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(54) PHUONG PHAP PHAT HIEN GALACTO-OLIGOSACARIT

(57) Sang ché dé cap dén phuong phap phat hién va dinh luong galacto-oligosacarit trong
mau chira galacto-oligosacarit va dextrin, khac biét ¢ chd, mau néu trén dugc cho phin ing
v6i chat phan Gmg dan xuit hoa dé tao dan xuét dextrin va galacto-oligosacarit trong mau
nay, sau d6 thanh phan galacto-oligosacarit trong mau dugc tach ra bang cach sic ky long
hiéu ning cao st dung cot sic ky dao pha C30, nho d6 phat hién va dinh luong chinh xéac
galacto-oligosacarit theo cach d& dang va véi chi phi thap.

Phi shc ké HPLC déo pha - diin xudt PMP (C30)
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Linh vue ky thuat dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén phuong phap phat hién va dinh luong galacto-oligosacarit

trong mau chira galacto-oligosacarit va dextrin.

Tinh trang ky thuit clia sang ché

Galacto-oligosacarit 1a hdn hgp cua cac oligosacarit, mdi oligosacarit dugc tao
thanh boi galactoza Iam thanh phin chinh va ¢6 kiéu lién két khac nhau, va thudng dugc
san xuét bang cach cho lactoza tham gia phan ung chuyén tiép st dung B-galactosidaza.
Galacto-oligosacarit da dugc thong bao 1a ¢ céc loi ich vé mit sinh 1y nhu 1am ting
lwong vi khudn bifidus trong rudt non dé diéu hoa moi truong bén trong rudt, va lam
giam lugng m&d & mac treo rudt va nho do g6p phin vao viéc phong ngira cdc bé¢nh &
ngudi truéng thanh, va doi khi, dugce phat hién 13 hitu ich 1am thuc pham ding cho muc
dich strc khoe cu thé, thuc phdm chirc ndng, hodc nguyén li¢u cho thuc phim nay. Néu
galacto-oligosacarit dugc st dung lam thanh phan cta thyc phim ding cho muc dich stc
khoe cu thé, v.v., it liéu phan tich dinh lugng phai dwoc thé hién dé dam bao chét lugng
ctia nd, su tudn thu céc tiéu chuén, va viéc st dung lam thanh phﬁn chirc ning, va theo do,
vin ¢6 nhu ciu vé viéc thiét 1ap phuong phap dinh lugng véi do chinh xac cao.

Mot phuong phép dinh lugng cac galacto-oligosacarit trong dd udng hoic thyc
phim 14 bd sung P-galactosidaza vao dé tac dung véi galacto-oligosacarit, dinh lugng
galactoza dugc tao ra do qud trinh phan hiy bing enzym, va tinh toan lugng oligosacarit
(tai liéu phi sdng ché 1). Tuy nhién, viéc phat hién galactoza duoc tao ra can phai st dung
phuong phap sic ky 1ong hiéu nang cao co sy trao dbi anion dugc 1&p thiét bi phét hién
dién hoa kiéu xung dt tidn, diéu nay lam cho tinh hitu dung chung ctia phuong phép nay
thép. Ngoai ra, néu dd uéng hodc thuc phém chira lactoza hodc céac thanh phén dinh
dudng khéc, khong thé phéan biét dugc galactoza dugc tao ra bang cach xt ly bing enzym
v6i galactoza tach ra tir lactoza, do do lam giam do chinh x4c cia qua trinh dinh lugng
galacto-oligosacarit.

Phuong phép khéc hién dang dugc st dyng ma nho d6 thanh phan dic trung trong
galacto-oligosacarit, nhu 4’-galactosyl lactoza (4’-GL; Galp1-4GalB1-4Glc), dugc dinh

lugng va tong lugng galacto-oligosacarit dugc tinh toan dua trén lugng 4’-GL. Phuong
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phap nay ddc biét hitu hidu néu ham luwong 4-GL trong galacto-oligosacarit dugc st
dung 1a da biét va ham lugng nay 6n dinh giita cac mé phan tich. Pé dinh lugng 4°-GL
trong mau dd udng hodc thuc phdm, thong thuong, phuong phép tach cac thanh phén
khac trong db udng hodc thuc phdm nay ra khoi 4’-GL bing cach sic ky loc gel dva trén
kich thudc phan tir duge st dung cha yéu.

