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(57) Sang ché dé cap dén nguyén liéu protein hiru dung dé tang cuong do bén chic xuong
va phong ngtra va diéu tri cac bénh vé xuwong nhu bénh lodng xuong, giy xuong, bénh thap
khop va viém khép bang cach st dung hang ngay. Nguyén liéu protein chira angiogenin
va/hodc san pham thuy phan cia angiogenin voi lugng nam trong khoang tur 2 dén
15mg/100mg va xystatin va/hodc san pham thuy phan cia xystatin theo ty 1& khéi lwong so
véi1 angiogenin va/hodc san phém thuy phan cua angiogenin nim trong khoang tir 0,003
dén 0,6. Sang ché ciing dé cap dén tac nhan, thire an, d6 udng hodc thyc pham ting cuong
d6 bén chac xuong chira nguyén liéu protein nay hiru dung trong phong ngua va diéu tri
cac bénh vé xuwong nhu bénh loang xuong, gay xuong, bénh thap khép va viém khép bang
cach dung theo dudng udng. Ngoai ra, sang ché dé cap dén cac phuong phap san xuét
nguyén li¢u protein nay.
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Linh vue ky thuét dwgce dé cap

Sang ché dé cap dén nguyén liéu protein méi va thube, thirc &n, db ubng
hodic thuc phdm chira nguyén lidu protein nay va hitu dung trong phong ngtra va
didu tri cdc bénh vé xuong. Nguyén liéu protein ndy ¢ chirc nang thic day qué
trinh tang sinh tao c6t bao va ngin chin qua trinh biét héa huy ¢St bao va qua
trinh ti€u xuwong do huy cbt bao. Do d6, nguyén lidu protein ndy hitu dung trong
phong ngira va didu tri cac bénh vé xuong nhu bénh lodng xuong, gdy xuong,
bénh thap khép va viém khép.

Tinh trang ky thuat ciia sang ché

Trong nhimng nim gan day, cac bénh vé& xwong nhu bénh lodng xwong, giy
xuong va dau lung gia tang trén toan cu cung véi su 130 héa trong xa hoi va
twong ty va trd thanh mot van dé x3 hoi nghiém trong. Nguyén nhén giy ra
nhitng cén bénh nay la do su hép thu canxi khong day du, suy giam kha ning
hép thu canxi, mét can bing hoocmon sau khi méan kinh va tuong tu. Xét thay
réng, gia tang khdi lugng xuong co thé nhidu nhét c6 thé bang cach kich hoat
tao cbt bao va qua trinh hinh thanh xuong tir giai doan sém trong cudc doi va sy
gia tang khdi lugng xuong cyc dai va do bén chéc ctia xwong (mat dd xuong va
chit luong xuwong) 1a hitu hiéu trong viéc phong nglra cdc bénh vé xuong nhu
bénh lodng xuong, gdy xuong va dau lung. Luu y rang, thut ngfr “chit lugng
xuong” dung dé chi vi cau tric xuong, qua trinh quay vong chuyén hoa, giy
xuong vi thé va qua trinh v6i hoa. Xét thiy ring, cac bénh vé xuong nhu bénh
lodng xuong, gdy xuong va dau lung c6 thé duoc phong ngira bang cach ngin
chidn qué trinh tiéu xuong do huy cdt bao. Xuong duge tiéu huy va hinh thanh
lap di lap lai theo cach can béng (qué trinh tai tao xuwong). Tuy nhién, cdc bénh
vé xwong nhu bénh lodng xuong, gdy xuong va dau lung cé thé xuét hién khi
qué trinh tiéu xuong vugt tri hon qua trinh tao xuong do su thay ddi vé can

bang hoocmon sau khi man kinh va twong tw. Do d6, xuong c6 thé duogc ting
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cudng cung cd bang cach ngan chdn qua trinh tiéu xuong do hity cot bao va duy

tri d6 bén chic cia xuong & mirc do hang dinh.

Theo quan diém trén, thude, thire an, dd udng, thuc phdm hoic tuong tu,
trong d6 mudi canxi nhu canxi cacbonat, canxi phosphat hogdc canxi lactat hodc
san phdm canxi tu nhién nhu canxi trong nudc sita, bot xwong bo hodc vo trimg
duoc bd sung mot cach riéng biét, dd dugc ding dé tang cudng do bén chic
xuong. Thube, thirc dn, dd udng, thuc phdm hodc twong tu chira san pham canxi
nhu vy cing v6i chit co tic dung ting cudng hép thu canxi nhu casein
phosphopeptit hodc oligosacarit ciing dd dugc st dung dé tang cudng d6 bén
chic xuong. Tuy nhién, tdc dd hap thu canxi bing 50% hoic thdp hon khi s
dung thtc an hodc dd ubng chira mudi canxi hodc san phém canxi tu nhién va
phan 16n luong canxi da ding c6 thé dugc thai ra khoi co thé ma khong dugc
hép thu. Hon nita, ngay ca khi canxi dugc hép thu vao trong co thé, né khong
nhét thiét thé hién tac dung cai thién su chuyén héa xuong ho#c tac dung ting
cudng d6 bén chic xuong, vi i lyc dbi v&i xuong c6 thé khac nhau tiy theo
dang xuong hoac loai thanh phan dinh dudng cing dugc st dung. San pham
estrogen, san phém vitamin D3 hoat tinh, san phém vitamin K,, san phém
bisphosphonat, san phdm canxitonin va san phim tuong tu di duoc biét 1a dugc
chét dé diéu tri bénh lodng xuong hoic ting cudong dd bén chic xXuong va cac
thuéc méi nhu khang thé khang RANKL ciing dd dugce phat trién. Tuy nhién,
cac thube nay co thé co tac dung phy nhu gy U tai, dau dau hodc mét cam giac
ngon miéng. Hon nfta, hién tai cac chét néu trén nim trong tinh trang khong thé
bd sung dugc vao thic #n hodc dd udng theo quan diém vé& do an toan, chi phi
va yéu té twong tu. Do d6, xét theo ban chit cua cac bénh vé xuong khac nhau
nhu bénh lodng xuong, gdy xuong va dau lung, viéc phat trién tac nhan, thirc an,
dd ubng hoac thyc pham ting cudng do bén chic xuong ma cé thé duge ding
theo dudng miéng trong thoi gian dai, lam gia ting do bén chic clia xwong bang
cach thiic ddy qua trinh hinh thanh xwong va ngén chén qua trinh tiéu xwong va
¢ thé duogc ky vong co tac dung phong ngira hodc didu tri c4c bénh vé& xuong

khac nhau la nhu dugc mong doi.

C6 mdt s6 nguyén liéu thirc an dung dé cai thién do bén chac cua xuong,
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vi du, d3 dugc thong bdo ring, protein co ban thu dugc tir sita hogic phan peptit
cta san phdm thiy phan bang enzym ciia né thé hién hoat tinh ting sinh tao cdt
bao, hoat tinh trc ché tidu xuong do hiy ¢t bao va do dé co tac dung ting cudng
d6 bén chic xuong (xem tai liéu sang ché 1). Ciing di dugc thong béo réng,
angiogenin va xystatin chira trong phan protein co ban thu duogc tir sita, d(f)c- lap

¢6 chirc nang cai thién su chuyén hoa xuong (xem tai liéu séng ché 2 va 3).
Tai liéu néu trong phan tinh trang k¥ thuat
Tai liéu sang ché
Tai liéu sang ché 1: JP-A-H08-151331
Tai lidu sang ché 2: JP-A-H10-7585
Tai liéu sang ché 3: JP-A-2000-281587
Ban chit ky thuit cia sang ché
Van dé duoc giai quyét boi sang ché

Muc dich cta sang ché 13 nhdm d& xuat nguyén lidu protein méi ma an
toan, thic ddy qué trinh ting sinh tao cbt bao trong khi ngan chin qué trinh biét
héa huy cbt bao va qué trinh tiéu xuong do hity cbt bao bang cach st dung hang

ngay va do d6 c6 thé ting cuong do bén chic xuong.

