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I. MỞ ĐẰU

Nghiên cứu enzim và các chắt ức chế enzim không chì có ý nghĩa về m ặ t  lý thuyết  như t ìm 
lieu liên q u a II giíra cấu trúc chức năng của phân tiV, cơ chế diều hòa các quá  trình sống V . V . .  |6 , 
Ĩ1 8 , 1 0 j m à  còn có ỷ  n g h ĩa  lớn t ro ng  t h ự c  tế,  ví  dụ nũng cao chắt  lư ợ n g  b ộ t  d i n h  d ư ỡ n g .

Bôt dinli dưỡng (BDD) dùng cho trẻ ăn thềm nham đáp ứng nhu cầu plìát. triển của trẻ và 
ập  cho  t rề  làm qu en  d ầ n  với thi rc <\n cda  người  lớn | l 2 | .  DO dó, ngoài  yêu cầu cluing n h ư  phải  

lả  n ă n g  lượng ,  đ ủ  c h ấ t ,  bẲo đ ảm  ti lệ cân đ*ối giửa các chất  d inh  d ư ơ n g ,  B D D  còn p h i i  m ị n  , dề 
iều hóa,  k hông  c h ứ a  (hoặc  có r ấ t  ít) các chất  kháng dinh dưỡn g ,  các p r o t e i n  ức chế t r ipx in  V.V. .

C á c  n guyên  liệu t h ư ờ n g  d ù n g  cìể phối chế BDD ỉr nước t a  là b ộ t  n g ũ  cốc, b ộ t  CẮC loại đ ậ u  
lồ,  t h ị t ,  t r ứ n g  V . V . .  C ác  loại đ ậu  đỗ,  đặc biệt là đỗ tư ơ n g  có liàni l ư ợ n g  các c h ấ t  ức ch ế  t r i p x in  
chá cao.  T h e o  m ộ t  số  t ác  giả [3], các ch ấ t  này có tác dụng kìm h ã m  s inh trưtỉrng, ảnh h i r i n g  lớn 
ỉ ế n  q u á  t r ì n h  t iêu  h ó a  pro te in ,  VI t ripxin là enzim có vai t rò  chìa khó a t r o n g  q u á  t r ì n h  này.  M ặ t  
chác, các polinie phân t ử  lớn nhu* tinh bột, protein 11ÌÔ cơ động vật  (actin, miozin v.v...) cổ đặc 
•nrng cấu t r ú c  k h ác  v ớ ì  các  ch ấ t  t ro ng  sữa,  vì vậy chủng là n h ữ n g  c h ấ t  ” lạ” đối với  hệ t iễu h ó a  
:da t rẻ .  T u y  nh iên  khi  bị th ủ y  p h â n  đến một  giới hạn xác dính nào đó,  c h ú n g  sẽ m ấ t  d ầ n  n h ữ n g  
ìặc t r ư n g  cấ u t r ú c  b a n  đầu .

Vì vậy,  8ử  d ụ n g  enz im  để t h ủ y  ph ần  các poỉime và  loại bổ  tác  d ụ n g  c ủ a  các  c h ấ t  ức chế  
'rìpxin sê cải tiến và nâng cao chắt lượng BDD. Sử dụng enzim làm tăng hiệu quả sứ dụng,  tận 
ỉ ụ n g  đ ư ợ c  t r i ệ t  để  các ch ấ 5  dinh  d ư ỡ n g  t rong khẩu phần ăn. Ngoài  ra ,  s ử  d ụ n g  enz im  còn cho  
ị)hép khai  t h á c  các  n g uồn  nguyền liệu giàu protein khác ch ưa  dược  t«ận d ụ n g  để  b ổ  su n g  v ào  k h ẩ u  
Dhần ăn.