Tuy nhién, nhu d3 néu trén ddy, galacto-oligosacarit thuong duoc st dung lam
nguyén li¢u chirc ndng trong d6 ubng va thuc phdm giau dinh dudng nhu sita bt cong
thirc dung cho tré nhé va céc san phim sita 1én men, va trong nhiéu trudong hop, cac dd
ubng va thuc pham nay chira cac ngudn dudng c6 phan tir twong duong vé kich thuée véi
4°-GL, trong truong hop nay, khong thé tach cdc ngudn duong nay ra khéi 4°-GL bing
cach séc ky loc gel. Vi du, nd lyc dé tach va dinh luong 4°-GL trong dd uéng hodc thuc
pham chira maltotrioza, 12 mot loai duong c6 mit trong dextrin, bing cach sic ky loc gel
s& tao ra cac dinh chéng 1én nhau tir hai chit da dugc rira giai ra khéi cot, do maltotrioza
¢6 kich c& phén tir gibng véi 4’-GL, do d6 anh hudng dén viéc dinh lugng 4’-GL hoic cu
thé 1a viéc dinh lugng galacto-oligosacarit.

Trong s6 cac phuong phép phat hién oligosacarit bang cach sic ky dao pha,
phuong phap sir dung cét séc ky dao pha C8 hogc C18 1a da biét (tai liéu sang ché 1). Tuy
nhién, nd luc dé tach galacto-oligosacarit trong dd udng hoic thuc phim bang cach sir
dung ¢t nay s& khong tach dugc thanh phan galacto-oligosacarit ra khoi cac thanh phén
khac trong dd udng hoic thyuc phim.

Tai lidu sang ché

Tai liéu séng ché 1: Ban dich ra tiéng Nhat Ban da dugc cong bd cua don sing
ché qudc té PCT s6 2007-523352
Tai liéu phi sang ché

Tai liéu phi sang ché 1: Journal of AOAC International, Volume 85, Number 2,
March 2002, pp. 417-423(7)

Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Theo d6, muc dich cua sang ché 1a dé xudt phuong phéap dinh luong chinh xéac 4°-
GL va galacto-oligosacarit bing cach tach 4’-GL theo cach d& dang va v6i chi phi thip ra
khoi mau chira galacto-oligosacarit va dextrin.

Sau khi nghién ctru k§ ludng dé dat dugc muc dich néu trén, cac tac gia sang che
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d3 hoan thanh sang ché sau khi phat hién dugc rang, bang cich cho miu chira galacto-
oligosacarit va dextrin phan g véi chét phan tmg din xut hoa dé tao din xuét dextrin
va galacto-oligosacarit trong mau ndy, va tiép d6, tién hanh sic ky 1éng hi¢u ning cao san
phdm tao thanh bang cach st dung cot séc ky dio pha C30, thanh phan galacto-
oligosacarit trong mau c6 thé duoc tach ra hoan toan.

N6i theo cach khac, sang ché dé xudt phuong phap phét hién va dinh luong
galacto-oligosacarit, cu thé 1a d xuit phuwong phéap phét hién va dinh luong galacto-
oligosacarit trong mau chira galacto-oligosacarit va dextrin, khac biét & chd, miu nay
dugc cho phan tng v6i cht phan tng din xult héa dé tao din xudt dextrin va galacto-
oligosacarit trong mau, sau d6 thanh phin galacto-oligosacarit trong mau nay dugc tach

ra bang cach sic ky 16ng hiéu ning cao st dung cot sdc ky ddo pha C30.

Hiéu qua dat dugc cia sang ché

Theo phuong phap phat hién va dinh lugng duge d& xut boi sang ché, thanh phan
galacto-oligosacarit va cac thanh phan khéc trong mau c6 thé dwogc tach ra mot cach dé
dang véi chi phi thap dé cho phép dinh lugng chinh xac galacto-oligosacarit. Bing cach
st dung phuong phap dugc @& xuét boi sang ché d& phat hién va dinh lugng galacto-
oligosacarit trong dd uéng, thuc phém, v.v., luong galacto-oligosacarit c6 mét trong dd
ubng, thyc pham, v.v., c6 thé duge kiém soat mot cach chinh xdc dé cho phép dam bao vé
chat luong, trong khi cling cho phép thu duge va thé hién cac dit liéu thir nghiém hiéu

qua khac nhau, v.v..

M ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 14 ph sic ky HPLC bang cach st dung cot loc gel.

Fig.2 la phd séc ky HPLC dao pha - dan xuat PMP (C30).

Fig.3 14 ph sic ky HPLC d4o pha - dan xuit PMP (cot dao pha C18).

Fig.4 1a phd sic ky HPLC déo pha - dan xuét PMP (cdt dio pha C8).

Fig.5 12 phd séc ky HPLC d4o pha - dan xuét PMP (C30), dung dich dém Kali
phosphat (40 pH = 4)/CH;CN (78/22).

Fig.6 1a phd sic ky HPLC dao pha - din xudt PMP (C30), dung dich dém kali
phosphat (49 pH = 5)/CH;CN (79/21).

Fig.7 12 phd séc ky HPLC déo pha - din xuét PMP (C30), dung dich dém Kkali
phosphat (d6 pH = 7)/CH3;CN (81/19).
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Fig.8 1a phd sic ky HPLC dao pha - din xuit PMP (C30), dung dich dém kali
phosphat (d6 pH = 7)/CH;CN (82/18).

