetic lam chat cam ang.

Phuong phdp goi enzim caa hdng SNAM Progetti (Italy) nhu sau:

10 lit dung dich penicillinamidaza pH=8 tron vai 5kg triaxetic xenluloza
trong 71,4kg clorimetylin ¢ 4°C, lic ki cho dén khi tao gel ca céc soi. Mdi kg soi thanh
pham duoc nhdi trong céc cot kich thudc 43 x 14 cm. 26lit penicillin G (mudi kali) cho
chay lién tuc qua cot & pH = 8,2 cho dén khi dat mtc chuyén hod 97% 6-APA.

Cong nghé caa hang TANABE SEIZAKU: sir dung bioreactor té bao ¢
dinh chua penicillinamidaza trong gel polyacriamit nhu sau: dung dich penicillin G
0,65M ¢ pH=8,5 cho chay qua cot vai toc do 0,12 — 0,14 thé tich cot/h. Hiéu suat phan
ung dat 80%.

5.6.5.  Thuy phan lactoza bing enzim lactaza ¢ dinh:

Lactoza la disaccarit c6 trong sira nén duoc goi la duong sira. Loai duong nau cb do
ngot thap (bang 30% va4i duong saccaroza ¢ cung nong do), do hoa tan kém (gay nén
hién tuong san dudng trong sira), mot bo phan ngudi s dung sira khdng co kha nang tiéu
hoa hap thu duoc sirandy. Mit khac duong sira hau nhu duoc thai cling véi sita neu dem
ché bién céc sin pham sira chua, phomat e gay 0 nhiém méi truong. Nhu vay néu thuy
phan lactoza dé tao thanh 2 monosaccarit cau thanh no la glucoza va galactoza s¢ mang
lai hiéu qua to [én. Luc d6 sira s& ¢ chat lwong cao hon, loai bo hién tugng san sita, nang
cao do tiéu hod, cac monosaccarit s¢ dugc vi sinh vat sir dung khi 1én men sira (cac san
pham sira chua va phomat) 7 ’ ’ ’ ’

!Enzim lactaza d’u:cycqsinh’ tong hop tir mot s6 NG nam moc va nam men. Noi duoc san
xuat duci dang ché pham c6 dinh thuwong mai (xem bang 22 trang 228 cua gido trinh).

Hang SNAM Progetti (Italy) sur dung bioreactor dung tich 10 lit chira 4kg lataza co
dinh trong soi axetat xenluloza. Trugc het sira duoc tiét trung cuc nhanh (142°C, 3s), lam
lanh nhanh dén 4 — 7°C rdi cho chay qua bioreactor véi van toc 7lit/phut. San pham sira
bao quan tét trong 3 — 4 thang ¢ 4°C. Hién nay hang san xuét hang ngay 10 tan sita khdng
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c6 lactoza. Hang Corning Glass tir nam 1978 sir dung enzim lataza lién két dong hoa tri
vai silicagel dé xu ly dich trong sira véi cong suat 30 tan/ngay .
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_Chwong6:  GIOI THIEU MQT SO LOAI ENZIM CHU YEU VA KHA
NANG UNG DUNG

6.1. Amylaza.

Hé enzim amylaza |a mét trong s6 cac hé enzim duoc st dung rong rédi nhiéu trong
cong nghiép,y hoc va nhiéu linh vuc khéc.

O céc nuée phuong bang, nhat 1& & Trung Qudc, Viét Nam, Nhat Ban nguoi tada bi ét
dén amylaza c6 trong méc twong , misd (dau tuong 1én men) tur rat 1au. O Trung Can
Poéng va phuong Tay nguoi ta ciing biét nau bia, rugu uyt.xki.

Enzim amylaza c6 trong nuac bot, dich tiéu hoa cua nguoi va dong vat, trong hat, cu
nay mam, nam moc, vi khuan va mot s noi nam men. Hién nay nguoi thu nhén enzim
amyla;a thuong mali ‘va cong nghé tir canh truong vi khuian, nim méc theo phuong phép
nubi cay bé mat va be sau.

Hién nay nguoi ta bi ét rd c6 6 loai enzim amylaza (3 |oai thuy phanlién két 0.4, 3 10ai
thuy phan lién két 06 glucozit). Cac enzim amylaza tir cac nguon, cac glong vi sinh vat
t6ng hop khéc nhau thi khéc nhau V’e tinh chat, co ché, diéu kién, san pham thuy phan.

6.11.  X-amilaza( tén h¢ thong a-1,4 glucan-hidrolaza; ma so 3.2.1.1.EC).

- XUc téc thuy phén lién két a4 glucozit nam ¢ bén trong phan tir co chat (tinh bot,
glycogen) — vi thé dugc goi 1a enzim amylaza noi phan (endoamylaza). Dudi tac dung
cua a-amylaza, amiloza (Am) khé nhanh thanh oligosaccarit gom 6 — 7 gc glucoza. Sau
d6 céc oligosaccarit ndy la tiép tuc bi phan cit thanh maltotetroza, mantotrioza va
mantoza (hinh 64 trang 234). Qua mot thoi gian tac dung dai boi enzim, amiloza ¢ bi
thuy phan thanh 23% glucoza va 87% maltoza. T&c dung cua a-amylazalam amylopectin
(AP) ciing xay ratwong tu nhung vi né khéng phan cit duoc lién két a,.¢ glucozit & mach
nhanh cia AP nén sau mét thoi gian lau thi san pham s3 14 72% maltoza, 19% glucoza,
dextrin thap phan t vaizomaltoza (8%).

- Tuy nhién thong thuong trong mot thoi gian ngan 30 — 60 pht (thoi gian ndu so bd
nguyén liéu tinh bot hay duong hoa so bo khdi nau trong san xuét rugu elylic). a-amylaza
chi thuy phan tinh bot chu yéu thanh dextrin phan tir thap va mot it duong maltoza, kha
nang dextrin hod cao nay latinh chit cua enzim dic trung cuiaenzim ndy. Vi vay nguoi ta
con goi loai enzim nay la amylaza dextrin hay amylaza dich hoa

- a-amylaza la mot metaloenzim (enzim co kim), trong phan tc enziim co tr 1 — 6
nguyén tir C, ching tham gia vao sy hinh thanh va 6n dinh cau tric bac 3 caa enzim, duy
tri ciu hinh hoat dong cua enzim, quyét dinh tinh bén nhiét cua enzim.

- a-amylaza cua vi sinh vét c6 nhitng dac tinh rat dic trung vé co ché tacdung, kha
nang chuyén hoatinh bot va kha nang chiu nhiét:

+ The hign hoat tinh trong viing axit yéu: a-amylaza nim moc c6 pHy, = 4,5 - 4,9,
cua vi khuan pHg, = 5,9 — 6,1. O pH<3 enzim bi v6 hoat hoan toan trir a-amylaza cua
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Asp. Niger co thé chiu duoc pH = 2,5 — 2,8 (trong mdi truong sinh tong hop axit xitric
bang phuong phap [én men bé mat).

+ g-amylaza cia nam mdc c6 kha nang dextrin hoa (dich hod) cao lai vira tao ra
mot lugng 16n glucoza va maltoza. a-amylaza cia vi khuan lai c6 hai loai: a-amylaza
dich hoava a-amylaza duong hod

+ Nhiét @6 hoat dong caa a-amylaza tir cac ngudn khéc nhau 1a khéc nhau. (bang
[11-4 trang 108 — Enzim VSV - Tap |). Trong d6 dang chu y hon ca la a-amylaza cua vi
khuan c6 thé chiu duoc ¢ nhiét do cao, co thé giir duoc hoat luc ngay ca khi dun sdi trong
nuéc mot thoi gian ngan. Tinh bén nhiét ndy 1a mot vu diém lén dugce st dung dé xu ly
nguyén liéu ¢ cac cbng doan phai dung nhiét d6 cao, hoac méi truong nhiét déi nhu &
nudc ta Pa sd cac ché pham enzim thuong mai thusc nhém amylaza déu cé tinh chiu
nhiét cao.