Trong bài này giới thiệu một Sồ kết quả nghiên cứu ôinh hóa, sử dụng enzim làm cơ sỏ* để 
l â n g  cao c h ấ t  l ư ợ n g  B D D .
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II. N G U Y Ê N  L IỆ U  V À  P H Ư Ơ N G  P H Á P

Sephadex - G - 75 của hâng Parmacia Fine chemicals (Thụy điển). Tripxin tụy tạ ng  bò < 
Viện sinh hóa ĐHTH Ba Lan s in  xuất.  Chế phẩin PROZIMA do chúng tôi sản xuất  (đề tài 52 
03 10, chỏ trì Phạm Thị Trân Châu).

Các hóa chất khác đều có độ sạch cho phân tích.

Đỏ xanh nẩy mầm: đỗ xanh xát  sạch, ngâm 1 giờ, làm giira 2 láp lá cức tần, cài que tre chặ 
hàng ngày tưới nước 3 lần, mỗi lần từ  30 đến 60 phút sau dó loại bổ nưác thừa.  Ở các thòri diể 
xác định lấy mẫu phân tích . Để tiện so sánh, các kết quả được tính trên 100 hạt (hoặc cây mầm 
sau đó tính tl lệ phần trăm so với hạt  trirớc khi ngâm nước.

Xác định ni tơ tổng số theo phương pháp Kjebdahl. Hàm lượng protein thô  được t ính từ  lì it 
tổng số nhân vón hệ số 6,25. Xác định protein tan trong nước theo phương pháp Lowry |5|. X; 
định pepti t  bằng cách dùng axit tricloaxetic (TCA) để loại hổ protein, peptit  hòa tan trong T C  
đ ư ợ c  xác  đ ịn h  th eo  c i rờng độ m ầ u  với  thuốc  thủ'  Folin - C io c a l t e au .  Xác  đ ịnh  hoạt  đ ộ  p ro t e o l i t  
bằng phương pháp Anson cải tiến [15|. Một đrrn vị hoạt động là lượng enzini có khả nẰng phí 
giẢi protein tạo thành các sin phẩm hòa tan trong TOA cho phản ứng mầu vói thuốc t h ử  Folin 
Ciocalteau tương ứiẳg với 1 micromol tirozin trong 1 phút  <5r diều kiện chuẩn.

Xác định hoạt độ amilolitic theo phưorng pháp Wolligcimith, 1 đơn vị là lượng enzim it nil 
mà sau 30 phút  ờ 30oC khi có ion clo có thể phân giài 1 mg tinh bột đến các sÀn phầrn không tí 
mầu vái iot 111 ].

Xác định hoạt độ ức chế tripxin (TIA) bỉlng cách \\ tripxin v(Vi chất ức chế trước rồi mới cI 
tác dụng vái cơ chắt.  Một đơn vị (IU) là lượng chất ức chế Ị.\m giầm 50% hoạt độ ctìa ‘2 II 
tripxin.

Sắc kí q ’ia cột Sephadex G-75: cột có kích thước 1,5 X 90 cm, thu mỗi phần doạn 3 ml, t< 
độ chảy 20ml/giờ. Dịch rút là dung dịch đệm Sorensen pH 7,0.

Điện di trên gel poliacrilamit phát hiện trực tiếp hằng TI theo phương pháp đả mô tả  triW
đ â y  ị6 ị.

III. KẾT QUÀ

1. K ế t  q u ả  x ừ  lý t h ị t  bò,  bột  đ ậu  x a n h  b ằ n g  chế  p h ẩ m  P R O Z I M A

Trong số các chế phẩm proteinaza chúng tôi đã sản xuất  ( trong khuôn khổ đề tài nhà  nưd 
52D03-10),  chế phẩm PROZIMA có chửa bromelin (proteinaza tách từ  đọt dứa) hoạt đồng mai 
ở  pH trung tính, nhiệt độ 50-60oC [9ị có tính đặc hiệu rộng, thích hạp  cho việc sử dụng trong Si 
xuất  BDD.