Muc dich khéc cta sang ché 1a nhdm d& xut thudc, thire an, dd udng hoic
thirc &n ting cudng do bén chic xwong ma 1 hitu dung trong phong ngira va
didu tri cac bénh v& xwong khac nhau nhu bénh lodng xuong, gy xuong, bénh

thdp khép va viém khép bing cach dung theo dudng miéng.
Céch thirc giai quyét van dé

Céc tac gia sang ché d& phat hién ra réng, cac tac dung thic day hiéu qua
qué trinh ting sinh tao ¢t bao va ngdn chin qua trinh biét hoa huy cbt bao va
qua trinh ti€u xuwong do huy bt bao 6 thé dat duoc bang cach st dung nguyén
liéu protein chira angiogenin va/hodc san phdm thiy phan cla angiogenin véi
luong cu thé va con chira thém xystatin va/hodc san phim thiy phén cia

xystatin theo ty 1€ khéi luong cu thé so véi angiogenin va/hodc san pham thay
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phén cda angiogenin. Phat hién nay da dan dén viéc hoan thanh sang che.
Cu thé, sang ché dé cép dén céc khia canh sau:

(1) Nguyén liéu protein chira angiogenin va/hodc san pham thily phan cta
angiogenin véi luong nim trong khoang tir 2 dén 15mg/100mg va xystatin
va/hoic san phdm thay phan clia xystatin theo ty 1& khéi lugng so véi
angiogenin va/hogic san phim thlly phan cia angiogenin nim trong khoang tir
0,003 dén 0,6.

(2) Thirc an, d6 ubng hodc thuc pham chira nguyén liéu protein theo myc
(D).
(3) Tac nhan ting cudng do bén chéc xuong chtra nguyén liéu protein

theo muc (1) 1am thanh phan hoat tinh.

(4) Phuong phép tdng cudong do bén chéc xuong bao gdm budc st dung

nguyén liéu protein theo muc (1) vdi luong Smg/ngay hodc cao hon.

(5) Phuong phap didu ché nguyén lidu protein theo myc (1), bao gdm céc

budgce tir 1) dén 3) sau day:

1) diéu ché angiogenin va/hoic san phéim thuy phén ctia angiogenin;

2) didu ché xystatin va/hogic san phim thity phan cla xystatin; va

3) trdn xystatin va/hodc san phim thily phan ctia xystatin theo budc 2) néu trén
va angiogenin va/hodc san phim thily phan ctia angiogenin theo budc 1) néu
trén theo ty 18 khéi lugng clia xystatin va/hodc sén pham thily phan ctia xystatin
so véi angiogenin va/hodc san phdm thiy phan cla angiogenin nim trong
khoang tir 0,003 dén 0,6.

(6) Phuong phép san xuét nguyén liéu protein theo muc (1),

bao gébm budc chiét phan chira angiogenin va/ho#ic sin phim thay phan
cua angiogenin va xystatin va/hodc san phdm thdy phén cta xystatin tir stta
va/hodc nguyén liéu thu dugc tir sita theo ty 1€ khdi lugng cua xystatin va/hodc
san phdm thiy phan clia xystatin so v6i angiogenin va/hodc san pham thiy phan

cla angiogenin ndm trong khoang tir 0,003 dén 0,6.
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(7) Phuong phéap theo muc (6), con bao gdm thém budc 1am thiy phan

angiogenin va/hodc xystatin chtra trong phan da néu bang enzym.
Hiéu qua c6 loi ctia sang ché

Nguyén liéu protein theo sang ché thé hién tac dung lam ting cuong do
bén chic xuong hiéu qua théng qua chirc ning thic ddy qua trinh ting sinh tao
cbt bao va ngan chin qué trinh biét héa hiy cdt bao va qua trinh tiéu xuong do
huy cbt bao. Thubc, thirc dn, d6 ubng hodc thuc phdm theo sang ché lam ting
cudng dd bén chic xuwong va hitu dyng trong phong ngira va diéu tri cac bénh vé
xuong khac nhau nhu bénh loding xuong, gdy xuong, bénh thdp khép va viém
khop.

MO ta chi tiét sang ché

Nguyén li€u protein theo sang ché khéc biét & chd, nguyén lidu protein
nay chira angiogenin va/hodc san phim thily phén cia angiogenin véi lugong cu
thé va con chira thém xystatin va/hodc san pham thiy phan cia xystatin theo ty
16 khdi luong cu thé so véi angiogenin va/hodc san phdm thay phan cua

angiogenin.

Nguyén liéu protein theo sang ché c6 thé 1a mot hdn hop thu duogc bang
cach tron phan chira angiogenin va/hodc san pham thiy phan cia angiogenin va
phin chira xystatin va/hodc san phdm thity phan ciia xystatin theo ty 1& khéi
luong cu thé, nguyén liéu duoc didu ché bing cach chiét phan chira angiogenin
va/hodc san pham thiy phan clia angiogenin va xystatin va/hogc san pham thiy
phan cta xystatin theo ty 1¢ khdi luong cu thé tir sira hodc nguyén liéu thu duoc
tlr sita, nhu sita gay hodic nudc sita hodc san phim tuong tu. Nguyén lidu protein
theo sang ché c6 thé con chira nguyén liéu duge diéu ché biang cach thuy phan

bang enzym angiogenin va/hodc xystatin.

Khi diéu ché nguyén liéu protein theo sang ché bang cach tron phan chira
angiogenin va/hodc san phdm thily phan ctia angiogenin va phan chira xystatin
va/hodc san pham thiy phan cua xystatin, phan duoc didu ché tir stta ctia dong
vat ¢6 vi, nhu nguoi, bo, trau, dé hodc cuu, phén dugc san xuét biang cong nghé

gen, phén duogc tinh ché tir mau ho#c co quan ndi tang hodc tuong tu cb thé
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duoc st dung lam phan chtra angiogenin va/hodic san phdm thily phéan cta
angiogenin va phan chira xystatin va/hodc san pham thily phan ctia xystatin. T4c
nhin phan ing angiogenin hodc xystatin tinh ché c6 sin trén thi trudng ciing ¢
thé duogc st dung. Trong trudng hop ndy, nguyén liéu protein theo sang ché co
thé duoc diéu ché béng cach diéu chinh ty 18 khéi luong cta xystatin va/hodc
san pham thily phan ctia Xystatin so v4i angiogenin va/hodc san phim thuy phan

clia angiogenin.

San phdm thu dugc bang cach lam thily phan bang enzym phan chua
angiogenin néu trén, tic nhan phan Gng angiogenin, phén chira xystatin, tdc nhan
phan Gng xystatin hodc tuong tu bang cach str dung mot hodc nhiéu proteaza cé
thé dugc str dung 1am san pham thuy phan cta angiogenin hodc sén pham thuy

phan cda xystatin.