Nhitng ching vi sinh vat cé kha niang sinh tong hop a-amylaza dugc sir dung trong
cong ngh¢: Asp. Oryzae, Asp. Awamori, Asp. Usami, Asp. Batatae, Asp. Niger, Bacillus
subtilic, B. lichemiformis, Endomycopsis fibuliger

6.1.2.  p-amylaza (tén hé thong o-1,4-glucan-maltohidrrolaza mé so 3.2.1.2 EC)

- XUc téc thuy phan lién két a,.4 glucozit (hinh 65 trang 235 — gio trinh). Tuan ty
ting gb¢c maltoza mot tir ¢au khéng khir cia mach va do maltoza tao ra ciu hinh g vi thé
enzim nay duogc goi la B-amylaza.

- Hau nhu khdng thuy phan hat tinh bt nguy@n ma chi thuy phan tinh bot ho hod,
c6 kha nang thuy phan 100% amylaza thanh maltoza va 54 — 58 % amylopectin thanh
maltoza. Qué trinh thuy phan AP bat dau tir dau khéng khir cia nhanh ngoai cuinh, mdi
nhanh ndy c6 20 — 26 gbc glucoza nén s tao ra dugc 10 -13 phan tr maltoza. Khi gip
lién két a,.4 dang ké can lién két a.q thi p-amylaza nging tac dung. Phan con lai khong
bi téc dung ndy goi |a B-dextrin chira tit ca cac lién két ay.¢ : cho mau tim do vai 16t.

- Néu cho ca a va p-amylaza ciing déng thoi thuy phan tinh bot thi hidu suat thuy
phan dat téi 95%.

- B-amylaza la mot albumin, enzim ngoai phan (exoenzym), chi co trong malt, van
giit duoc hoat tinh khi khéng c6 C, kém bén ¢ nhiét d6 cao, bi vd hoat hoan toan & 70°C.
PHop+ trong dich tinh bot thuan khiét 12 4,6 , con trong dich nad tinih bat 14 5,6. ty, trong
dich tinh bot thuan khiét 1&40-50°C, con trong dich nau tinh bt 14 60-65°C.

6.1.3.  Glucoamilaza (tén hé thong a-1,4-glucan-glucohidrolaza, ma s 3.2.1.3.EC)
con goi la amyloglucozidaza.

- Thuy phan lién két 0,4 Va az.6, Vi thé cac nha nghién ciru Nhat (Onoetal, 1964)
dé nghi dat tén hé théng 1a a,.4 :1,6-glucan-4:6-glucohidrolaza. Enzim ndy dugc cac nah
khoa hoc Nhat téch ra lan dau tién tir Asp. Awamori (katihara, karushima, 1956). Sau d6
dugc tim thidy ¢ Rhizopus delemar, Asp. Niger, Asp. Oryzae, c&c vi sinh vat khac, md
dong vat.

- Glucoamylaza la enzim ngoai b&o (exoenzim), co kha niang thuy phan lién két a,.
2, Q1.3 glucozit (Sawasaki, 1960; Ueyamaetal, 1965; Watanabe Fukimbara, 1960). NO cé
kha ning thuy phan hoan toan tinh bot, glicogen, Am, Ap, dextrin cudi, izomaltoza,
mantoza dén san pham cubi cuing |a glucoza
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- Dasd glucoamylaza déu thugc loai “chju axit”, pHe=3,5 — 5, to,= 50 — 60°C, mit
hoat tinh & t>70°C. Hién nay enzim ndy & vi tri hang dau vé hiéu luc thuy phan tinh bot
va cé&c san pham trung gian. Vi thé viéc st dung cac ché pham glucoamylaza tach tir cac
chung vi sinh vt hoat dong trong san xuat rugu, bia, mach nha, glucoza c6 mét trién
vong, y nghia vd cung to 16n.

Nhitng chiing vi sinh vat c6 kha ning sinh téng hop glucoamylaza duoc st dung trong
cong nghé |& Asp. Awamori , Asp. Niger, Asp. Usami, Asp. Oryzae, Endomyces sp,
Endomycopsis Cépularis, Endomycopsis fibuliger, Rhizopus delemar, Rhizopus
Javanicus, Rhizopus niveus, Rhizopus peka, Rhizopus tonkinensis.

6.1.4. Oligo-1,6-glucozidaza hay dextrinaza t6i han (dextrin-6-glucanhidrolaza.
3.1.1.10. EC)

- Thuy phan céc lién két a,.¢ glucozit trong izomaltoza, panoza, cac dextrin téi han va
co thé chuyén hoé chiing dén céc loai dudng cd thé 1én men dugc. Cac ndi nAm mbc Asp.
Awamori, Asp. Usami, Asp. Oryzae sinh tong hop rat manh mé loai enzim nay cho nén
néu dudng hoa tinh bot da nau chin (trong san Xuat ruou etylic) bang ché pham enzim
nudi ciy tir c&c noi vi sinh vat ndy s& thu duoc dich duong cé kha nang lén men cudi (1én
men dai) rat triét dé, gop phan nang cao hiéu suit gdy men va hiéu suat tong thu hdi ruou.
Ngoai ra enzim ndy ciing ¢ trong malt, trong mé dong vat va ca nam men, dic biét
ching con c6 cac enzim khac cung ho hang voi enzim ndy la amylopectin-1,6-
glucozidaza (amylopectin-1,6-glucanhidrolaza 3.2.1.9) va dextrin-1,6-glucozidaza
(dextrin-1,6-glucanhidrolaza 3.2.1.33). Ca 2 enzim ndy thuy phan dextrin sau sic hon ca
a va p-amylaza

Ca 3 enzim ké trén (dextrinaza) déu hoat dong ¢ to,= 40°C, pHop= 5,1.

6.1.5.  a-glucozidaza hay maltaza (a-D-glucozit-glucohidrolaza 3.2.1.20 EC)

CO nhiéu loai nAm mébc sinh tong hop raenzim ndy, tac dung thuy phan duong maltoza
thanh glucoza nhung khéng thuy phan duoc tinh bot. Nhu vay gidng nhu dextrinaza,
enzim nady gilp cho qua trinh [én men cudi chuyén dudng thanh ruou etylic gop phan
nang cao hiéu suat [én men.

6.1.6. Transglucozilaza  (a-1,4-glucan:  D-glucoza-4-glucozil  transferaza
2.4.1.3.EC)

Enzim ndy thuong ton tai song song vai glucoamylaza (trong ché pham nim mébc
Aspergillus), n6 cé hoat tinh thuy phan va hoat tinh van chuyén nhém. Nghialané khéng
nhitng chi thuy phan maltoza thanh glucoza ma con tong hop nén izomaltoza, izotrioza va
panoza, tac 1a cd kha nang chuyén gbc glucoza dén gin né vao phan tir maltoza hoic
phan tir glucoza boi lién két a,.¢ glucozit dé tao thanh céc glucozit néi trén.

Su c6 mat caa enzim ndy trong cac ché pham enzim amylaza diing dé bién hinh tinh
bot (mach nha, duong glucoza, ruou etylic) 1a diéu khéng mong mubn vi né xuc tac su
tong hop lai c&c izosaccarit tir chinh cac san pham thuy phan tinh bot, 1am giam hiéu suat
duong hod, dich thuy phan co vi dang khéng mong mudn.
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6.2. Proteaza.

Nhom enzim proteaza (peptit — hidrolaza 3.4) xUc tac qua trinh thuy phan lién két
peptit (-CO-NH-), trong phan tu protein, polypeptit dén san pham cudi cing |a céc axit
amin. Ngoai ra, nhiéu proteaza ciing c6 kha nang thuy phan lién két este va van chuyén
axit amin.

Theo hé théng phan loai québc té thi nhém enzim ndy dugc chialam 4 phan nhém

1/ Aminopeptidaza: thuy phan lién két peptit & dau nito amin ( — NH, ) ciaa mach
polypeptit.