Đề đ á n h  giá t ác  d ụ n g  c ủ a  en z im  lên p ro te in  có  t ro n g  n g u y ên  l iệu,  c h u n g  tôi  đ ả  t iến h à n h  Xỉ 
định protein tan trong nước và so sánh tl lệ giửa các dạng sản p h ả n  có khối lượng phân tử  th? 
và khối lirợng phân tủ' lớn bằng phương pháp sắc ký qua cột Sephadex G-75.

S ự  biến đổi h à m  lư ợn g  p ro t e in  t an  t r o n g  n ước  cứ a  t h ị t  b ò  v à  bột  đ ậ u  sau khi  x ử  lý V 
PROZIMA.

Qua bing  1 ta  thấy rõ sau khi xử lý th ị t  hoặc bột đậu xanh bàng wPROZIMA” j lượng prote 
tan trong nước tăng lên rỏ rệt: 1,73 lần đổi với bột dậu xanh và 3,43 lần vói th ị t  bò.

Hiện tirợng này có thể giải thích là do enzim đả phân giải các protein vổn không tan troi 
nư  c thành dạng phản tứ  thấp  hcm đến mức có thể tan trong nước.
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Bdng Î. Hàm Urạng protein tan t rong  nước 
ờ  các mầu trước và sau khi xử iý vói enzim

Mẫu
mg protein 

ĩõõg “

% so v6 i trước 
khi thủy phân

Thi t  bò 31,2 100
Thị t  bò sau thủy phân 107,2 343,6

Bôt. đầu xanh 62,8 100
Bột dậu xanh sau thủy phân 108,8 173,2

----------*—

Tuy nhiên kết q u i  trên chưa nói lên đtrạc hàm lưạng polipeptit phân tử  thẩp và polipeptit 
phân t ử  lớn trong mầu nghiên cứu. Dể tìm hiểu vấn de này chúng tôi đả tiến hành sắc kí qua cột 
Sephađex G-75 kết q u i  sắc ký được biếu diễn trên hình 1 và 2 .

//ìn/i ỉ. SẮC ký đồ qua cột Sephadex G-75 các mẩu thịt. Cột cổ kích thước 90 X 1,5 cm, thu mổi 
phân đoạn 3 ml, tốc độ chầy 18-20 ml/giờ. Dịch rút: đệm photphat M/15 pH 7,0. Các mẫu đều lấy 5g 
ỉ ư u  đến th ể  tích 20ml, lọc lên cột 2,5 ml.

Ạ_____ Û Thịt sau khi thủy phân

. # Thịt trước khi thủy phân
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Khi sắc ký qua Sephadex các chất phân tử  thấp được rút  xuống sau. Trên sắc ký đồ cá
polipepti t được rút xuống cột phân  bố ờ 2 dinh chính: đình I ò  các phần đoạn trước 15. đỉnh I
if các phân đoạn sau 20. Phần được rút  xuống đỉnh 1 có khối lượng phân tử  (Mr) lớn horn cá
polipeptit đirợc rút xuống ở  đinh II. a PRctein

J*(Ị/ml600

500

400
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100

L

A
5 »0 '5 20 2S

SỐ th ứ  tự  các phân đoạn

Hình 2. Sic ký đồ qua cột Sephadex G-75 protein ở  các mầu đậu xanh

Điều kiện giống <?' hình 1

đậu xanh thủy phân û---------- A

đậu xanh chưa thủy phân

30

Trên cả 2 hình 1, 2 và bảng 2 ta  đều thấy sau khi xứ  lý với enzim tỉ lệ đỉnh II/đỉnh I tấn 
lên. Hơn nửa protein ờ mỗi đinh của mâu xử lý vái enzini tăng lẽn rỗ rệt so với  các dinh t i t a n  
ứng ò  mầu chưa xử lý (bảng 3).