Khi diéu ché nguyén liéu protein theo sang ché bing cach chiét truc tiép
phan chira angiogenin va/hodc san pham thiy phan cla angiogenin va xystatin
va/hodc san phdm thuiy phan ciia xystatin theo ty 1& khéi luong cu thé tir sira
hodc nguyén li€u thu dugc tlr sita, nhu sita gdy hodc nudc sita, vi duy, sita hoic
nguyén liéu thu duogc tu sita co thé dugc cho tiép xtic véi nhya trao ddi cation va
sau d6 cac protein thu dugc tu sira hap phu trén nhua ndy cé thé duoc rira giai &
n6ng do mudi ndm trong khoang tur 0,1 dén 2,0M, duoc khur mudi va dugc ¢b
bang cach sir dung mang thdm thdu nguoc, mang thim tach bang dién, mang
siéu loc, mang vi loc hodc mang tuong ty, sau d6 tuy y dugc lam thuy phén giéi
han t6i phan ttr lugng biang 8000 hoic thap hon bang cach sir dung proteaza, nhu
trypsin, pancreatin, chymotrypsin, pepsin, papain, kalikrein, cathepsin,
thermolysin hodc V8 proteaza. Truong hop duoc lam thiy phén giéi han bing
cach st dung proteaza, tot hon 1a gidi han duéi ciia phén tir lugng bang 500
hodc cao hon. Nguyén liéu protein thu dugc nhu vay co thé dugc lam kho bé'tng
phuong phép lam kho lanh, sdy phun hodc tuong tu.

Truong hop cho nguyén li€u protein theo sang ché tién hanh phén tich
LC/MS/MS, sau khi duoc lam cai bién va thiy phan gi6i han trong diéu kién

khtr bang cach sir dung enzym tiéu hoa theo cach théng thudng dé thuc hién
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phan tich hé protein cuia nguyén li€u protein nay, co thé khang dinh ring, nguyén
liéu protein chua it nh4t mot protein nhu asl-casein, as2-casein, B-casein hodc
K-casein va san phdm thily phan protein clia n6 khéac véi angiogenin va/hodc san
pham thily phan ciia angiogenin va xystatin va/hodc san phidm thiy phan cla

xystatin.

Nguyén liéu protein theo sang ché chtra angiogenin va/hodc san pham
thiy phén cua angiogenin véi lugng ndm trong khoang tir 2 dén 15mg/100mg va
chtra xystatin va/hodc san phidm thily phan cta xystatin theo ty 1& khéi lugng
nadm trong khoang tir 0,003 dén 0,6 so v&i angiogenin vd/hodic san phidm thiy

phén cia angiogenin.

Nhu duoc chimg minh trong céc vi du thir nghiém mo ta dudi day, khi ty
16 khéi luwong cua xystatin va/hodc sén phdm thiy phan cla xystatin so véi
angiogenin va/hodc san phdm thily phéan cta angiogenin nam trong khoang tir
0,003 dén 0,6, tac dung ting cudng do bén chic xuong cb thé dat dugc mot cach
hiéu qua hon so v&i truong hop tiéu hoa angiogenin va/hodc san pham thiy phan
cua angiogenin hodc Xystatin va/hodc san phim thiy phan ctia xystatin mdt cach
riéng biét.

Chi dé tham khao, can lvu y rang, ham lugng cia angiogenin va/hodc san
pham thiy phan cia angiogenin trong sira bo la vao khoang 0,001% va ty 1¢
khéi luong ciia xystatin va/hodc san phdm thiy phan clia xystatin so véi
angiogenin va/hodc san phdm thiy phan clia angiogenin trong stta bo 1a vao
khoang 2. Ham lugng cua angiogenin va/hodc san phdm thiy phin cla
angiogenin trong protein nudc sira ¢6 dic (WPC) 1a vao khoang 0,1% va ty 18
khdi luong cta xystatin va/hodc san phdm thiy phan clia xystatin so véi
angiogenin va/hodc san phédm thiiy phéan clia angiogenin trong protein nudc sita

c0 dac la vao khoang 3.

Nguyén liéu protein theo sang ché c6 thé duoc diéu ché 1am tac nhan ting
cudng dd bén chic xuong béng cach bo sung mdt cach thich hgp nguyén liéu
protein lam thanh phan hoat tinh. Nguyén liéu protein theo sang ché ¢6 thé duoc

str dung truc tiép 1am tac nhan ting cudng do bén chic xuong. Khi phéi ché lam
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tac nhan ting cudng do bén chic xuong, c6 thé tron nguyén lidu thd hogc
nguyén liéu tuong tu ma thong thuong dugce sir dung dbi voi thube, thire an, do
ubng va thuc pham, nhu sacarit, lipit, protein, vitamin, khoang chét hodc huong
liéu va cling c6 thé dugc phéi ché thanh thudc bdt, dang hat, vién nén, vién
nang, ché phdm udng hodc tuong tu theo cich thong thuong. Nguyén liéu
protein theo sang ché co thé duge st dung cing véi thanh phin khac ma ciing
thé hién tac dung ting cudng dd bén chic xuwong nhu canxi, vitamin D, vitamin

K hodc isoflavon.

Nguyén liéu protein theo sang ché c6 thé ting cudng d6 bén chic xuong
khi dugc dung theo duong udng véi luong bang Smg hodc cao hon trén mdi kg
thé trong, nhu duge thé hién trong cac thir nghiém trén dong vat mo ta dudi day.
Vi lugng st dung cho ddng vat thir nghiém nay tuong ung v6i lugng st dung
cho ngudi truéng thanh vé ndng do thudc trong mau (xem 4n phidm Mitsuyoshi
Nakajima (1993), “Yakkou Hyoka Vol. 8”, Hirokawa-Shoten Ltd., pp. 2-18), hy
vong r@fmg, c6 thé dat duoc tac dung ting cudng do bén chic xuong va ddc biét
14 c4c bénh vé xuong khac nhau nhu bénh loang xuong, gdy xuong, bénh thap
khép va viém khép co thé duoc phong ngira hosic diéu tri bang cach sir dung
nguyén liéu protein theo sang ché vé6i luong Smg/ngay hodc cao hon trén moi
ngudi trudéng thanh. Do d6, khi trdn véi tdc nhéan ting cuong do bén chic xuong
ho#c tac nhan tuong tu, nguyén liéu protein co thé duge bd sung vao dé tiéu thu

lugng can thiét néu trén.

Nguyén li€u protein theo sang ché c6 thé dugc bd sung vao thirc an hogc
dd ubng thong thudng, nhu sita chua, dd udng, banh x6p hodc mén an trang
miéng). Trong trudng hop nay, nguyén li¢u protein theo sang ché t6t hon duoc
bd sung v6i lwong nim trong khoang tir 0,25 dén 1000mg trén 100g thirc in
hodc d6 udng tuy thudc vao dang thirc dn hodc dd udng. Hy vong ring, tac dung
tang cudng dd bén chéc xuong co thé dat duoc béng cach duy tri lugng tron néu
trén. Nguyén li€u protein theo sang ché ciing c6 thé dugc bd sung vao thirc #n,
nhu thirc #n cho gia sic hodc thirc an cho vét canh dé didu ché thic an ting
cudng do bén chéc xuong. Trong trudng hop nay, t5t hon 14 bd sung nguyén liéu

protein theo sang ché vé&i luong ndm trong khoang tir 0,25 dén 1000mg trén



26469

100g thure an.