2/ Cacboxypeptidaza: xUc téc thuy phan lién két peptit ¢ dau cacbon cia mach
polypeptit. Hai phén nhdom nay thudc toai exo-peptitdaza (enzim ngoai phén)

3/ Dipeptit hidrolaza: thuy phan céc lién két peptit

4/ Proteinaza: xUc t&c su thuy phan lién két peptit noi mach (endo-peptitdaza)

Céc proteaza khé pho bién ¢ dong, thuc vat vavi sinh vat, trong ¢6 dang cha y hon ca
|4 c6 nhiéu vi sinh vat c6 kha nang sinh tong hop manh mé proteaza. Cac enzim nay co
thé ¢ trong té bao (proteaza noi bao) hay dugc tién vao madi truong nudi ciy (proteaza
ngoai bao). Giéng nhu amylaza, mot sd |oai proteaza da dugc dan toc céc nugc chau A,
trong d6 co6 Viét Nam st dung trong mot o nganh sin Xuat cac san pham thyc pham
truyén théng nhu: san xuat nugc mam va cac loai mam, san xuat tuong va chao, mot SO
|oai nem, tré. Bang |1- -3 trang 131, 132 (Enzim V3SV- tap 1) gisi thi¢u mot sb loai VSV
kha nang nuoi cay sinh tong hop vathu nhan enzim proteaza. Theo bang nay tathay mot
s6 noi VI khuan thudc gidng Bacillus, xa khuin thuoc giéng Streptomyces, nam mac
thudc giong Aspergillus, Penicillium, Rhizopus |& c6 kha nang sinh tong hop enzim
proteaza manh nhat. Can cir vao co ché phan ung, d6 pH,p, Hartley (1960) ¢ phan loai
céc proteinaza vi sinh vat thanh 4 nhom: proteinaza-serin, P.tiol, P.kim loai va P.axit
(Bang I1-6 trang 156, 157 — Enzim VSV- Tap 1). Trong lugng phéan tir caa 4 nhém nay
tuong ddi bé chang han M p.i,=20000 — 27000, tuy nhién nhdm ndy c6 mot s c6 M 1én
hon nhu enzim cuaa penicillium M = 44000. Asp. Oryzae 5038 va M = 52000, Mpkim 10 =
33800 — 48400, Mp;igl va axit = 30000 — 40000.

Vé d6 bén thi P.serin bén trong gigi han pH rong, tir 5 — 10 & diéu kién nhiét do thap.
P.serin cia Bacillus.pumilus kha bén trong méi truong kiém & pH=11 van git dugc 80%
hoat d6 ban dau. O nhiét d6 360°C nhdm nay bi mit hoat tinh nhanh chéng. Tuy nhién
céc P.serin cua Sreptomyces fradiae va Strecreatus lai bén nhiét & 70°C trong 30 phit chi
bi mat 10 -15% hoat tinh. Céc proteinaza kim loai kém bén nhat trong sé 4 nhém ndy,
bén trong pham vi pH = 6 — 9, nhanh chéng bi mat hoat tinh ngodi khoang pH ndy. Ca
lam tang d6 bén ciia nhom enzim nay.

Céc proteaza-axit bén trong pham vi pHai = 2 — 6, trong méi trudng axit ching kha
bén nhiét.

Cé&c proteaza noi chung duoc tng dung rat rong réi trong nhiéu linh vyc:

- Trong ché bién thuy san: khi san xuat nuéc mam (va mot s loai mam) thuong

thoi gian ché bién thuong la dai nhat, hiéu suat thuy phan (@6 dam) lai phu thuoc rat
nhiéu vao dia phuong, phuong phép gai nén, nguyén liéu c& Nén hién nay quy trinh san
Xuat nudc mam ngan ngdy da duogc hoan thién trong dé sir dung ché pham enzim thyc vat
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(bromelain va papain) va vi sinh vat dé rit ngan thoi gian 1am va cai thién huong vi caa
nuéc mam. Tuy nhién van con mot sd ton tai can phai hoadn thién thém vé cong nghé.

- Trong ché bién thit, proteaza dugc s dung dé 1am mém thit va ting huong vi thit.
(ngam thit vao dinh dudng preteinaza ¢ pH va nhiét d6 xé&c dinh — phuong phép ndy phd
bién va thuan loi nhat; Tam hdn hop lam mém thit (enzim, mudi, bot ngot). Tiém dung
dich enzim vao thit; tiém dung dich enzim vao con vat truéc khi giét mo). Sir dung
proteinaza dé san xuat dich dam: tir Streptomyces fradiae tach duoc ché pham keratineza
thuy phan duoc keratin rat co gia tri dé sin xuat dich dam tir da, 16ng vii. Néu ding axit
dé thuy phan s mat di hoan toan céc axit amin chia luu huynh, néu dung kiém dé thuy
phan sz bi raxemic hod (chuyén dang L sang D 1am giam gia tri sinh hoc caa axit amin).
Pé thuy phan sau sic vatriét dé protein (trong nghién ciu, ché tao dich truyén dam y té)
can diing céc proteinaza cé tinh dac hiéu cao vatac dung rong, mudn vay ngudi tathudng
duing phéi hop ca 3 loai proteinaza cua 3 loai: vi khuan, nAm mdc, thuc vat véi ti [é tong
cong 1 — 2% khéi luong protein can thuy phan. Uu diém caa viéc thuy phan protein boi
enzim & bao toan dugc c&c vitamin cua nguyén liéu, khéng tao ra cac san pham phy,
khong lam sim mau dich thuy phéan.

- Trong ché bién sira: nguoi ta chi sir dung céc proteaza caa vi sinh vat co tinh chit
tuong tu renin hoic chi thay thé 25 — 50% renin. (renin l1a enzim lam dong tu sita dugc
san xuit tr da ddy bé& nhu céc gidng lién két Aspergillus Candidus, Penicillium
roqueforti, Bacillus mesentericus... dugc tng dung dé san xuat phomat. Ngoai ra cé thé
str dung proteinaza dé thu cazein ki thuat (tir sira) dé san xuat vectri, chat mau, keo dan,
huong liéu.

- Trong ché bién bia va nudc giai khét: proteinaza dugc ding dé 1am trong bia va
nudC qua.

- Trong cdng nghiép dét: papain va proteinaza vi sinh vat dugc sir dung dé 1am sach
to tam, tay to nhan tao (c&c soi nhan tao duoc bang cac dung dich cazein, gelatin) dé soi
duogc béng, dé nhuom.

- Trong cdng nghiép da: proteinaza duoc dung dé 1am mém, l1am sach va tay 16ng
da, 1am tang tinh dan héi, cai thién diéu kién 1am viéc, tréanh 6 nhiém méi truong.

- Trong cong nghiép xa phong, c&c chat tay rira, my pham: thém enzim proteinaza
trong céc loai xa phong diét khuan, kem dudng da, xa phong co tinh tay rira cao.

- Trong y hoc: sir dung nhiéu enzim proteinaza dé san xuat thudc hd tro tiéu hod,
nau cao dong vat, chita bénh nghén mach mau, tiéu viém vét thuong.
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6.3. Pectinaza

- Pectin |a co chit cua enzim pectinaza. Pectin rat phd bién trong thuc vat, 1& hop chat
polime ty nhién ton tai co 3 dang: protopectin, pectin va axit pectinic.

Protopectin khong tan cé dang thuc vat xanh, tao cbo rau qua xanh c6 do cang nhat
dinh, bi thuy phan bai axit hay nhiét do, enzim s& chuyén thanh pectin hoa tan (qua trinh
chin caa qua co thé goi 1a qué trinh chuyen hoa nay). Pectin la este metila cua axit
polygalacturonic. Tinh chat quan trong nhat caa pectin 1a dé tao gel & néng do dich
duong cao 65% trong moi truong 1% axit. Axit pectinic [a mot axit polygalacturonic
nhung chi duoc este hoa mot phan nho bsi metanol. Con axit putic hay polypectic la axit
da dugc giai phong khoi nhom metdy (— OCHz). Muoi tuong tng cé tén la pectinat
va pectat. Lién ket chinh trong pectin la 1.4 glucozit.

