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1. GIOI THIEU

N4m men bia thudc lodi Saccharomyces cerevisiae, ¢ hoat tinh enzyme invertase
(EC 3.2.1.26). Enzyme nay thuong tap trung cha yéu trong 16p khdng gian chu chit caa
té bao nim men [3,4]. Nganh cdng nghiép san xuat bia hang nam thai ra mot luong rat
|én ba nAm men bia. Trung binh san xuat 100 |it bia s3 thu duoc 2 lit b4 nAm men véi do
am 88%. Hién nay, b4 nim men bia duoc sir dung dé san xuat bot chiét nAm men (yeast
extract) hoac lam thic an gia sic [5].

San xuét ché pham invertase tir b4 nAm men biala mot hudng nghién ciru méi tai Viét
Nam. Trong cdng nghiép thuc phim nhu san xuit nuéc giai khét, keo... ché phim
invertase thuong dugc s dung dé thily phan duong sucrose tao san pham duong nghich
dao [3].

Dung dich duong nghich dao c6 d6 ngot cao hon va it bj hién tuong té két tinh
duong hon so voi dich duong sucrose [3].

Trong nghién ciru nay, chung t6i khao sét qua trinh tu phan ba nim men bia dé thu
nhan ché pham invertase thd. Chung toi sir dung phuong phap qui hoach thuc nghiém
truc giao bac hai, cau tric co tAm dé xéc dinh céc diéu kién ti wu cua qué trinh ty phan
nam men nham muc dich thu nhan invertase [2].

2.NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1.Nguyén li¢u
B& nim men bia Saccharomyces cerevisiae duoc st dung trong nghi én ciru nay
do nha may bia Hoa Binh (402 — 404 Tung Thi¢n Vuong, quan 8, Thanh pho Ho Chi
Minh) cung cap.

2.2.Phwong phép nghién ciu

Qui trinh cdng nghé: Ba ndm men bia — Ruira véi nuge vo khuan va nudgc mudi —
Téch cin — Tu phan — Ly tam tach cin khodng tan — Ché pham invertase thd

Trong qué trinh tu phan nAm men, hé enzyme ty phan c6 sin trong té bao nam men
dugc hoat héa. Ching xuc tac phan tng phan giai cac chat cd trong thanh té bao nim
men va giai phong enzyme invertase rangodi té bao. Muyc tiéu ciaa nghién ciru ndy |a xéc
dinh céc théng sb k¥ thuat tdi wu caa qua trinh tu phan b nAim men bia dé thu nhin
invertase c hoat tinh cao nhit.

Truéc khi thyc hién qué trinh ty phan, b nAam men bia dang sét thu dugc tir nha méy
bia dugc dem phdi tron voi nuée vo khuan theo ti 16 nAim men/nuée 1a 13 (wiw), rdi dé
lang trong 1 gio va gan bo phan nudc bén trén. Tiép tuc phdi tron sinh khdi ndm men véi
dung dich nuéc mudi NaCl (0,5%) theo ti 1 1/3 (w/w). Sau 1 gio, gan nuéc vatién hanh
ly tam (3000 vong/phtt) dé thu nhan sinh khdi nim men. Tiép theo, sinh khdi nAim men
duogc phdi tron vai dung dich dém dé thuc hién qué trinh ty phan. Sau qua trinh ty phan,



mau dugc ly tam (7000 vong/phut) dé tach bo phan khdng tan, phan dich long thu dugc 1a
ché pham invertase thd.

Phuong phap qui hoach thuc nghiém: chling toi sir dung phuong phap truc giao bac
hai, Cau trdc c6 tam dé xéc dinh céc thong so k§ thuat t6i uu cua quéa trinh ty phan. Céc
hé sb hdi qui duoc kiém tra bing tiéu chuan Student, si twong thich caa phuong trinh hoi
qui vé6i thuc nghiém dugc kiém trabang tiéu chuan Fisher [2].

2.3. Cac phwong phap phan tich [1]

Luong sinh khdi ndm men dugc xéc dinh bang phuong phép siy khd dén khi lwong
khdng d6i va duogc biéu dién bing sé g chat khé nim men.

Ham lugng duong khir dugc xé&c dinh bing phueong phép so mau quang phd, sir dung
thudc thir 3, 5 DiNitroSalycylic acid (DNS).

Lwong protein hdatan dugc xéc dinh biang phwong phép Lowry.