Khi nguyén liéu protein theo sang ché duogc didu ché va st dung & dang
thudc, thuc phdm, d6 ubng hoic thirc an, nguyén lidu protein theo sang ché co
thé duge bing cach st dung bing cach tao huyén phit hoic hoa tan trong nuéce
khir ion va trdn béng cach khudy. Cac diéu kién khudy/tron 13 khong bi gidi han
dac biét mién 1a nguyén liéu protein duoc tron mot cach ddng déu. Ciing c6 thé
tron béng cach khudy bang cach sir dung thiét bi siéu phan tan, thiét bi tron ddng

héa TK hodc thiét bi tuong tu.

Dung dich chira nguyén li€u protein tuy y co thé dugc khir mudi hoac
duoc co b%mg cach sir dung mang thdm thau nguoc hodc mang twong ty hodc
dugc lam khé lanh sao cho dung dich nay c6 thé dugc str dung mdt cach dé dang

cho thudc, d6 dn, d6 uong hodc thuc an.

Dic biét, da xac nhan ring, nguyén liéu protein theo sdng ché duy tri
hoat tinh ting cudng dd bén chic xwong ngay ca khi nguyén liéu protein nay
duoc xtr Iy vo khuén thong thuong duge sir dung trong san xuét thudc, d6 an, dd
udng hozc thirc an. Nguyén liéu protein c6 thé duogc vo khudn bing cach 1am
kho bing nhiét khi nguyén liéu protein nay dugc sir dung ¢ dang bot. Nguyén
lidu protein theo sang ché c6 thé duoc st dung trong thubc, dd #n, dd udng hosc
thire #n dudi cac dang khac nhau, nhu dang 1ong, dang gel, dang bot hodc dang
hat.

Sang ché dugc md ta thém dudi day mot cach chi tiét hon thong qua cac
vi du tham khao, vi du va vi du thr nghiém. Luu y ring, cac vi du sau day chi

nhim muc dich minh hoa va khong dugc xem 1a lam gidi han sang ché.
Vi du thye hién sang ché

Vi du tham khao 1

Didu ché (1) phan angiogenin

Cot da nap 30kg nhya trao ddi cation (Chitopearl sulfonat héa; do Fuji
Spinning Co., Ltd. san xuét) dugc ria k§ bang nudc khir ion va sau d6, 1000 lit

stta gdy chua tiét trang (pH = 6,7) dugce dua 18n cdt. Sau khi rira k§ cot bang
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nuée khir ion, protein hdp thu dugc rira giai bing gradien tuyén tinh clia natri
clorua tir 0,1 dén 2,0M. Phén rira giai chtra angiogenin duoc cit phan doan bing
cach st dung phuong phdp sic ky trao ddi cation S-Sepharoza (do cdng ty
Amersham Bioscientific san xuét) va phan chira angiogenin thu dugc dugc xt Iy
bing nhiét & nhiét d6 90°C trong thdi gian 10 phut va duge ly tim dé loai bo
chét két tia. Phén chua angiogenin dugc cho tién hanh thém sic ky loc gel (cot:
Superoza 12). Dich rira giai thu duoc dugce khir mudi bang cach st dung mang
thAm thiu nguoc va dich rira giai da khir mudi dugc 1am kho lanh dé thu duoc
16,5g phan angiogenin c6 do tinh khiét angiogenin bang 90%. Cac thao tac lién

tuc nay dugc 1ap lai 30 lan.
Vi du tham khéo 2
Diéu ché (2) phin angiogenin

Cot da nap 10kg Heparin Sepharoza (do GE Healthcare san xuét) duoc
rira k§ bang nude khir ion va sau d6, 500 lit sita gy chua tiét trung (pH = 6,7)
duogc dua 1én cot. Sau khi rira k¥ cot béng dung dich natri clorua 0,5M, protein
hép thu dugc rira giai bang dung dich natri clorua 1,5M. Dich rtra giai dugc khtr
mudi bang cach sir dung mang thim thdu nguoc va dich rira giai da khir mudi
duoc 1am kho lanh dé thu duoc 18g phén angiogenin c6 dd tinh khiét angiogenin

bing 5%. Céc thao tac lién tuc néu trén dugce l3p lai 50 lan.
Vi du tham khao 3
Piéu ché phan xystatin

Tién hanh x@ ly bang nhiét 100000 lit dung dich protein nuéc sita 5% &
nhiét d6 90°C trong thdi gian 10 phut va chét két tiia duoc loai bo bang céach ly
tdm. Cot duge nap chit mang didu ché duoc bing cach gén két cacboxymetyl
hoéa papain vao Tresyl-Toyopearl (do Tosoh Corporation san xuét). Sau khi lam
can bang bang dung dich natri clorua 0,5M, dung dich protein nugc sira néu trén
duogc dua 1én cot. Sau do, cdt duge rua lan luot bé‘mg dung dich natri clorua
0,5M va dung dich natri clorua 0,5M chira Tween 20 (0,1%). Sau do, phé“m chira
xystatin dwoc rira giai bang axit axetic 20mM - dung dich natri clorua 0,5M.

Phén d4 rira giai duoc trung hoa ngay bang dung dich natri hydroxit 1M. Sau d9,
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dich rira giai duoc khtr mubi béng cach sir dung mang thdm thdu nguoc va dich
rira giai da khtr mudi duoc 1am khé lanh dé thu dugc 9,6g phan xystatin c6 do

tinh khiét xystatin bﬁng 90%. Cac thao tac lién tuc néu trén duogc lap lai 20 lan.
Vidul

5,30mg phan angiogenin thu duoc trong vi du tham khao 1, 84,67mg phan
angiogenin thu dugc trong vi du tham khao 2 va 0,03mg phén xystatin thu dugc
trong vi du tham khao 3 duogc tron dé didu ché nguyén liéu protein (san pham
cta vi du 1) trong d6 ham luong ciia angiogenin va/hodc san pham thity phan
cua angiogenin la 10mg/100mg va ty 1& khéi luong ciia xystatin va/hodc san
pham thuy phén cta xystatin so véi angiogenin va/hodc san pham thity phan cia

angiogenin la 0,003.
Vidu?2

5,35mg phan angiogenin thu dugc trong vi du tham khao 1, 83,65mg phén
angiogenin thu dugc trong vi du tham khéo 2 va 1,00mg phan xystatin thu duoc
trong vi du tham khao 3 dugc tron dé didu ché nguyén lidu protein (san pham
cta vi du 2) trong d6 ham luong ciia angiogenin va/hodc san pham thily phan
cua angiogenin la 10mg/100mg va ty 1& khéi luong cua xystatin va/hodc san
phim thuy phan cta xystatin so véi angiogenin va/hodc san pham thuy phén cia

angiogenin la 0,1.
Vidu3

5,65mg phan angiogenin thu dugc trong vi du tham khao 1, 78,35mg phan
angiogenin thu duogc trong vi du tham khao 2 va 6,00mg phan xystatin thu dugc
trong vi du tham khao 3 dugc trén dé diéu ché nguyén lidu protein (san phdm
cta vi du 3) trong d6 ham lugng cua angiogenin va/hodc san pham thiy phén
cua angiogenin la 10mg/100mg va ty 1¢ khéi luong clia xystatin va/hodc san
pham thily phan ctia xystatin so véi angiogenin va/hodc san pham thiy phén cta

angiogenin 1a 0,6.
Vi du so sanh 1

5,30mg phén angiogenin thu dugc trong vi du tham khéo 1, 84,68mg phén
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angiogenin thu dugc trong vi du tham khéo 2 va 0,02mg phén xystatin thu duoc
trong vi du tham khao 3 dugc tron dé didu ché nguyén ligu protein (san pham
ctia vi du so sanh 1) trong d6 ham luong ctia angiogenin va/hogic san phim thiy
phan cua angiogenin la 10mg/100mg va ty 1¢ khéi luong cua xystatin va/hosc
san phdm thiiy phan clia xystatin so véi angiogenin va/hodc san phém thay phan

cua angiogenin la 0,002.
Vi du so sanh 2

5,68mg phan angiogenin thu dugc trong vi du tham khdo 1, 77,82mg phén
angiogenin thu dugc trong vi du tham khéo 2 va 6,50mg phén xystatin thu dugc
trong vi du tham khao 3 dugc tron dé didu ché nguyén liéu protein (san pham
ctia vi du so sanh 2) trong d6 ham lugng cuia angiogenin va/hodc san pham thuy
phan cia angiogenin la 10mg/100mg va ty 1¢ khéi luong cta xystatin va/hoic
san pham thiy phan ciia Xystatin so véi angiogenin va/hodic san pham thay phén
cua angiogenin la 0,65.
Vi du thr nghiém 1