Fig.9 1a phd sic ky HPLC dao pha - din xuit PMP (C30), dung dich dém kali -
phosphat (49 pH = 8)/CH;CN (82/18).

Fig.10 1a phd sic ky HPLC déo pha - din xudt PMP (C30), dung dich dém kali
phosphat (46 pH = 8)/CH;CN (83/17).

Fig.11 1a phd sic ky HPLC déo pha - din xuit PMP (C30).

M6 ta chi tiét sang ché

Phuong phap phat hién va dinh lugng duoc dé xuit boi sang ché 1a phuong phép
lam cho galacto-oligosacarit c6 mdt trong mau db ubng, thuc phim, v.v., dugc tao din
xut va sau d6, san phim tao thanh dugc sdc ky 1ong hiéu nang cao (HPLC) bing cach sir
dung cot sic ky ddo pha C30, nho d6 tach galacto-oligosacarit ra khéi céc thanh phan
khéc trong mau va dinh lugng galacto-oligosacarit tach dugc. Galacto-oligosacarit la hdn
hop cua céc hop chét tir disacarit dén hexasacarit c6 phan tit chira mot hodc nhiu phén tir
galactoza, dugc thé hién bing cong thirc chung Gal-(Gal)n-Glc (trong d6 Gal 12 nhom
galactoza du, Glc 1a nhém glucoza du, van la sd nguyén nam trong khoang tir 0 dén 4).
CAn luu y rang lactoza khong c6 mit trong galacto-oligosacarit.

Thanh phin chinh ciia galacto-oligosacarit 1a trisacarit 4°-galactosyl lactoza (4’-
GL), chtra lactoza va mot galactoza dugc li€n két voi du khong khir ciia né. Céc thanh
phin cu thé khac bao gdm GalB1-3Gle, Galpl-2Gle, Galpl-6Glc, Galp1-6GalB1-4Glc,
Galf1-6GalB1-4GalB1-4Glc, va Galpl-4Galp1-4GalB1-4Glc, hodc cac thanh phan twong
tw. Trong phuong phap phat hién va dinh lugng dugc d& xult boi sang ché, galacto-
oligosacarit co thé dugc phat hién va dinh lugng dudi dang hdn hop, hodc thanh phén _
galacto-oligosacarit riéng bi€t ¢ thé dugc phét hién va dinh lugng; tuy nhién, theo quan
diém vé d6 chinh x4c dinh lugng, tot hon néu 4’-GL dugec tach ra va sau do dugc phat
hién va dinh lugng, tiép d6 tinh toan dua trén lugng thu dugc dé xac dinh téng lugng
galacto-oligosacarit.

C6 thé thu dugc galacto-oligosacarit theo cach bét ky; vi du, galacto-oligosacarit
dugc tao ra bang phin ung chuyén tiép bang cach sir dung lactoza lam nguyén li¢u, va
enzym phan huy lactoza (B-galactosidaza), co thé duge st dung. Trong qué trinh phan

tng chuyén tiép, vi sinh vat sén sinh ra enzym c6 th¢ dugc bd sung dé tac dung véi
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nguyén liéu nay. Vi du v& cac nguyén liéu chira lactoza bao gbm lactoza c6 ban trén thi
truong, sita, sita bot, nude sita pho mat, hodc nguyén li¢u twong ty. Khong c6 gioi han
theo cach bat ky dbi véi enzym duoc st dung va enzym bét ky c6 thé dugc st dung mién
la enzym nay cO thé tao dan xuit galacto-oligosacarit, trong d6 cic vi du bao gbm cac
enzym c6 thé thily phan lactoza trong nguyén li¢u va lam cho galactoza duogc tao ra boi
qua trinh phén hay chuyén tiép thanh lactoza hodc glucoza, cu thé 1a B-galactosidaza hodc
a-galactosidaza. Cac enzym nay co thé duge st dung mot minh hozc hai hay nhiéu
enzym trong s6 chung c6 thé dugc két hop dé sir dung. Khong c6 gidi han theo bat ky vé
cac diéu kién xir Iy bang enzym, va thong thuong, khoing ndng do thich hgp ctia nguyén
liéu 12 ndm trong khoéng tir 10 dén 70%, c6 @0 pH nam trong khoang tir 3 dén 8, ndng d6
enzym nam trong khoang tir 0,01 dén 100 don vi/ml, nhiét do nam trong khoing tr 20
dén 70°C, va thoi gian phan Ung la tir 2 gio dén 3 ngay. Dudng galacto-oligosacarit dang
16ng c6 ban trén thi truong cling co thé duwoc st dung, nhu Oligomate 55N (Yakult
Pharmaceutical Industry). Ciing co thé st dung galacto-oligosacarit dugc tach tir ngudn
tu nhién chira galacto-oligosacarit va tinh ché bing phuong phap thong thuong. Khong
c6 gidi han theo cach bét ky v& ngudn tw nhién chira galacto-oligosacarit, vi dy, stra cta
cac déng vat c6 vi co thé duge sir dung.