- Hién nay, hé thong enzim pectinaza dugc chia thanh 2 nhdom chinh: hydrolaza va
transeliminaza véi dac diém chung nhat 1alam giam d6 nhét caa dung dich pectin valam
giam phan tir luong caa c&c san pham tao thanh.

6.3.1.  Hydrolaza: (pectihydrolaza)

Thugc nhdm nay c6 2 enzim chu yeu |& pectinesteraza va polygalacturonaza.

- Pectinesterazar (3.1.1.11.EC) - goi tat PE: enzim xUc tac thuy phan lién ket este
trong phan tir pectin hoa axit pectinic dé giai phdng sin pham la metanol va axit
polygalacturonic. PE chi phan cat cac nhdm metoxy ding canh nhom — COOH tu
do.

\ V \/
COOCH; COOCH; COOCH; COOH COOCH; COOH COOCH; COOCH; COOCH:;

’

y 3 4 5 6 7 8 9

Vi tri tin c¢éng nhdm metoxy ¢ vi tri 5 d& hon ¢ vi tri 3 va 7 (2 gbc — COOH ). b6
pHop cua PE thu dugc tir cac ngudn khéc nhau: T vi sinh vat :45-55
Tu thucvat :50-8,0

PE caanam méc c6 to, = 30 — 45°C, bi v6 hoat & t = 55 — 62 °C, PE dugc hoat hoa boi
ca® vaMg™.

- Polygalacturonaza (PG. 3.2.1.15.EC; poly —ay 4 — galacturonit glucanhidrolaza)

Enzim nay it gap trong thuc vat, cha yéu c6 trong vi khuan va nam méc. Pay 1a mot
phirc hé enzim va thudng cé tinh dic hiéu cao ddi voi co chat. Dya vao d6 ngudi ta chia
ra4 kiéu sau:

+ Polymetyl-galacturonaza (PMG - poly — a;4 — galacturonit — metyl este
glucanhidrolaza. 3.2.1.41EC). PMG lai dugc phén thanh 2 nhém nhé phu thuc vao vi tri
phan cat lién két o, 4 & trong hay 6 cudi va dau mach.

Endo glucozidaza polymetyl galacturonazakiéu | (endo — PMG —1). Bay laenzim
c6 tinh chat dich hod, pectin c6 mic d6 metyl hoé cang cao (hhiéu gdc metoxy — OCHy)

Trang: 60



CONG NGHE ENZIM GVC: Ths. Tran Xuan Ngach

thi bi thuy phan cang nhanh vatriét dé. Trong méi truong khi c6 mat pectinesteraza (PE)
thi enzim nady thuong bi giam hoat luc.

Endo — PMG — | rat pho bién trong cac ndi nim méc: Asp. Niger, Asp. Awamori,
Botrytis cinezea, Neurispora crassa

Co ché téc dung nhu hinh vé:

COOCH; COOCH;  COOCHs; COOH COOCHj5 COOCHS3; COOCHj4

‘ 1

S O O L RN
? ? ? p

Exo - glucozidaza polymetyl galacturonaza kiéu 11l (exo — PMG — I11). Pay la
enzim c0 tinh chat dudng hod, c6 kha nang cat tirng gdc monome axit galacturonic ra
khoi mach bat dau tir dau khéng khir c6 nhém metoxy (— OCHs)

Co ché téc dung nhu hinh vé:

COOCH COOCH COOCH COOH COOH COOCH COOCH

3 3 3 3

+ Enzim téc dung |én axit pectinic hay axit pectit - goi la polygalacturonaza (PG)
cting dugc phan thanh 2 nhdm nho:

. Endo glucozidaza polygalacturonaza kiéu 1l (endo — PG — I1). Pay la enzim c6
tinh chat dich hod, chi thuy phan co chat khi c6 mit nhdm — COOH tu do. Hoat do cua
endo — PG — |1 ting lén nhiéu khi co chat dugc xur ly trudgc bang pectinesteraza (dé tao ra
nhiéu géc — COOH ty do). Nam mébc vavi khuan tong hop dugc enzim nay.

Co ché tac dung nhu hinh vé:

COOCH;  COOH COOH COOCH; COOCH;  COOCH; COOH

S O I O O CO

A )
. Exo - glucozidaza polygal acturonaza kiéu 1V (exo — PG —1V).
Thuy phan céc lién két gin voi nhom — COOH ty do & dau hay mbi mach

)OH
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6.3.2.  Transeliminaza (TE)

DPay 1a nhém enzim duoc tim ra cach day chua lau 1am (khoang nam 1960 — 1961) bao
gdm protopectinaza xUc tac sy phan cat araban, galactan khoi protopectin dé tao thanh
pectin hoatan va enzim transeliminaza phan cat phi thUy phan (khong c6 sy tham gia cua
phan tir H,0) pectin dé tao ra cac gbc galacturonic co noi kép gitra nguyén ta C, va Cs.
Phan tng xay radé dang & mdi truong trung tinh hay kiém yéu.

CHs— O o CHy— O o)
C
o)
— O0— H H
H H
H © |
| |
H OH
CHs— O o CHy— O o)
AN C/ N\ C/
e} @)
- 5 — O— H H + H
H OH H H OH H
OH
H OH H OH

6.3.3. Mot sb tng dung caa ché pham pectinaza.
Céc ché pham enzim pectinaza thuong dugc sir dung trong sin xuat nuéc qua, sin xuat
ruou vang, trich ly dong dugc (sic thudc) vatrong chan nudi.
- Ung dung ché pham pectinaza trong san xuat nudc qua:

Cé qac mat hang nudc qua trong, nudc qua duc, nudc qua co thit qua, tat ca déu duogc
san xuat tr nuac ép (chiét rat) cia qua. Do d6 hiéu qua thu dich qua caa phu thuoc vao
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tinh chat caa nguyén liéu qua (ciu tao, do chin, thanh phan dinh tinh va dinh luong cua
pectin trong qua, phuong phap ép, chiét rut)

+ Khi ché bién nudc qua trong thi ché pham pectinaza phai c6 endo va exo
polygal acturonaza (endo — PGl vaexo — PGIV). Enzim pectinesteraza va proteinaza. Hai
loai enzim déu lam giam do nhét dich qua, con PE gop phan vao tac dung caaenzim nay,
con protein thuy phan protein cia vo té bao thuc vat 1am cho dich qua dé thoét ra, cin va
ba dé lang hon. V6i céc loai qua c6 nhicu protopectin nhu téo, 18, 6i thi ché pham khang
duoc c6 enzim protopectinaza vi néu c6 s phan huy protopectin lam mém hoa mé qua,
tang d6 nhét caadich qua nén 1am giam hiéu suat [y nudc qua trong. Ngoai ra, nudc qua
khéng duoc phép chira cac enzim oxy hoa (ascobatoxydaza, polyphenoloxydaza,
peroxydaza) |am hao ton vitamin C va sim mau, bién phép sir dung nhiét (dun nong) s3
vO hoat hé enzim nay.

+ Pé thu dugc nude qua voi hidu sudt cao, nguoi ta thudng nghién thit qua, xu Iy bang
ché pham enzim pectinaza, sau 6 méi dem vit, ly tdm hay ép. Ching han: néu xu |y téo
nghién bang 0,03% ché pham pectinaza (200 don vi hoat d9) PMG (gam) sau 2 —4 h 3
tang hiéu suat thu dich qua 20 — 25%. Khi é nho ma khdng sir dung ché pham pectinaza
thi hiéu suat ép 14 65% nhung néu sau khi nghién cha qua va xir ly bang 0,2% ché pham
pectinaza trong 3h & 45°C s3 nang cao hiéu suét ép 1én 77 — 82%.

Dung pectinaza con co tac dung lam trong do sy pha huy hé keo trong nudc qua, vi
ctiaqua tot hon vait bi duc tro lai.