Hiéu qué ting sinh tao c6t bao, hi¢u qua tc ché d6i véi qué trinh tidu
xuong do hity ¢bt bao va hidu qua tre ché ddi véi qua trinh biét héa hiy cbt bao
cla cac san phim cua vi du tir 1 dén 3 va san phdm cta vi du so sanh 1 va 2

dugc xac dinh.

Hiéu qua ting sinh tao c¢dt bao duge xac dinh nhu mé ta dudi day. Dong té
bao tao cdt bao (MC3T3-E1) duoc cdy 1én dia nudi cay té bao 96 16 véi mat do
2x10° té bao/1d va dugc nudi cly trong thoi gian 24 gid bang cach sir dung moi
trudng o-MEM (do GIBCO san xuit) duge bd sung 10% huyét thanh thai bo
(FBS). Sau khi méi truong dugc loai boé hoan toan, 90ul moéi truong o-MEM
khong chira FBS va 10ul dung dich chira san phém bt ky trong sb cac san phdm
ctia vi du tir 1 dén 3 va san phdm cta vi dy so sanh 1 va 2 dugc bd sung vao mdi
15. Té bao duoc nudi cdy thém trong thoi gian 24 gid. Sau khi bd sung
bromodeoxyuridin (BrdU) ma dugc chira trong kit tdng sinh t& bao (do GE
Healthcare san xuit), té bao dugc nudi cdy trong thoi gian 2 gid va dugc phan

Gmg v6i khang thé khang BrdU danh diu bing peroxidaza. Sau khi bd sung
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3,3’,5,5’-tetrametylbenzidin (chét nén), hoat tinh tang sinh tao ¢t bao duoc xac
dinh bang cach x4c dinh lugng BrdU dé dua vao té bao thong qua viéc xac dinh
hé sb hép thu tai budc séng 450nm. Hoat tinh tdng sinh tao cbt bao duge xéc
dinh 13 duong tinh khi hé sé hdp thy tai bu6c song 450nm cao hon déng ké so
v6i hé sb hip thu ctia nhém (d6i chuing), trong d6 khong c6 san phadm nao trong
vi du tir 1 dén 3 va san pham nao trong vi du so sanh 1 va 2 dugc bd sung vao
moi truong.

Hiéu qua uc ché dbi véi qua trinh tiéu xuong do huy ¢t bao dugc xac
dinh nhu md ta dusi ddy. Xuong éng va xuong dii duge 14y ra khoi co thé tho
(5 ngay tudi). Sau khi loai bé mod mém, cac xuong ndy dugc chat theo cach co
hoc va toan bd té bao tily xuong chira hiy ¢St bao dugc phan tan vao moi trudng
o-MEM c6 bd sung 5% FBS va sau dé dugc cdy 1én cac 18 cla dia canxi
phosphat tinh thé (do Corning sén xuét ) v6i mat do 1x 10° t& bao/156. Moi trudng
duoc loai bd hoan toan tai thoi didm 2 gidr sau khi bat ddu nudi cdy va 180ul moi
truong a-MEM co6 bd sung 5% FBS va 20ul dung dich chira san pham bét ky
trong sb cac san pham cta vi du tir 1 dén 3 va san phém cua vi du so sanh 1 va 2
duoc bd sung vao mdi mot 15. Té bao duoc nudi cdy trong thoi gian 72 gid. Sau
khi 14y hét céc t& bao bang cach bd sung dung dich natri hypoclorit 5%, cac héc
tiéu xuong tao ra trén céc 16 cua dia canxi phosphat dugc chyp dnh bang cach sir
dung kinh hién vi 1ap thé va dién tich cua hdc dugc x4c dinh bang viéc phan tich
hinh anh dé xéc dinh hidu qua tc ché déi véi qué trinh tidu xuong do hiy cdt
bao (Takeshi Seno et al., “Manual of selected cultured cell lines for bioscience
biotechnology”, pp. 199-200, 1993). Hoat tinh trc ché chong lai qué trinh tiéu
xuong do hity c6t bio duoc x4c dinh 13 duong tinh khi dién tich héc nhé hon
dang ké so véi dién tich héc ctia nhém (ddi chimg), trong d6 sén pham bét ky
trong sb cac san pham cua vi dy tir 1 dén 3 va san pham cuta vi du so sanh 1 va 2
khong dugc b6 sung vao mdi trudng.

Hiéu qua tre ché ddi véi qua trinh biét hoa hity bt bao dugce xac dinh nhu
md ta dudi day. Té bao tiy xuong thu gom tir xuwong dui ctia chuét ddy (7 hodc 8
tudn tudi, gisi tinh duc) duge cdy 1én dia 90 15 véi mat do 4x10° t€ bao/ld va

duoc nudi cy trong 200ul mdi trudng o-MEM c6 bd sung 10% FBS va M-CSF
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(25ng/ml) & nhiét d6 37°C va 5% CO,. Sau khi m6i truong dugc loai bo hoan
todn vao thoi diém 2 ngay sau khi khéi diu nudi cdy, 180pl méi trudong a-MEM
c¢6 bd sung 10% FBS, RANKL (5ng/ml) va M-CSF (25ng/ml) va 20pl dung dich
chtra san pham bét ky trong sd c4c san phim ctia vi du tir 1 dén 3 va san pham
ctia vi du so sénh 1 va 2 duoc bd sung vao mdi mot 16 va té bao duoc nudi cy
trong diéu kién nhiét 6 37°C va 5% CO, trong thoi gian 2 ngay. Sau khi thay
d4i moi truong, té bao duoc nudi cay thém 1 ngly nita. Khi hoan thanh viéc nudi
cdy, dung dich nudi cay duoc 14y ra, duoc rira bing PBS va dugc xir 1y bing
dung dich axeton-etanol (1:1) trong thoi gian 1 phit dé c¢b dinh t& bao. Sau do,
1,5mg/ml dinatri p-nitrophenylphosphat - 20mM natri tartrat - 50mM dung dich
dém xitrat (pH 4,5) dugc bd sung (100pl/10) va duge phan tng & nhiét do trong
phong trong thdi gian 30 phit va sau do, dung dich natri hydroxit 1M (50u1/15)
duoc bd sung dé két thuc phan Umg. H¢ ) hép thu tai budc séng 405nm duogc
x4c dinh va dugc dung lam chi s6 biét hoa/bién dbi hay cdt bao. Hoat tinh e
ché chéng lai qué trinh biét hoa hiy ¢t bao duge x4c dinh 14 duong tinh khi hé
s6 hép thy tai budc séng 405nm ctia nhém bd sung san pham cta vi dy tir 1 dén
3 hodc san phdm cua vi du so sanh 1 hodc 2 thép hon dang ké so véi ctia nhém
(d6i chung), trong d6 san phim bat ky trong sb céc san phdm cta vi du tir 1 dén

3 va san pham cua vi du so sanh 1 va 2 khong dugc bo sung vao mdi trudng.