Phuong phap xac dinh hoat tinh invertase: cho vao erlen 4ml dung dich dém acetate
pH 4,5; 4,6 ml nu6c cat va 0,4ml dich chira enzyme. Thém vao 1ml dung dich duong
sucrose néng do 20g/l. Cho phan tng enzyme xay ra chinh x&c trong 15 phut. Sau d6 xé&c
dinh lwgng lwong duong khi tao thanh bing phuong phédp DNS, tir d6 suy ra sd mol
sucrose da bi thuy phan.

Mot don vi hoat tinh invertase |a lugng enzyme can thiét dé thay phan 1 micromol
duong sucrose trong 1 phit ¢ diéu kién pH 4,5 vanhiét do 30°C.

3. KET QUA THUC NGHIEM

3.1.Khao st cac yéu té anh hwéng dén qua trinh tw phan ba nam men bia

3.1.1.T7 1é ndm men va dung mdi (w/w)

Thuc hién qua trinh ty phan véi ti & nAim men/dung mdi (w/w) thay doi tir 1/1 dén
1/7. Bé 6n dinh gidtri pH trong qua trinh ty phan, dung mdi duoc chon 1a dung dich dém
acetate.

Trong c&c mau thi nghiém nay, nhiét do, pH ban dau va thoi gian tu phan lan luot 1a
50°C, 4,5 va 50 gio. Két qua duoc trinh bay trong hinh 1.

Theo hinh 1, néu ta tang ti 1& dung méi sir dung trong qué trinh ty phan ba nim men
bia thi hoat tinh invertase thu duoc trong dich tu phén s tang theo. C6 1€ do tang luong
dung méi sir dung nén kha nang khuéch tan cia enzyme invertase tir |6p khdng gian chu
chat ra bén ngod mang té bao s3 dé dang hon.

Tuy nhién, néu ti 1é dung mdi sir dung trong qua trinh ty phan quéa cao s3 pha lodng
nong do enzyme invertase trong dich ty phan thu duoc. Khi d6 qué trinh tach nuéc va
tinh sach ché pham enzyme s3 kho khian hon va tén kém nhiéu chi phi. So véi ti Ié nim
men/dung moi la 1/6 (w/w) thi hoat tinh invertase thu dugc ¢ ti € 1/7 (w/w) chi tang
thém 3%. Con khi so sanh vai ti € 1/5 (w/w), hoat tinh invertase thu dugc ¢ ti 1€ sinh
khdi nAm men/dung mdi 1/6 (w/w) ting 5%. Vi vay, dé thuan loi cho budc tinh sach
enzyme, chiing tdi chon ti & nAm men/dung méi 1a 1/6 (w/w). Khi d6, hoat tinh invertase
thu dugc trong dich tu phan 1291.0 don vi hoat tinh/g chat khé nAm men.
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Hinh 1. Anh huéng ciati 1¢ ndm men/dung moi (w/w) dén hoat tinh invertase thu nhan tir ba
nam
men bia.
3.1.2.Nhiét d tw phan

Tiép theo, chiing tdi khao sét sy anh huong cua nhiét d6 ty phan dén hoat tinh ché
pham invertase thu dugc. Bn gia tri nhiét do dugc khao sét 14 30, 40, 50 va 60°C. Sinh
khdi ndm men duoc phdi tron véi dung dich dém acetate pH 4,5 theo ti 18 1/6 (w/w), thoi
gian tu phan dugc chon la50 gio.
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Hinh 2. Anh huong caanhiét do tu phan dén hoat tinh invertase thu duoc tir ba nAm men bia

Két qua thuc nghiém trong hinh 2 cho thdy khi ta ting nhiét d6 ty phan tir 30 dén
50°C, hoat tinh invertase thu duoc trong dich ty phan ciing ting dan vadat giatri cuc dai
|4 92.0 don vi hoat tinh/g chat khd nam men & 50°C. Khi nhiét 6 tu phan nim men ting
dén 60°C, hoat tinh invertase thu duoc giam manh va chi bang 8,5% so véi giatri cuc dai.
Co I khi nhiét d6 qua trinh tu phan qua cao £ lam vd hoat cac enzyme tu phan va
enzyme invertase trong nam men.

Nhu vay, nhiét do thich hop dé tu phan ba nim men bia thu nhan invertase 14 50°C.