- Ung dung ché pham pectinaza trong sin xuét ruou vang:

Ruou vang duoc san xuat tir c&c loai qua ngot (qua c6 duong): nho, téo, dau, chudi,
daa, mo, man, anh d&o, son tra (t4o méo) bao gdm céc giai doan chi yéu: diéu ché dich
qua 1&n men, |én men dich qua , xt ly vatang trir vang. Ché pham pectinaza diing trong
cong nghé vang dé |am tang hiéu suat thu dich qua va dé 1am trong. Mudn vay, ché pham
phai bao toan dugc hoat do trong diéu kién ndng do ruou trung binh 10 — 12% va do pH
hoi axit (4 — 5). Khi xir ly b& nho bang pectinaza s 1am tang ham luong catechin trong
ruou (chat chét). Catechin c6 hoat tinh caa vitamin P nhu vay d&lam ting giatri sinh hoc
ctia vang. Ngoai ra vang con ¢ do thuan thyc (thanh truang — ageing) nhanh hon, huong
thom manh hon, vi diu hon do c6 nhiéu glyxezin va este.

- Ung dung pecti nazartrong trich ly cac dugc liéu dongy (thudc bac, thubc nam). Cac
duogc liéu co ngudn gbe thuc vat, trong thanh phan caa chling ngoai c&c hoat chat
thi ludn luén cé pectin. Tur trugc dén nay dé thu nhan dugc céc thanh phan hoat
chét trong duogc liéu (dé tri bénh cip thoi (ngay lGc do), dé diéu ché dang con
(rwou), thudc (ubng va xoa bop), dé diéu ché dung dich thudc, vién nén, vien nang,
dac bigt hign nay de san xuat thudc tiém va dich truyen tir chinh céc vi thudc déng
y, C&c thuc pham chirc nang (fuctional food)) nguoi tadung cac phuong phap: chiét
rat bang nugc nhiét (con goi la sic thudc — va day 1a phuong phap phd bién
nhat),bang con (ngam ruou thubc), trich ly bang dung méi thich hop (axeton, ete,
nito 1ong, axeton lanh). Do c6 thanh phan pectin nén qué trinh sic thuc khé khan,
khong trich ly duoc triét ¢é hoat chat, dich thuc bi bién chit sau mot thoi gian
ngan. Bé khic phyc nhitng kho khan ndy, ngudi ta ding ché pham enzim pectinaza
dé phan giai cac mé thuc vat dé cac hoat chit duoc giai phong radé dang vatriét dé
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hon khi sic thuéc. Tuy nhién, vi st dung cho muc dich san xuét thuéc chira bénh
nén khi ding ché pham enzim phai c6 do6 tinh khiét rat cao dé khdng mang theo
nhitng hoat chat la vao thubc, phai ¢ hoat d6 cao dé chi ding véi mot lugng téi
thiéu. C6 thé tién hanh theo so bd so d6 cong nghé sau:

Dugclietu —> Lamnhé —> Tréonenzim —> Thuyphanlanl —> H&
—> Tronenzim—> Thuy phanldn2 —> Hamchiét —> Dunnéng—> Loc
Codic —> biéuchinhvaphaché ——> Dongcha —> Thanhtring

- Ung dung ché pham pectinaza trong chian nudi:

Khau phan an caa gia sic, gia cam thuong chira mot lugng thirc an thé, thirc dn xanh
nhat dinh (rom ra, co, than cdy, cam...) trong khi d6 & duong tiéu hoa caa chiing lai thiéu
céc enzim phéan giai xenluloza, hemixenluloza, pectin. Chi cd nhithg dong vat nhai lai co
da co phét trién day du (trén 6 thang tudi) hay gia cam c6 manh trnag dai (ngdng, da diéu)
moi ¢6 hé vi sinh vat sbng cong sinh trong da c6 1a co kha niang sinh ra cac hé enzim dé
gilp dong vat tiéu hod mot phan céc chat dinh dudng nay, tuy vay khoang 1/3 nhom chat
nay khéng dugc dong hoa Pé nang cao kha nang tiéu hoa hap thu, nguoi ta c6 thé thém
v&o thirc an chan nudi c&c ché pham enzim phan giai nhom gluxit ndy - déu la ché pham
co hoat tinh pectinaza, xenluloza va hemixenluloza cao.

+ Pdi véi cac dong vat nhai lai (tréu, bo, dé ciru, ngya): do cd hé vi sinh vat sbng
trong da co tham gia tich cuc vao qué trinh tiéu hod thirc an. Khi thém ché pham enzim
pectinaza va xenluloza cap ¢ @6 pH = 6 — 7 (axit tinh) s& cb lgi lam tang do tiéu hoa cua
thirc an.

+ P4i v6i ngdng va ngan (vit xiém): day 14 2 lodi gia cam nudi lay thit, dac biét 1aco
lodi dé san xuét ra gan béo (gan nguyeén liéu san xuat ra mat hang pete gan rat noi tiéng).
Hai loa ndy c6 nang luc sinh trudng rat cao, nguoi ta cd gang nudi dé dat do tang trong
cao vathoi gian ngan (¢ d6 tudi giacam non tudi cé giatri thuong pham cao). Muén vay
nguoi ta nubi vd béo bang cach nhoi thirc dn co st dung céc ché pham pectawamorin
0,04% so véi khau phan,

6.4. Xenluloza:

- Hang nam c6 khoang 230 ti tan chat hitu co dugc tong hop bing quétrinh quang hop
& thuc vat, trong d6 c6 téi da 70 ti tin (30%) xenluloza. Pay 1a polyme tu nhién p-D-
glucoza duoc ndi véi nhau qua lién két p-D-1,4-glucan, mac d6 polyme hod caa phan ti
xenluloza: 200 — 15000, trung binh 3000, trong lugng phan tir 50.000 — 2.500.000.

Xenluloza la hop chat ty nhién khé bén, khéng tan trong nuéc, chi bi truong phong do
hit nuéc, bi phan huy khi dun néng vai kiém hay axit hoiac do céc enzim duoc goi chung
laxenluloza.
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- Theo nhitng hiéu biét hién nay thi qué trinh phan huy xenluloza nhd enzim dugc thyuc
hién nho phirc hé xenluloza, bao gbm céc enzim C,, C, va B-glucosidoza. Enzim C; c6
tinh chat khéng dac hiéu. Duéi téc dung cua C,, céc loai xenluloza bi hip thu nudc,
trwong |én va chuan bj cho su tac dong caa céc enzim khéc. Néu téch riéng C; cho hoat
dong doc 1ap thi téc dung nay lai khong thay rd rang. Vi vay ngudi ta cho rang dé chi la
mot yéu (factor), khéng phai 1aenzim C, con goi laenzim p-1,4 glucanaza, thuy phan céc
xenluloza ngdm nudc boi C; ndi trén (polyanhydroglucoza hydrat hod) thanh xenluloza.
Chir x ¢6 nghiala enzim gom nhiéu thanh phan khéac nhau va nguoi ta thuong chialam 2
loai chinh |& exo-B-1,4 glucanaza va endo-B-1,4 glucanaza. Exo-B-1,4 glucanaza xuc tac
viéc téch lién két cac don vi glucoza tir dau khéng khu (non-reducing end) cua chudi
xenluloza (hinh trang 122 — VSV tap 11). Endo-p-1,4 glucanaza phan cit lién két p-1,4
glucozit & bat ky vi tri ndo cia chudi xenluloza.

Co6 téc gia (Ogawa va Toyama, 1967) cho rang con cé mdt enzim trung gian C, giira
C, va C,. Enzim ndy truéc hét tac dong vao xenluloza d bi 1am truong nudc bai C; roi
thuy phan thanh céc dextrin xenluloza hoatan. Sau d6 C, s tiép tuc thuy phan céc xenlo
dextrin ndy thanh xenlobioza.

B-glucosidoza 1a enzim rat dac hiéu, thuy phan xenlobioza tthanh xenlohexoza (D-
glucoza) ma sd enzim ndy 1& 3.2.1.21 EC.