Bảng 2. Tỉ lệ protein givra đinh II so vói dinh I 
nhận đirợc trên mỗi hình (1 và 2 )

Mẫu Protein đinh II so với định I (%)

Thit  bò 78
Thịt  bò X\Ỷ lý enzim 190

Bôt đâu xanh 40
Bột đậu xanh x ứ  lý enzim 184
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Đẩng s. Ti lệ protein  giửa cár (lỉnh tương ứng 
cửa mẫu cìả xiV lý với m ẫu  chưa xử lý.

(% so vái  m ẫu  chU‘a xỷ lý)

Mau Đinh 1 ĐỈnh II

Thit bò 4,6 11,2
Đậu xanh 1,6 7,5

Tuy nhiên ti lệ này ờ  đinh II luôn cao hơn ờ đinh I.

2. H àm  lư ợ n g  các chất  ức chế tripxin (TL) trong m ộ t  số nguyên  liệu' t h ư ờ n g  
ù n g  để phối  chế  B D D .

Kết. quả phân tích trên bảng 4 cho thấy hoạt độ ức chế tripxin (TIA) của đỗ tương là lớn 
hất , gấp khoầng 1,5 lần TIA ờ dỗ xanh, dỗ đen, gấp 9 lần lạc nhan tirai và 32 lần khoai lang 
rcri.

tìảng 4- Hoạt  độ ức ché t ripxin (TIA)  
của một số nông sin

( i u / l 00g)
Đo tirang 130
Đồ đen 88
ỉ)ỗ xanh 81
Lạc nhân 14
Khoai lang tươi * 4

G h i  chú * - T ín h  t rên  t rọng lượng tươi ,  còn (ỉối vớ i  các  loại 
h ạ t  khác t í n h  t rên trọng lượng khô không khí.

T r o n g  h ạ t  (tô t ư ơ n g  có 2 loại c h í t  ức chế  prote inaza  khác nhau :  c h ấ t  ức chế  K u n i t z  (chỉ ức 
hế tripxin và chat ức chế Bowman-Bîrk (BBI) ức chế c i  t ripxin và kimotripxin [3, 1, 2 , 4] và bền 
ới nhiệt và axit. Vì vậy khi sít dụng đậu tương làm t hực phẩm nhiều tác giả đã  dùng nhiệt độ 
ao để làm bẩt hoạt rác chắt ức chế này. Tuy nhiên, kết quả xứ lý phụ thuộc nhiều vào điều kiện 
à phương pháp XV lý là vân đẽ còn ít được nói đến trong các tài liệu. Vì vậy chúng tôi đả thăm 
ò m ộ t  số điều  kiện v à  p h ư ơ n g  p h á p  x ử  lý nhiệt  khác nhau.  T ro ng 5 cách đ â  t h ử  n g h iệm  cổ lẻ 
ách 1 (cho vào nước ‘!un đến sôi và RÌU* ờ  nhiệt độ này 5 phút) và 4 (rang, ch hợp hơn c i  (hình 
). Ở  những điều kiỌn này TIA chì còn ít hơn 5% TIA ban đầu (hình 3a), với lượng này theo 
/hurella và cộng sự ị.v sò không còn tííc dụng kìm hãm sinh trirồng và làm tăng kích thưórc tụy.
1 những điều kiện đá lieu trên, protein tan trong nước bị giảm 40% (hình 3b), có lẻ một phần
o nhiệ t  độ  ca o đ ả  làm l»iến t ính  p r o t e i n  và một  phần  bị thủy p h â n  ávrớì  t ác  d ụ n g  p r o t e i n a z a  có 
rong hạt do đó hàn» luợug paptit  tăng (hình 3c).
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H ì n h  S. Sir biến đổi TIA(a) ,  protein (b) và  pepti t  (c) ở  hạt  đỗ tiro-ĩig ( t ính trên 100 hạt.) trong qu 

t r inh  xii* lý (% so vói ban đầu).