Két qua dugc thé hién trong bang 1.
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Bang 1
Hoat tinh téng | Hoat tinh ¢ ché chéng lai | Hoat tinh trc ché chdng
sinh tao cot qua trinh tié’u xuong do lai qua trinh biét hoa

bao huy cot bao hiy c6t bao
Vidul duong tinh duong tinh duong tinh
Vidu?2 duong tinh duong tinh duong tinh
Vidu3 duong tinh duong tinh duong tinh
Vi du so N , ,
sénh 1 am tinh duong tinh duong tinh
Vi du so , , A
<énh 2 duong tinh duong tinh am tinh

Nhu duge thé hién trong bang 1, san pham cta vi du tir 1 dén 3 tuong ting
vai nguyén liéu protein theo sang ché thé hién hoat tinh dwong tinh trong moi
thir nghiém t& bao. San phim ctia vi du so sanh 1 va 2 cfing thé hién hoat tinh
duong tinh trong mét sd thir nghiém té bao, nhung cé mét thir nghiém té bao thé

hién hoat tinh am tinh.
Vidu4

Cot (dudng kinh: 4cm, chidu cao: 30cm) da nap 400g nhya trao dbi cation
(Chitopearl sulfonat héa; do Fuji Spinning Co., Ltd. san xuét) dugc rira k§ bang
nude kht ion va 40 lit stta gdy chua tiét trung (pH = 6,7) dugc dua 1én cot voi
téc do dong bing 25ml/phit. Sau khi rira sach ¢t hoan toan bang nudc khtr ion,
protein hép phu trén nhya dugc rira giai béng cach st dung dung dich dém
cacbonat 0,02M (pH 7,0) chira natri clorua 0,78M. Dich rira giai dugc khir mudi
bang céach sir dung mang thdm thdu nguoc va dich rira giai da khir mudi duoc
lam kho lanh dé thu duoc 18g nguyén lidu protein dang bdt (san pham ctia vi du
4). Nguyén liéu protein chira angiogenin va/hodc san phdm thiy phan cia
angiogenin véi lugng 2mg/100mg va ty 1€ khéi lugng cua xystatin va/hodc san
pham thiy phén cta xystatin so véi angiogenin va/hodc san pham thay phan cua
angiogenin la 0,5. Nguyén liu protein ¢ thé dugc st dung truc tiép lam tac

nhan tang cuong do bén chic xuong hodc lam thanh phﬁn hoat tinh cda tac nhan
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ting cuong d6 bén chac xuong. Doi vdi ket qua ciia phan tich hé protein, c¢6 thé
thay rang, nguyén liéu protein chira sdn pham thay phén cua B-casein va san

pham thily phéan cta k-casein.
Vidu5

Cot (duong kinh: 20cm, chiéu cao: 100cm) d& nap 30kg nhua trao dbi
cation (SP Toyopearl; dugc san xuat bdi Tosoh Corporation) dugc rira k§ béng
nuée khir ion va 3 t nuée sita (pH = 6,2) duge vo trung bang nhiét & nhiét do
75°C trong thoi gian 15 phat duge dua 1€n cot voi tbc d6 dong bang 10L/phut.
Sau khi rra sach ¢t hoan toan bz‘“mg nudc khir ion, protein hép phu trén nhua
dugc rira giai béng cach st dung dung dich dém xitrat 0,1M (pH = 5,7) chtra
natri clorua 0,68M. Dich rira giai dugc khir mubi bang cach sir dung mang thAm
tach bang dién va dich rira giai di khir mudi dugc 1am kho lanh. Cac thao tac
lién tuc néu trén duogc lap lai 20 lan dé thu duoc 3,3kg nguyén li€u protein dang
bot (san phdm cta vi du 5). Nguyén liéu protein chira angiogenin va/hodc san
pham thiy phan ctia angiogenin véi lugng 15mg/100mg va ty 18 khéi luong cta
xystatin va/hodic san phdm thiy phén clia xystatin so véi angiogenin va/hogc sén
phidm thiy phan ctia angiogenin 1a 0,01. Nguyén liéu protein ¢ thé duoc str
dung truc tiép 1am tac nhan ting cudng dd bén chéc xuong hodc 1am thanh phéan
hoat tinh cta tac nhén ting cudng do bén chic xuong. Déi véi két qua ctia phan
tich hé protein, cé thé thay ring, nguyén lidu protein chira céc san phim thuy

phén ctia asl-casein va k-casein.
Vidu6

Hoa tan 4g nguyén liéu protein cta san pham cta vi du 4 trong 800ml
nude. Sau khi bd sung pancreatin (do Sigma san xuét ) 14 proteaza véi ndng do
cudi cung bing 0,02% khdi lwong va sau d6 hdn hgp duogc cho tién hanh xir ly
enzym & nhiét d6 37°C trong thoi gian 8 gio. Sau khi bét hoat proteaza bing
phuong thirc xr Iy nhiét & nhiét do 90°C trong thoi gian 5 phut, hdn hop duoc
lam khé lanh d& thu duoc 3,2g nguyén liéu protein (san phdm cta vi du 6).
Nguyén liéu protein thu dugc theo cach nhu vdy chira san pham thily phan cta

angiogenin vd4i lugng 2,0mg/100mg va ty 1€ khéi luong ctia san phdm thiy phan
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clia xystatin so v&i san phdm thily phéan cta angiogenin 1 0,45 va phan tir lugng
clia nguyén liéu protein bang hoic thdp hon 8000. Do d6, nguyén liéu protein cé
thé duge st dung truc tiép lam tic nhan ting cudng d6 bén chic xuong hoic lam
thanh phan hoat tinh clia tac nhan ting cudng do bén chéc xuong. Pdi véi két
qua ciia phén tich hé protein, c6 thé thay rang, nguyén liéu protein chira c4c san

pham thily phan cuia p-casein va k-casein.
Vidu7

Hoa tan 4g nguyén liéu protein clia san phdm cta vi du 5 trong 800ml
nude. Sau khi bd sung trypsin (do Sigma san xuét ) 1 proteaza dé thu duoc ndng
do cudi cung bang 0,03% khbi luong, hdn hop dugc cho tién hanh xir ly enzym
& nhiét dd 37°C trong thoi gian 8 gio. Sau khi bt hoat proteaza bing phuong
thire xr ly nhiét & nhiét do 90°C trong thoi gian 5 phaut, hén hop duge 1am kho
lanh dé thu duoc 3,0g nguyén lidu protein (san phdm cta vi du 7). Nguyén liéu
protein thu dugc theo cach nhu vy chira san phdm thiy phén cta angiogenin
vé6i lugng 14mg/100mg va ty 18 khbi lugng clia san pham thily phan ctia xystatin
so v6i san pham thiy phan ciia angiogenin trong nguyén liéu protein 13 0,015 va
phén tr lugng cua nguyén li¢u protein béng hodc thdp hon 8000. Do d6, nguyén
liéu protein co thé duoc str dung truc tiép lam tac nhan tang cuong do bén chic
xuong hodc lam thanh phan hoat tinh cta tdc nhan ting cudng do bén chéc
xuong. Dbi v6i két qua cia phan tich hé protein, c6 thé thay rang, nguyén liéu
protein chira cac san pham thily phan cla asl-casein va k-casein.