- Nguén enzim xenluloza:

CO thé ndi qua trinh phan giai xenluloza boi vi sinh vat 1a mét trong nhirng chu trinh
quan trong nhat caa ty nhién. Nguoi dau tién nghién ciu kha niang phan giai xenluloza
cuia cac vi sinh vat ky khi 1a popov vao nam 1875, tiép d6 1a omelianxki. Cac mdi truong
nghién ctru phan 1ap vi sinh vat loai ndy tro thanh kinh dién. Con nguoi dau tién phét hien
kha nang phan giai xenluloza bai vi khuan hiéu khi 1a G.Van Iterson vao nam 1903.

Truéc d6, hoat dong phan giai xenluloza boi vi sinh vat sdng trong da co caa céc dong
vat nhai lai d& duoc chang minh (1955). Pén nam 1971, ngudi ta da phan lap duoc mot
s6 10ai vi sinh vat c6 kha nang phan giai xenluloza trong da co (trang 126, VSV, tap I1).
Trong d6 c6 2 giai doan nghién ctiru k§ hon ca la Ruminococus va R flavefacicus.

Vé sau ndy, rat nhiéu vi sinh vat phan giai xenluloza dugc tim thay trong dat, nudc,
phan bon hitu co. Pang chi y hon ca la viéc ang dung vi khuan thuéc nhém
celludomonas vao viéc |én men phan giai ba mia va réc thai thuc vat. Suu tap giong QM
(QM collection) cia HHTH Massachusetts ciing ¢6 khoang 14000 chung nam c6 kha
ning phan giai xenluloza, trong d6 céc chang noi tiéng nhu trichoderma viride,
Sporotrichum P.ruinosum, penicllium pusillum, Aspergillus fumigatu, Asp.terreus...

- Ung dung caa xenluloza:

+ Pha vy thanh té bao (cellwall) thuc vat dé nudi cay céc té bao trén (té bao khong co
mang) dé lai tao chding véi nhau nham tao gidng thuc vat

+ San xuat trudng glucoza thuc pham, nguyén liéu cong nghiép hoac nudi cdy nim
men gia suc.

O Nhat, hang Megiseika da sir dung Trichoderma.Konigii va hang Kinkiyakylt da st
dung T.viride nudi ciy theo phuong phép bé mat dé san xuat xenlulaza. So d6 phan
xuong thi diém (pilot) san xuit siro glucoza tir c&c ngudn xenluloza phé liéu nho
xenluloza cia T.viride nhu sau. (hinh V-13 trang 164 — VSV hoc - tap 1)
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+ Lén men duong chuyén hoa (tao thanh boi su thuy phan xenluloza do enzim) thanh
etanol nhién liéu dong co @6t trong (xe hoi, xe méy)

+ T4ch tinh bot rakhoi hat va cu bang cach ding cac enzim tach té bao (cell separating
enzyme — CSE). Pay |a hé thong enzim téc dong vao phan protopectin caa vo (hat, ci) dé
giai phong tinh bot, mot sb ching nAm Rhizopus sinh tong hop loai enzim ndy.

+ San xuat t6 hop EM (Effect Microbiology — vi sinh vat hitu hiéu) trong xt |y réc
thai.

6.5. Saccar aza va glucooxydaza.

- Saccaraza: ¢8y 1a mot nhdm enzim bao gdm: invertaza, dextranaza, levansaccaraza...
Xuc tac thuy phan cac lién két glucozit cua saccaroza va mot vai loai duong khac. Trong
s6 c&c enzim nay thi invertaza (B-D-fructofaranozit — fructohidrol aza, masd 3. 2.1.26 EC)
l& co ¥ nghia khoa hoc va thuc tién hon ca. Enzim ndy rat phd bién trong nam men va
ndm mbc: Saccharomyces cerevisiae, Sach. Carlsbergensis, Sach. Pastenriabus,
Aspergillus Oyae, Asp. Niger...

Invertaza & enzim néi bo (endoenzyme), pHop = 4,5, top = 65— 70°C.

Invertaza duoc sir dung rong ré trong céng nghé thuc phim dé nghich dao duong
chdng hién tuong két tinh dudng (lai duong) trong san xuat banh keo (dung dich duong
ndng d6 65% thi két tinh nhung co invertazathi & ndbng d6 80% van khéng két tinh), tang
d6 ngot khi thuy phan duong saccaroza thanh glucoza va fructoza, san xuat bot my nhan
tao, san xuat dich duong y té (dich truyén glucoza).

- Enzim oxy hoa glucooxydaza — catalaza.

+ Glucooxydaza (B-D-glucoza: O, oxydoreductaza; 1.1.3.4 EC) la enzim oxy hoa -
kht, chi t&c dung 1én B-D glucoza khi c6 mat oxy, oxy hoa glucoza thanh gluconic va
H>0,:

CeH1206 + O; + H,0 Glueooxvdaza — CH,0; + H,0, (1)

+ Catalaza: mot enzim oxy ho4 — khir hay di clng enzim glucooxydaza dé khir hod
H,0O, tiep tuc:

H,0, catal azg H,O + 1720, (2)
Tong hop ca (1) va (2) ta co:

CeH 1206 + 1/ 202 C6H 1207 (3)
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Tuc 14 cir 1 phan ta gam glucoza can 0,5 ptg O.. Tinh chat ndy cua enzim c6 mot y
nghia thuc té rat I6n 1a phic hé enzim nay co thé loai bo oxy trong mdi truong phan &ng,
tranh dugc sy oxy hod bai chinh oxy khéng khi (méi truong). Nhu vay cé thé kéo dai
thoi gian bao quan ma khdng can phai tac dong caa bién phdp hdt chan khéng (¢éng goi
chan khong).

Glucooxydaza c6 nhiéu ¢ céc 1o nim mébc Penicilium notatun, Pen.chrysogenum,
Pen.vitale, Aspergillus.Niger.

+ Ché pham enzim glucooxydaza va dic biét 1a néu dung két hop véi ché pham
Catalaza c6 rat nhiéu tng dung trong thuc tién:

1) Chéng ri mit trong céc bao bi kim loai

2) Nang cao gia tri caa bot long trang trang (albumin): Trong albumin c6 mot
luong duong glucoza ty do 0,5%, lugng duong nay la tac nhan tham gia phan tng
Maillard 1am sim mau bot triing trong thoi gian bao quan. C6 thé loai trir tac dong nay
béng ché pham enzim glucooxydaza nhu trén.

3) Bao quan bot sira, d6 cirng khong c6 ruou, ca phé, dau m&, phomat, d6 hop.

4) Gitr tuoi rau qua trugce khi dam chin nhu: chubi, ca chua, téo,...Mubn vay nguoi

ta goi enzim cling véi glucoza, chat don rdi cho vao gitta khéi qua tuoi dang bao quan
kin. Enzim s3 loai trir oxy trong mdi treang bao quan dé gitr cho qua tuoi 18u.

5) Tién hanh ca&c phan tich hoa sinh chan doan bénh nhu: phan tich dudng trong
huyét, nuéc tiéu (bénh tiéu dudng, tang, ha duong huyét).
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Chwong7: PHUONG PHAP XAC PINH HOAT PO MOT SO LOAl
ENZIM
(Copfacto: chat phdi hop hay chét cong tac caaenzim
DEAE - celluloza: diethylamino — athylcelul ose)

7.1. Pon vi do hoat d9:

Murc d6 hoat dong cua enzim trong ché pham Iathong tin quan trong vé luong enzim
trong d6i twong nghién cau, vi rang trong nhitng diéu kién xéc dinh, toc d6 phan ung
enzim ti 1€ véi lugng enzim trong hdn hop phan tng. Luong enzim theo quy uéc quic té
duoc biéu dién bang donvi enzim: 7

bon vi tiéu chuan enzim Ié}luqng enzim cO kha nang xuc téc chuyén héa 1 micro mol
co chat sau 1 phit ¢ nhitng diéu kién xac dinh cho truéc ’