í____! H ạ t  khô
: •: Sau khi ngâm  1 đêm

Hạt sau khi ngâm:  
u m  cho vào nirớc đun đến sôi và giủ* 8Ôi 5 phút
i'j'lYÀ  rang 10 phú t
u H n  rang 20 phú t
ỹỉ$Ẵ  rang 30 phút

H ì n h  Jị. Sụ* biến đổi hoạt độ amilaza (a),  TIA (b), protein và pept it  (c) ỉr hạt  dỗ xanh trong q  

tr ình nẩy mầm.

(Tính  theo % 80 vói  hạt  khô tn rớ c  khi ngâm).

3. S ự  biến đổi m ộ t  sổ chi t iêu s inh h ó a  c ủ a  h ạ t  dỏ x a n h  t ro n g  q u á  t r in h  nâ 
m ầ m .

Kết quả  trên hình 4b cho thấy  dến ngày thứ  5 kê từ  khi bắt dầu ngâm hạt (chiều dài thân  1 
rễ mầm khoảng 4,5cm), hoạt độ ức chế tripxin (TIA) đà bị giim mạnh,  chl còn 20% TIA ỉx li 
khô. Dùng phưcmg pháp  điện di trên gel poliaorilamit chứa edestin ỉr pH 8,3 t l ieo chiều từ  (-) đi 
(-f ) cho thấy  dịch chiết hạt  đỗ xanh khô có chứa 4 băng Tỉ  với các giá trị Rf là 0,37; 0,60; 0/  
và 0,85. Trong quá  tr ình nẩy mầm băng TI-0,37 giảm mạnh,  từ  ngày th ứ  5 t r i  di chì có thể ph



liện đirợc 2 băng TĨ-0,60 và TI-0,70. Vào ngày thứ 5 hàm .iưựng protein tan trong nước vẫn còn 
ìến 70% và hàm lượng peptit. (hình 4c) đã (Ẳng lên gấp 3 lan

H o ạ t  độ am i lnza  cùng d ạ t  cụrc. (lại vào ngày t h ứ  F> (hình Î-0 £  t h ờ i  điểm này  lưạng amiiaza 
:\ia 100 cay  giá (31 ,5  g)  đủ để  phan giẰi 12,8 gam t illh bột troíầg 30  p h ú t  đ ế n  cá c  s i n  p h ẩ m  k h ô n g  

:h<> m ầ u  v á i  iot .  Nhir  vậy,  vào  thời  điểm này giá riò xanh lả r .guồn a m i l a z a  k h á  tố t .  K ế t  q u ả  n à y  
Ing hộ cho sáng kiến của Viện dinh dường bổ sung giá dỗ xaiỉỉi khi khuấy bột cho trẻ em. Chúng 
ôi c ù n g  cìâ xác đ ịnh h o ạ t  độ  c ủ a  l ipaza và proteinaza.  kết q u ẩ  c h o  t h ấ y  h o ạ t  đ ộ  c ủ a  2 e n z i m  n à y  
chá th ấp  Hoạt độ proteinaza đạt cực đại vào ngày thứ 3 nhưng hoạt  độ ciìa 100 cây giá vần chưa 
hrạc 0,5 đơn vị Như vậy giá đỗ xanh không phải là nguồn proteinaza.

í. s ử  (lụng kỳ t h u ậ t  enz im  trong  sẰn xuất  “Bột dinh d i rừng  cao c ấ p ” cho t r ề  em .

T ừ  các kết quẲ nghiên cứu cơ bản trên đây, chửng tôi đã sứ clụng chế phẩm PROZIMA trong 
lản xuất  các bột protein thủy phân, sin xuất “Bột dinh dưãng cao cấp” ị 12;. Kết quả các đ ạ t  
lản xuất  thử  nghiệm tại nhà máy hột dinh dương tr£ em t ’NICËP Hà Nam Ninh cho thấy  tính 
chả thi của qui trình, sản phẩm đirợc thị trường chấp nhận, v ề  tiêu chuẩn chất  lượng (Bảng 5), 
:ó hàm lirợng protein cao hơn công thức của Ben a nil 1986 (là công thức được (lùng nhiều ò  các 
iước đang phnt t ien, % protein là 12,7) và nìíng lượng tương đương.  Hàm lượng các chất  ức 
:lìế tripxin chi còr dạng vệt.