Vi du so sanh 3

Tron 10mg phan xystatin thu dugc trong vi dy tham khao 3 va 100mg
nguyén liéu protein clia san pham ctia vi dy 4 dé diéu ché nguyén liéu protein
(san pham ctia vi du so sanh 3) trong d6 ham lugng cia angiogenin va/hodc san
phdm thiy phén cua angiogenin la 1,8mg/100mg va ty 1& khéi luong cla
xystatin va/hodc san phim thiy phan cia xystatin so véi angiogenin va/hogc san
pham thiy phan ciia angiogenin [ 5.

Vi du so sanh 4

1g phan angiogenin thu dugc trong vi dy tham khao 1 va 2g nguyén liéu
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protein cta san pham ctia vi du 5 dugc tron va dugc hoa tan trong 800ml nude.
Sau khi bb sung trypsin (do Sigma san xuét ) 1a proteaza & nong do6 cudi cling
béng 0,02% khdi lugng, hdn hop duge cho tién hanh x Iy enzym & nhiét do
37°C trong thoi gian 12 gid. Sau khi bat hoat proteaza bang phuong thirc xtr ly
nhiét & nhiét dd 90°C trong thoi gian 5 phit, hén hop duge lam kho lanh dé thu
duoc 2,8 nguyén liéu protein (san phim cia vi du so sanh 4). Nguyén lidu
protein thu dugc theo cach nhu vay chira san phdm thiy phin ciia angiogenin
vé6i lugng 39mg/100mg va ty 18 khéi lugng clia san pham thily phan cua xystatin

so v6i san pham thily phan ctia angiogenin 1a 0,0025.
Vi du so sanh 5

Cot (duong kinh: 5cm, chiéu cao: Scm) dd nap 100g nhya trao d6i cation
(CM Sepharoza FF; dugc san xuét béi GE Healthcare) duoc rira ky béng nudc
khtr ion va 40 lit sita gdy chua tiét trung (pH = 6,7) dugc dua lén cdt vai tbc do
dong bang 40ml/phit. Sau khi rira k¥ bing nudc khir ion, protein hdp phu trén
nhya duoc rira giai bing cach st dung dung dich dém cacbonat 0,02M (pH =
6,8) chira natri clorua 0,98M. Dich rtra giai duoc khir mubi bang cach sir dung
mang thdm thau nguoc va dich rira giai da khr mudi duoc lam khé lanh dé thu
dugc 20g nguyén li€u protein dang bot (san phim cua vi du so sanh 5). Nguyén
liéu protein chira angiogenin va/hodc san phdm thuy phan cta angiogenin véi
lugng 1,5mg/100mg va ty 1€ khédi luong ciia xystatin va/hodc san phdm thiay
phén cua xystatin so vdi angiogenin va/hodc san phim thily phén ctia angiogenin
1a 0,001.

Vi du thtr nghiém 2

Téc dung ting cudng do bén chic xuong ctia mdi trong sb cac san pham
ctia vi du 4 va 5 va san phdm cua vi du so sanh 3 va 5 duge x4c dinh bang cac
tht nghiém trén dong vat. Chudt C3H/HeJ (5 tudn tudi, gidi tinh duc) dugc s
dung cho cac thir nghiém trén dong vat. Sau khi lam cho thich nghi trong 1 tuan,
chudt dugce phan thanh 5 nhém (6 chudt/nhém). Chudt duge dung cho san phédm
cua vi du 4 hoac 5 hodc san phém cua vi du so sanh 3 hoac 5 theo dudng miéng

vé6i lugng 5mg trén 1kg thé trong mdi ngdy mot 14n trong thoi gian 4 tuin bang
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cach str dung éng thong. Nhém dbi chimg khong duoc st dung bét ky san pham
nao trong vi du 4 va 5 va san phdm ctia vi du so sdnh 3 va 5 khong duogc st
dung. Sau khi hoan tat viéc st dung (tudn thir tu), mat do xuwong cuia xuong bng
bén phai cia mdi mdt chudt duge do bing cach st dung thiét bi chup vi cét 16p

(do Rigaku Corporation san xuét). Két qua duoc thé hién trong bang 2.

Bang 2
Mat d6 xuong (mg/cm’)
Nhém dbi ching 1299 + 10
San pham cua vi du 4 1328 £ 11
San phm cia vi du 5 1331+ 12
San phim cta vi du so sanh 3 1302 £ 10
San phim cia vi dy so sanh 5 1303 £ 9

Nhu duoc thé hién trong bang 2, cic nhém duge dung san phim cua vi du
4 hodc 5 theo duong miéng ma san phadm nay 1a nguyén liéu protein theo sang
ché thé hién su gia ting déng ké v& mat d6 xuong khi so sanh véi nhém déi
chimg va cac nhém dugc dung san pham ctia vi du so sdnh 3 hodc 5 theo dudng
miéng.
Vi du thr nghiém 3

Tac dung tang cudng do bén chic xuwong cua mdi trong sb cac san phadm
cua vi du 6 va 7 va san phém cua vi du so sanh 4 va 5 dugc xac dinh béng cac
thr nghiém trén dong vat. Str dung 48 con chudt SD (51 tuan tudi, gidi tinh céi)

cho cdc thir nghiém trén dong vat.

Chuét dugc phan thanh 6 nhém (8 chudt/nhém). Tién hanh thi thuét cét
b6 budng trimg & 5 nhém va mot nhém con lai duge cho tién hanh phiu thuat
gia. Sau giai doan 4 tudn phuc hdi, chudt tri qua thu thuét cit bod budng trimg
duoc dung san phdm ctia vi du 6 hozic 7 hodc san pham ctia vi du so sédnh 4 hodc
5) theo dudng miéng voi lugng Smg trén 1kg thé trong chudt mdi ngay mot lan
trong thoi gian 16 tudn bing céach sir dung 6ng thong. Nhém ddi chimg khong
duoc st dung bat ky san phim ndo trong vi du 6 va 7 va san phém cua vi du so

sénh 4 va 5. Sau giai doan 4 tudn phuc hdi, chudt trai qua phau thuat gia duoc
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nudi trong thoi gian 16 tuan theo cach tuong ty nhu nhém d6i ching. Sau khi
hoan thanh viéc st dung (tudn thtr 16), mat do xuong ciia xuong bng bén phai
cia mdi mdt chudt duge do béng cach st dung thiét bi chup vi cét 16p (do

Rigaku Corporation san xuét ). Két qua dugc thé hién trong bang 3.