- Trong truong hop enzim chi phén giai mot so lién két cua phén tor co chat (vi du
proteinaza voi co chat protein, amilaza véi co chat tinh bot) thi don vi hoat do tiéu chuan
cia enzim khdng tinh micromol co chat bi chuyén hod ma tinh bang micromol dwong
lugng caa c&c nhdm tuong tng duoc tao thanh. Tuc 14 tinh theo s5 lién két (peptit hay
glucozit) bi phan giai. A+B—> C+D
- Trong trudng hop phan ang gitta 2 loai phan tir theo kiéu thi
don vi enzim 1a lugng enzim xdc tac chuyén héa 1 micromol co chat A hodc B, hoic 2
micromol co chat A (hoiac B) néu A=B sau 1 phit.
- Khi x&c dinh hoat d6 enzim trong pha long (dich thé) thi tinh s don vi enzim trong
100 ml.
- Co chat dung céc don vi dan xuat cua don vi dé biéu dién: mili don vi, kild don vi.
- Trong qué trinh tach va lam sach (tinh ché) enzim thi dé d¢anh gia hiéu qua ciua qua
trinh ndy, nguoi ta ding don vi hoat riéng: 6 1asb don vi enzim tinh trén 1 mg protein.
DPon vi ndy d¢anh gia muc do thuan khiét cua enzim.
- Néu biét chinh xéc trong luong phan tr caa enzim thi ¢é thé xé&c dinh duoc hoat do
phan tir cia nd: 1a sd phan tir co chat (hoic sb duong lugng cac nhom tuong (ng) bi
chuyén hoa duéi tac dung cia 1 phan tir enzim sau 1 phit.
- Néu biét dugc sd trung tAm hoat dong trong phan tir enzim cd thé biét duoc hoat do cua
trung tam xdc tac. PO 1a sd phan tir co chat bi chuyén hoa do 1 trung tam xdc tac cua
enzim sau 1 phit. Nhu vay néu enzim chi c6 mot trung tam xdc téc thi dai lwong nay
trung voi hoat do phan tir enzim.
- Nong d6 enzim trong dung dich duoc biéu dién bang sd don vi hoat déng trong 1 ml.
- Nhitng diéu can luu y khi xé&c dinh hoat do enzim:

+ Ban chét cac enzim la protein nén thuong khong bén viing, rat nhay cam véi cac
téc nhan ly, hod Vi vay khi 1am thi nghiém véi enzim can tranh céc yéu té cd thé gay
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bién tinh v6 hoat enzim nhu: t° cao, pH qué axit, qué kiém, kim loai niang va mudi cua
chdng...trénh tao bot trong dung dich vi mét sb enzim cd thé bi kim ham trén bé mat phan
chia pha

+ Céc diéu kién (thdng sb) phan ung (t°, pH, &p suit...) phai & trong gidi han
enzim co thé ton tai bén viing va dugc giir ¢ dinh trong subt thoi gian phan tng. Mudn
vay phai tién hanh phan ang trong dung dich c6 pH xéc dinh, binh phan ¢ng phai dat
trong médy siéu 6n nhiét, cac chit phan tng (co chat, cofacto...) phai c6 nhiét d¢6 caa binh
phan tng trugc Khi nap vao.

+ Phan (ing enzim dugc tién hanh trong diéu kién du co chat va cofacto. Can tinh
trudc dé sao cho khi két thiic phan ang chi ¢ d6 20% co chat ban dau bi chuyén hoa
truéc d6 can xac dinh nong do co chat thich hop cho phan tng bing céc thi nghiém qui
hoach dong.

+ Thoi gian x&c dinh hoat d6 khéng nén qué lau, thuong trong khoang 5 — 30 phut.
Tét nhat 1a xéc dinh téc do phan tng ¢ phdt dau tién (30 — 60s) vi toc do phan ang 6n
dinh enzim chua bi céc téc dong anh huong nhiéu dén hoat do. Trong mot sd truong hop
néu hoat d6 enzim qua thip hay can nghién ciu anh huong cia mot s yéu té hodé hoc,
hod sinh (kim loai, goc axit, bazo...) cin phai u enzim véi co chat ¢ yéu té khao sét
trong thoi gian du lau (>1h).

+ Khi xéc dinh hoat @6 enzim, bén canh mau thi nghiém (enzim tac dung véi co
chat) can lam mau kiém tra (kiém chang, mau trang) trong ¢6 enzim da bi mat hoat dong
(hoac khéng cd enzim) trugc khi tiép xuc véi co chat. Mau ndy ciing thuc hién gidng mau
thi nghiém nhung chi khéc [a phai v6 hoat (dinh chi hoat d6) enzim hoac la khdng thém
enzim. Hoat d6 enzim duoc tinh bang hiéu s6 lwong co chat (hay san pham phan ang)
gitta mau thi nghiém vakiém tra.

7.2 Céc phwong phap xéc dinh hoat do enzim:

CO6 thé phan chiathanh 2 loai phuong phép: lién tuc va gian doan.

- Phuong phép lién tuc: st dung may moc, thiét bi dic biét hoat dong tu dong lién tuc
(chuan d¢, so sanh, do dac) véi co ciu tu dong ghi lai lién tuc sy bién doi cua céc chat va
céc thong sd phan tng (hién thi bang bang, biéu, d6 thi, biéu d6, enzim do...) trong suét
thoi gian tac dung caa enzim.

Nhu vay phuong phap ndy cé nhiéu vu diém, hoan toan tu dong, co két qua ngay, cling
mdt [Uc ¢6 thé co nhiéu mau theo mdt chuong trinh dinh sin. Pay 1a xu huéng va thuc
tién hién nay voi cong nghé cao (high — tech)

- Phuong phép gidn doan: cho enzim tac dung véi co chat, sau nhitng khoang thoi gian
nhét dinh thi 1dy mau phan (g dé phan tich két qua.
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C6 thé goi phuong phéap nay |a phurong phdp co dién nhung hién nay van con dugc st
dung pho bién truong nghién ctu tham do, so bg, thi nghiém dai cuong, dinh tinh. Chi c6
mdt b it thao tac véi enzim tinh khiét dugc xem lahién dai.

Sau day taxem xét mot sb phuong phép cu thé.

7.2.1.  Phuong phdp do do nhot:

Thuong ding co chat cia enzim ¢6 do nhét 16n hon (hoic nhé hon) san pham phan
huy ciand. Su bién doi d6 nhat ndy 1a thudc do hoat dd enzim. Phuong phéap ndy thuong
diing dé xéc dinh hoat d6 enzim thuy phan cho amylaza, proteinaza.

7.2.2.  Phuong phap phan cuc ké:

Thuong dung khi co chat caa enzim hodc san pham phan giai caa nd ¢ kha nang 1am
quay mit phang dnh sang phan cuc va goc quay riéng caa chiing co khéac nhau. Nguoi ta
thuang diing phuong phép ndy dé xéc dinh hoat d6 cua saccaraza. Co chéit cua enzim nay
|& duong saccaroza ¢ goc quay riéng |a +66,5° (phia phai). San pham thuy phan caa nd
|a glucoza (géc quay riéng +52,5°) va fructoza (goc quay riéng 1a-92,4° - phiatral). Khi
enzim tac dung |én saccaroza theo muc d6 thuy phan ma goc quay téng cong giam dan va
chuyén tir phai sang tré. Pay 1a phan (ng nghich dao duong rat kinh dién trong nghién
ctu dong hoc phan tng, duong tao ra goi la duong nghich dao (tir phai sang trd mat
phing anh sang phan cuc). Téc nhan xdc tac thdng thudng (khéng phai enzim) 1a axit vo
CcO (HCI, H2$4).

7.2.3.  Phuong phap &p ké:

Puoc dung khi phan tng enzim tao thanh hay hap thu khi, chang han céc loai phan
rng oxy hoé c6 sy tham gia cua phan tir oxy (oxy hod hiéu khi), decacboxy hod, deamin
hoa (loai CO,, NH3). Ngoa ra c6 thé ding phuong phép ndy dé xéc dinh hoat do cia
enzim trong qua trinh phan tng khéng truc tiép 1am bién do6i thé tich nhung kho théng
qua c&c phan ang trung gian tiép theo (thé hién gian tiép hoat dong cia enzim va do do
thé hién hoat 6 cuaa nd) lai tao thanh hoac hap thy khi.