Bắng 5. Tiên ch nần chi tiêu chít  l i rạng 
a Bột cl i II h (\ irmi g c a o  c ấp r ( K / 1 0 0 g)

( ’ông tlìức bột N ước
Ni tơ 
amiii

Protein Lipit Xacari t
Năng lượng 
( Kcal /  100g)

Công thức 1 8 ,6-9,0 0,7 15,4 2,3 67,5 361,8
Công thức '2* 8,6 -9,0 0,7 17,6 % 59,5 373,0

Ghi chú: * trong cống thức 2 h<Vt hột gạo, tliêm bột đậu tirơng. 
Công thức  1 không có đậu tirơng.

S ủ '  d ụ n g  “ b ộ t  p r o t e i n  t h ủ y  p h â n ” , ( d o  c h ú n g  t ô i  s ả n  x u ấ t )  t r o n g  k h ẩ u  p h ầ n  ă n  đ i ề u  t r ị  t r ề  s u y  

3inh d ư ỡ n g  cho  t h ấ y  kết  q u ả  tốt., cải thiện t ình  t r ạng  thiếu m áu ,  n h a n h  c h óng  gi i m  rối  loạn  t i êu  

hóa.

III. K ẾT LUẬN

1. Sứ  dụng chế phẩm proteinaza "PROZIMA” cải biến rõ rệt đặc t ính kích t h ư ớ c  p h â n  tiV 
p ro te in  c ủ a  t h ị t ,  dỗ  x a n h .  S inh  phẩm  protein bổ sung vào khẩu p h ầ n  điều t r ị  t r ẻ  suy d i n h  d i rỡ n g  
cho kết quả tốt. Qui t rình siV dụng PROZIMA đế sản xuất sinh phẩm protein, “Bột dinh durcmg 
cao cấp” có thể triển khai sAn xuất  h  qui mồ lớn tại nha máy.

2. Giá đỗ xanh là nguồn amilaza tốt nhưng không phải là nguồn p r o t e i n a z a ;  N ến chọn giá có 
chiều dài khoảng 4,5 cm là lúc hoạt độ anùlaza đạt cực dại và Tỉ  chi còn rấ t  ít.

3. Để làm bất hoạt  TI ờ  hạt dỗ tương cần ngâm 1 đêm sau đó đun sôi 5 phú t  hoặc rang 20 
phút.
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P h a m  Th ì  Tran Chau et al. 

INVESTIGATION OF ENZYMES, TRYPSIN INHIBITORS 
FOR IMPROVING QUALITY OF NUTRITIOUS FLOUR 
FEEDING INFANTS

The aim of this work was study on processing trypsin inhibitor - free and hydrolysed protein - rid 
products for children.

Different methods such as column chromatography, polyacrylamide gel electrophoresis etc were cm 
ployed in the research. It was found that:

- Trypsin inhibitors in 30ya-bean were almost inactivated after soaking the seeds overnight then boilin.
5 min, or roasting for 20 min.

- During germination of mung bean seeds, at the 5 - day after imbibition, the amylolitic activit;
was highest while the TIA was at rather low level. However, the lipolytic and proteolytic activity showe< 
only a minute values.

- The percentage ratio of wa te r  soluble and small size polypeptides in beef and mung bean flou 
trea ted with PRO ZIMA (proteineaes produced by the authors) were remarkedly increased.

Moreover,  the chemical components  of the wBột dinh duxrng cao cấp” (high quali ty nutri t ions flour' 
the positive effects on improving the health of malnourished children supplemented by the diet, fortifie- 
with the hydrolysed beef were also mentioned.

Khoa Sinh - Đ H T H  Hà Nôi
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