3.1.3. pH ban dau cia miu nAm men ty phan

Tuong tu nhu nhiét do, pH ciing 1a mot yéu t6 anh huong lén dén hoat tinh cua cac
enzyme tu phan, do dé anh huong déén mac do phé v& mang té lgao nam men va kha nang
giai phéng invertase tir |6p khong gian chu chat ra bén ngoa t¢ bao. Chang téi thay doi



giatri pH ban dau caa mau ndm men tu phan tir 2,0 dén 6,5 bang céch sir dung dung dich
dém acetate. Mau déi chung sir dung nudc cat 1a dung méi (Sau khi phdi tron sinh khéi
nim men véi nuéc cit theo ti 1& qui dinh, pH ban diu caa miu ddi ching 14 6,23). Cac
théng sd khéc caa qué trinh ty phan duoc gitr ¢6 dinh: ti & nAm men/dung méi: 1/6 wiw,
nhiét do tu phan: 50°C, thoi gian ty phan: 50 gio.
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Hinh 3. Anh huéng gidtri pH ban dau cia mau ba nim men bia tu phan dén hoat d6 ché pham
invertase thu duoc

Theo két qua trong hinh 3, ¢ pH 2,0 va 2,5 ching t6i khong tim thiy hoat tinh
invertase trong dich tu phan. Co 18, giatri pH quéthap d& e ché hoat tinh cac enzyme tu
phan va invertase cia nam men bia. Trong khoang pH tu phan tir 3,0 dén 5,5, hoat tinh
invertase ting dan va dat giatri cuc dai 14 94,7 don vi hoat tinh/g chat khd khi pH tu phan
145,5. G khoang pH tu phan 6 — 6,5, hoat tinh invertase giam xuéng mot céch ré rét. Co
I& giatri 5,5 |a pH tbi thich cho sy xc tac cia cac enzyme ty phan cia nim men dé giai
phong invertase ra bén ngoai té bao.

3.1.4.Theoi gian tw phan

Trong thyc té sin xuat, thoi gian tu phan 1a mot yéu t quan trong anh husng dén chi
phi nang lugng cia quatrinh vanang suat hoat dong caathiét bi ty phan.

Chung tdi tién hanh tw phan ndm men voi thoi gian tu phan thay doi tir 24 dén 144
gio. Cac thdng so ky thuét khac dugc chon tir cac ket qua trén: ti [¢ nam men/dung mai
1/6 (w/w), nhiét do vapH tu phan lan luot 12 50°C va5,5.
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Hinh 4. Anh huong cuathoi gian ty phan dén hoat tinh ché pham invertase thu nhan tir b nim
men bia

Tir két qua trén hinh 4, ta nhan thay trong khoang thoi gian dau cia qué trinh tu phan,
hoat tinh invertase thu dugc tang nhanh vadat giatri cuc dai 94,7 don vi hoat tinh/g chat
khd nim men sau 50 gio tu phan dau tién. Néu ta kéo dai thém thoi gian ty phan, hoat
tinh cua ché pham invertase khéng tang thém nita, nguoc lai bi giam nhe. C6 1& khi thoi
gian tu phan qua dai s3 tao diéu kién cho enzyme protease c6 sin trong té bao nim men
duoc giai phéng nhiéu hon vathay phan mét sd phan tir invertase cé trong dich tu phan.

3.2.Téi wu hoa diéu kién tw phan ba nim men bia d@é thu nhan ché pham
invertase bang phwong phép trwc giao bac hai cau tric cd tam (2 yéu td)

Trong thyc té, hoat tinh ché pham invertase thu duogc khong chi bj anh huong boi
ting yeu t riéng 1¢ ma con bi anh huéng boi s twong téc gitra céc yéu tb voi nhaul. Vi
thé néu chi dua trén céc nghién cau roi rac dé duara giatri t6i wu cho céc thdng sb ky
thuat caa quatrinh ty phan ba nam men bia dé thu nhan ché pham invertase thi két qua ¢
khong dat d6 chinh xac cao.

Chuing téi tién hanh qui hoach thuc nghiém, chon 2 yéu té ¢ anh huong nhiéu nhat
dén hoat tinh invertase & nhiét d6 va pH ban dau cua mau nam men ty phan. Ching toi
sir dung phuong phap truc giao bac 2, CAu tric co tam dé duara phuong trinh hoi qui biéu
didn méi quan hé dinh Iu’orng gitta hoat tinh invertase véi 2 yéu té s khao sét.