Vi du: - Céc phan tng tao axit hiru co do enzim oxy hoa khir lipaza x(c téc co thé
dung dich dém bicachonat (HCOs) dé taoihanip Gy (thes PRDIREO,)

- Céc phan tng deamin hod dudi tac dung cua enzim peptithydrolaza, sau phan tng
cho t&c dung vai axit nitoro de tao thanh N, (NH3 +_5  HNO; +

- Céc phan rng 1én men c6 dién (yém khi va hiéu khi) co thé thu:c hién trong binh
Enron, hap thu CO, bang dung dich BaSO,.

7.24.  Phuong phép phd quang ké:

Thuong ding dé xac dinh hoat d6 cac enzim ma co chat, coenzim hoic san pham phan
tng c6 kha nang hap thy anh sang khéc nhau ¢ nhiing budc séng xéc dinh. Sy bién doi do
hap thy & bugc song ay trong qua trinh phan unh la do hoat do enzim. Phuong phap nay
dugc sx dung rong ra dé nghién ciu cac enzim thuoc nhdm oxy hoa khi
oxydoreductaza, chang han:

- Céc dehydrogenaza véi coenzim NAD* hoic NADP'. Téc d¢6 phan tng enzim duoc
xéc dinh theo murc d6 khir hoac oxy hoa coenzim cua ching. Dang khir NADH, NADPH
va dang oxy hoé cua cac coenzim ndy khac nhau rd rét vé kha nang hap thu ¢ budc séng
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340 nm, sy bién d6i ndy phan &nh muac do chuyén hod giira 2 dang va ciing chinh la téc
d6 vahoat d6 phan tng enzim.

- Enzim tyrosunaza xuc tac sy oxy hod céc hop chit phenol thanh céc quinon. Phan ang
ndy lam ting d6 hap thu ¢ buéc song 280 nm. Pay 1a phuong phép xéc dinh hoat do
tyrosinaza (goi la phuong phdp A hay phuong phap tyrosin 280). Tuong tu nhu trén,
EPPO xlic tac oxy hoa co chét pyrpcatechin.

Phuong phép ndy chi can luong nguyén liéu nghién ciru rat it, lai ¢6 d6 nhay cao, cho
phép xac dinh nhanh chéng, chinh xac hoat d6 enzim. Vi vay déy la mét trong nhiing
phuong phép dugc st dung phd bién nhat dé nghién ctu enzim hoc. Tham chi ¢o truong
hop phan tng enzim khong lam bién doi rd rét quang phd hap thu thi mot téc nhan khéc
(enzim hay mot téc nhan khéc) téc dung 1am san pham pahm tng dé thay doi sy hap thy.

7.25.  Phuong phép chuan d lién tuc:

Puoc ding dé nghién ciu c&c phan tng enzim ma két qua caa no tao thanh axit hoic
bazo. Llc d6 dung thiét bi ty dong thém kiém hoic axit vao dé gitt pH mdi trudng phan
rng ¢b dinh, ddng thoi ty dong ghi duong biéu dién luong kiém hoic axit ¢4 tiéu ton vao
phan tng trung hoa. Luu lugng kiém hoac axit nay phan anh téc do phan rng enzim.

Phuong phdp ndy co thé dugc md ta mo rong ra dé nghién ciru cac dbi tuong khac
nhung trén nguyén tic lién tuc dinh luong (san pham tao thanh hay luong co chat tiéu
hao), chang han gian tiép do thé oxy hoa khir véi dién cuc tiéu chuan khi nghién ctru céc
enzim oxy hoa.

7.2.6.  Phuong phép sic ky:

Déy & phuong phép hién dai, hién nay duoc sir dung rat nhiéu va trong nhicu truong
hop dung dé tinh ché enzim. Tat ca céc phuong phap sic ky deu co thé &p dung dé xéc
dinh hoat d6 enzim. Tu phuong phap |&u doi nhat nhu SaC ky gidy, sic ky trao ddi ion cho
dén céc phuong phép hién dai nhu sic ky long cao &p, sic ky khi két hop voi cac phuong
phap phan tich hién dai khac (phén tich axit ami tu dong, cong hudng tir hat nhén, cuc
phd). Lugng enzim va co chat ciing nhu san pham phan anh rat it ciing cho két qua chinh
xéc, nhanh chong.

7.2.7.  Phuong phap hoa hoc:

Dung céc phan tng hod hoc khac nhau dé dinh luong co chat bi hao hyt hoic san
pham phan &ng tao thanh dudi téc dung caa enzim. Céc phan (g nay thudc loai ato mau
dac trung, tao mau vai thude thir dic trung, ....noi chung 1a mot dau hiéu dé ndi 18n muc
d6 hay thoi diém két thiic phan tng. (vi du diém tuong duong khi dinh phan axit — bazo
duogc xé&c dinh bai sy d6i mau fenolftalein, qui tim...)

Trong tat ca cac phuong phép vira néu, tuy theo dieu kién, yéu ccau nghién cau thyc te
ma quyét dinh phuong thirc tlen hanh (chang han tién hanh trong diéu kién thoi gian nhu
nhau, hay nong do enzim, nong d6 co chat khdng doi ...) qui hoach thuc nghiém dé xéc
dinh céc théng sd tdi uu.

7.3. Chuan bi dich chiét enzim dé xac dinh hoatd.
Ché pham enzim c6 thé ¢ dang ran, 6ng, bao gom gia thé (co chat, chat don, hat coc)
cac bo phan khac nhau cua co thé sinh vat sinh enzim (mé, té bdo, khuan ty, bao tir...) va
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mOi truong sinh tong hop enzim (chu yéu la nudc) o thé chira ca enzim trong d6. Trong
qua trinh nudi cay, ndy mam, enzim co thé tién hanh vao madi truong (en2|m ngoai bao)
hodc enzim ton tai trong to chtc co thé sinh vat (mé, té bao), vi vay phai can xir Iy nham
1y enzim dé xéc dinh.

- Véi enzim ngoai bao:

+ Néu qua trinh nudi cay hay tich luy enzim bang phuong phép bé sau trong moi
treong long. Sau khi 1dy mau xong can |am sach nhanh chéng xudng 0°C rdi ly tam tbc
d6 cap 5000 — 6000 vong/phtit dé thu duoc dung dich trong sudt.

+ Néu quatrinh nudi ciy hay tich luy enzim bang phuong phdp bé mat trén méi trudong
ran (hay hat c6c) thi iy mau 10 — 20 gam, chiét rdt bang dung dich dém tuong ang Vi
pH xéc dinh trong diéu kién lanh (0°C) dé enzim khkéng bi bién tinh hay giam hoat tinh,
luong dung dich nay khoang 200 mi (gap 10 — 20 lan ché pham). Loc qua phéu hay ly
tam vit dé thu dugc dung dich trong sudt.

-Véi enzim ndi bao:

Phai pha v& té bao dé giai phéng enzim tw do bang nhiéu phurong phép:

+ Phuong phép co hoc: phd bién nhat 1a nghién thong thuong (trong cbi s, thuy tinh,
méy nghién quay tay, may nghién cé dong co), nghién vm cét, vun thuy tinh.

+ Phurong phép vat ly: ding sdng siéu am dé pha v ciu tric té bao, md.

+ Phuong phép hoa sinh: dung enzim thich hop (xenluloza, pectinaza) dé phan huy
mang té b&o, mo dé giai phdng enzim (trudc hét co thé nhan duoc té bao tran rat cé giatri
trong nghién ciru té bao hoc, enzim hoc).

Tiép d6 cb thé dung cac phuong phap chiét rat thich hop (dung dung dich dém, dung
(NH,),S0,, axeton...) va hoc dé nhan duoc dung dich trong suot

Trong truong hop sau khi x&c dinh xong hoat d6 cua dich chiét can tinh toan hoat do
ctia ché pham ban dau (qui vé ham lugng chat khé tuyét doi)
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