Bang 3
M4t d6 xuong (mg/cm’)

Nhom dbi chimg 550 + 10
Nhom phau thuit gia 600+ 9
San phim ctia vi du 6 597 £ 11
San phdm cua vi du 7 595+12
San phim ctia vi du so sanh 4 556 + 13
San phim cta vi du so sénh 5 554 +£11

Nhu duoc thé hién trong bang 3, cdc nhém duge ding san pham cua vi du
6 hoic 7 theo dudng miéng ma san phdm niy 13 nguyén liéu protein theo séng
ché thé hién sy gia ting dang k& v& mat do xuong khi so sanh véi nhém ddi
chirng va cac nhom duoc dung san pham cta vi du so sanh 4 hoiic 5 theo dudng
miéng. Ngoai ra, mit d§ xuong tiém cén sat mat dé xuong cuia nhom phéu thuat
gia.
Vidu8

Didu ché ché phdm 16ng bd sung dinh dudng ting cuong dd bén chéc xuong

Hoa tan 5g nguyén li€u protein cluia san phdm cua vi du 4 trong 4995¢g
nuée khir ion. Dung dich nay dugc khudy véi tbc do 6000 vong/phit trong thoi
gian 30 phut bang cach st dung thiét bi tron ddng héa TK (TK ROBO MICS; do
Tokushu Kika Kogyo co., Itd. san xudt ) dé thu duge dung dich chira san pham
cia vi du 4 véi lugng 100mg/100g. Sau do, 4,0kg casein, 5,0kg protein dau
nanh, 1,0kg dau c4, 3,0kg dau tia 6, 18,0kg dextrin, 6,0kg hdn hop khoang chit,
1,95kg hdn hop vitamin, 2,0kg chit nhii tvong, 4,0kg chét 6n dinh va 0,05kg
tinh chit duoc bd sung vao 5,0kg dung dich. Hon hop dugc nap vao tai c¢d cong
(200ml) va dugc vo tring & nhiét 4o 121°C trong thoi gian 20 phut béng céch sir
dung ndi hdp vo tring (binh 4p luc loai 1, RCS-4CRTGN; do Hisaka Works,
Ltd. san xuét) dé tao ra 50kg ché pham dinh dudng dang 16ng ting cuong do bén
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chic xwong. Quan sat su két tia bat ky va khong con cam thiy huong vi bt
thuong nao trong ché phim dinh dudng dang long ting cudng dd bén chic

xuong thu dugc theo cach nhu vay.
Vidu9
Didu ché thue an dang gel ting cuong do bén chic xuong

Hoa tan 2g nguyén li€u protein cia san phim cua vi du 5 trong 708g nuéce
khtr ion. Dung dich nay dugc khudy va duoc tron béang cach st dung thiét bi siéu
phan tan (ULTRA-TURRAX T-25; dugc san xuédt béi IKA Japan) véi toc do
9500 vong/phut trong thoi gian 30 phut. B6 sung 40g sorbitol, 2g chét tao chua,
2g tinh chét, 5g pectin, 5g protein nudc sita cd ddc, 1g canxi lactat va 235g nudc
khtr ion vao dung dich. Sau khi khudy va trén, hdn hop dugce nap vao tii dung
d3c biét dung tich 200ml va dugc vo tring & nhiét do 85°C trong thoi gian 20
phut va tai duge gén kin dé ¢6 duge 5 thi (200g) thire &n dang gel tang cuong do
bén chic xwong. Quan sét sy két tia bit ky va khong con cam thiy huong vi bat
thuong nao trong thirc &n dang gel tdng cuong do bén chéc xuong thu dugc theo

cach nhu vay.
Vidu 10
Didu ché dd udng ting cuong d6 bén chéc xuong

Hoa tan 2g chit axit hoa trong 706g nudc khir ion va hoa tan 4g nguyén
liéu protein cla san phém cua vi du 6 trong dung dich. Dung dich nay dugc
khudy va tron bing céach sir dung thiét bi siéu phan tan (ULTRA-TURRAX T-
25; do IKA Japan san xuat) véi tbc dd 9500 vong/phut trong thoi gian 30 phit.
Sau khi bd sung 100g maltitol, 20g xi-rd tinh bdt d& khir, 2g tinh chét va 166g
nudce khir ion, hdn hop dugc nap vao lo thiy tinh dung tich 100ml. Sau khi dugc
vd trung & nhiét d6 95°C trong thoi gian 15 gidy, lo nay duogc gén kin dé c6 dugc
10 chai (100ml) dd ubng ting cuong do bén chic xuong. Quan sat su két tia bat
ky va khong con cam thdy c¢6 huong vi bat thudng nao trong dd udng ting

cudng do bén chéic xuong thu duge theo cach nhu vay.

Vidy 11
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biéu ché thic dn tang cuong d6 bén chiac xuong

Hoa tan 2kg nguyén liéu protein cliia sdn phim cta vi du 7 dugc hoa tan
trong 95kg nudce khir ion. Dung dich dwoc khudy va tron béng céch sir dung thiét
bi tron dong héa TK (MARK II 160; dugc san xuét béi PRIMIX Corporation)
véi tde dd 3600 vong/phat trong thoi gian 40 phit dé thu dwoc dung dich chira
san phim cta vi du 7 véi luong 2g/100g. Sau d6, 12kg ba dau nanh, 14kg bot
sita gly, 4kg dau dau nanh, 2kg dau ngd, 23,2kg dau co, 14kg tinh bot ngd, 9kg
bot mi, 2kg cam, Skg hdn hop vitamin, 2,8kg xenluloza va 2kg hdn hgp khoang
chét duoc bd sung vao 10kg dung dich. Hon hop duoc vo triung & nhiét d§ 120°C
trong thoi gian 4 phiit dé thu duoc 100kg thirc dn cho ché ting cudng do bén

chdc xuong.
Vidu 12
DPiéu ché tic nhén ting cuong do bén chac xuong (vién nén)

Céac nguyén liéu thd dugc tron theo ty 1€ duoc thé hién trong bang 4. Sau
d6, 1g hdn hop dugce tao ra va tao vién nén theo céch thdng thuong dé didu ché

tac nhan tang cudng do bén chac xuong.

Bang 4

Glucoza két tinh ngdm nudc 92,5% (% trong luong)
Nguyén liéu protein (san phdm ctia vi du 1) 1,0%

Hon hop khoang chét 5,0%

Este dudong 1,0%

Tinh chét 0,5%
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YEU CAU BAO HQ

1. Nguyén liéu protein chira angiogenin va/hodc san phim thuy phan cta
angiogenin véi lugng nim trong khoang tir 2 dén 15mg/100mg va xystatin
va/hodc san pham thiy phan cia xystatin theo ty 1& khdi luong so voi
angiogenin va/hodc san pham thuy phéan cua angiogenin nam trong khoang tur
0,003 dén 0,6.
2. Thirc &n chira nguyén liéu protein theo diém 1.
3. P6 ubng chtra nguyén lidu protein theo diém 1.
4. Thuc pham chira nguyén liéu protein theo diém 1.
5. T4c nhan ting cudng do bén chic xwong chira nguyén lidu protein theo diém
1 lam thanh phan hoat tinh.
6. Phuong phap diéu ché nguyén lidu protein theo diém 1 bao gdm cac bude tir
1) dén 3) sau:

1) diéu ché angiogenin va/hodc sén pham thay phén cta angiogenin;

2) diu ché xystatin va/hodc san pham thiy phén cta Xystatin; va

3) tron xystatin va/hodc san pham thuy phan cua xystatin theo buée 2) néu

trén va angiogenin va/hodc san pham thily phan cta angiogenin theo budc

1) néu trén theo ty 18 khdi luwong so véi angiogenin va/hodc san pham thuy

phan ctia angiogenin nim trong khoang tir 0,003 dén 0.,6.
7. Phuong phép san xuat nguyén liéu protein theo diém 1 bao goém budc chibt
phan chira angiogenin va/hodc san pham thily phén cua angiogenin va xystatin
va/hodc san pham thiy phan cta xystatin tir sita va/hoic nguyén liéu thu duoc tir
sita theo ty 1& khdi luong so véi angiogenin va/hodc san pham thuy phéan cta
angiogenin nam trong khoang tir 0,003 dén 0,6.
8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 phuong phép nay con bao gdém buée thay

phan angiogenin va/hodc xystatin chira trong phan di néu bang enzym.

-24-