Céc thi nghiém duoc tién hanh nhu bang 1, trong do:

- X1 lanhiét @ tu phan (khoang khao sét: 45 — 55°C, mirc tam: 50°C, buéc nhay:
5°C).

- X, 1a pH ban d¢au cia mau nim men tu phan (khoang khao sét: 5,0 — 6,0, muc tm
5,5, budc nhay 0,5).

- Y & hoat tinh invertase (don vi hoat tinh/g chat khé nim men)

S6 thi nghiém trong phan téi wu héa la 9, trong d6 c6 mét thi nghiém ¢ tam phuong
an (thi nghiém s6 9). Chung téi thuc hién thém 3 thi nghiém khéc ¢ tam dé kiém tray
nghia cac hé sd cia phuong trinh hoi qui.

Bang 1. Matran qui hoach thuc nghiém theo phuong phép qui hoach tryc giao bac 2, ha
yéu td (phuong an cau tric c6 tam) vakét qua



Thi nghiém X1 (Nhiét X2 Hoat tinh invertase
0 do, °C) (pH) (don vi hoat tinh/g chit khé nim kho)
1 45 5,0 105,1
2 45 6,0 109,8
3 45 55 119,7
4 55 5,0 68,1
5 55 6,0 29,2
6 55 5,5 65,1
7 50 5,0 96,3
8 50 6,0 86,0
9 50 55 100,0
Bathi nghiém ¢ tam
10 50 55 109,1
11 50 55 109,1
12 50 55 102,3

Sau khi tinh todn kiem tray nghiia cia c&c hé sb trong phuong trinh hoi qui va kiém
tra sy teong thich cia phuong trinh hoi qui véi thuc nghiém, ching téi thu dugc phuong
trinh sau:

Y = 94.9856-28.7155X 1 — 7.427X5 —10.9352X 1X» — 12.4925X ,*

Dya va mit phang trong hinh 5, chiing t6i nhan thay khi X1 cang giam thi hoat tinh
invertase thu duoc trong dich tu phan s& cang ting. Ung véi giatri nho nhat caa X, trong
vuing khao st (X1 = -1), mdi quan hé gita Y va X, |a mét duong cong c6 diém cuc dai.
Tir hinh v&, chding téi nhan thiy giatri Y s3 dat cuc dai khi X, nam trong khoang tir -0,25
dén 0,25. Trong khoang ndy, su thay ddi giatri X, khéng lam thay d6i dang ké giatri Y.

Trén co s& d6, chlng tdi chon gid tri X1 va X, tdi wu 1an luot 1a-1 va 0. Céc gia tri
ndy twong tng voi nhiét d6 va pH ban diu cia miu ty phan lan luot 1a 45°C va 5,5.
Trong diéu kién ndy, chiing téi thuc hién thi nghiém voi quy md 5kg b nim men bia
Két qua cho thay hoat tinh tong cua enzyme invertase thu duoc 1a 120,9 don vi hoat
tinh/g chat khd nim men. Gid tri ndy tang 27,7% so véi két qua thu dugc ¢ phan 3.1
khéng sir dung phuong phap qui hoach thyc nghiém truc giao bac 2. Hoat tinh riéng cua
enzyme invertase trong dich tu phan thu dugc 1a 0,7 don vi hoat tinh/mg protein.
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Hinh 5. Do thi biéu dién mdi quan hé caa X, (nhiét do tu phan, °C), X, (pH ban dau ciia mau ty
phan) vaY (hoat tinh invertase, DVHT/g chat khd nam men)

4. KET LUAN

Qua trinh ty phan ba nim men bia la giai doan quan trong trong qui trinh cdng nghé
thu nhan ché pham invertase. N6 quyét dinh dén gid tri hiéu suat thu hdi enzyme tir ba
nim men. Str dung phuong phédp qui hoach thic nghiém truc giao bac hai, cau tric co
tam, chiing t6i d& x&c dinh duoc cac thong sb cdng nghé tdi wu cho qué trinh tu phan ba
nim men bia dé thu nhan ché pham invertase nhu sau: ti &6 nAim men/dung méi: 1/6
(w/w), nhiét d6 tu phan: 45°C, pH ban dau: 5,5 vathoi gian ty phan: 50 gio. Trong diéu
kién nay, tong hoat tinh va hoat tinh riéng caa ché phiam invertase thu duoc lan luot 1a
120,9 don vi hoat tinh/g chit khd nAm men va 0,7 don vi hoat tinh/mg protein.
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