Trong sang ché nay, khong c6 gidi han theo cach bt ky vé miu dugce st dung dé
phat hién va dinh lugng galacto-oligosacarit, mién 12 né chira galacto-oligosacarit va
dextrin, va cac vi du bao gém thuc phém dung cho myc dich strc khoe cu thé, thuc phém
chirc néng, thuc phim ting cudng strc khoe, thuc pham bd sung dinh dudng, thuc pham
dic biét ding cho tré nhé/tré em/phu nit mang thai/nguoi &m, thuc phdm dung cho ngudi
gap kho khén khi nudt, sita bot cong thirc dung cho tré nhoé hodc cac dd uéng, thuc phém
khéac hodc nguyén liéu cta ching, va cdc san phim dugc phédm, ngoai céc loai khéc.
Trong sb cac loai ndy, t5t hon néu phuong phép dugc @2 xudt boi sang ché duge sir dung
cho sita bot cong thirc diing cho tré nho chira ham lugng céc thanh phén dudng cao, do
n6 cho phép phat hi¢n va dinh luong galacto-oligosacarit v&i d chinh xdc cao. Dextrin la
thuat nglt chung dé& chi cac chit chira ba hodc nhiéu phan t glucoza dugc polyme hoa
v6i nhau. Mot loai dextrin 13 maltodextrin, loai ndy 1a polyme cua cac D-glucoza dugc
polyme héa v6i nhau béi li€n két 0-1,4, c6 trong lugng dextroza twong dwong nho hon 20,
va thu dugc bing cich thity phén tinh bot.

Maltodextrin bao gdm maltotrioza chtra ba phan tir glucoza, tetrasacarit chira bon
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phan tir glucoza duge polyme hoa véi nhau, va polysacarit chira nhiéu phén tir glucoza
duoc polyme héa véi nhau. Maltotrioza, chira ba phén tir glucoza duge polyme hoa v6i
nhau, c6 kich thuéc va trong lugng phén tir gidng nhu 4°-GL, ngoai trir cAu tric cta
nhom hydroxyl dang rin ciia n6 c6 khac biét mot phan. Trong trudng hop cac phan tir c6
cung kich thuéc véi 4’-GL ¢6 mét trong mAau d6 udng, thuc pham, v.v., cdc phuong phap
théng thuong nhu sic ky loc gel co thé khong tach dugc 4°-GL va maltotrioza dé dinh
luong galacto-oligosacarit; tuy nhién, bang cach st dung phuong phap duge dé xuét boi
sang ché, hai chét nay co thé dugc tach ra hoan toan. Trong lugng duong lugng dextroza
13 ddu hiéu thé hién ctia duong khir trong mau dudi dang glucoza, thu dugce dudi dang
theo ty 1€ % ham luong chét rin. Gia tri 16n nhét cta trong lugng duong lugng dextroza
14 100, didu nay cho thdy ring toan bd ham luong chét rén 1a glucoza. Trong lugng
duong lugng dextroza la dAu hiéu chi bao vé ty 1& thily phén tir tinh bot, trong d6 dextrin
¢6 trong lugng duong lugng dextroza nhé hon, hogc cu thé 1a ty 16 thiy phéan thip hon,
chita thanh phan polysacarit nhiéu hon. Mit khac, dextrin c6 trong lugng duong luong
dextroza 16n hon, hodc cu thé 1a ty 1 thuy phan cao hon, chira thanh phan oligosacarit
nhiéu hon.

Trong phuong phap phat hién va dinh lugng duoc @& xuét boi sang ché, trudc tién,
chét phan timg din xuit héa duge cho phan Gmg véi mAiu dé tao din xuit duong trong mau.
Khong c6 gidi han theo cach bét ky v& chit phan tmg dAn xuét hoa, min 1a chét ndy c6
thé tao din xuét galacto-oligosacarit, trong d6 cac vi du bao gdm céc din xuét ky nude co
kha nang hip thu 4nh sang tir ngoai hogc anh sang trong thdy hodc phat hién anh sang
huynh quang, hodc cu thé 1a hop chit 1-phenyl-3-metyl-5-pyrazolon (PMP), 2-
aminopyridin, 2-aminobenzamit, 3-aminoquinon, etyl 4-amino benzoat, butyl 4-amino
benzoat, va 4-trimetyl amoni anilin, va mét loai dan xuét bat ky dugc chon tir nhém néu
trén ¢6 thé duogc st dung. Cu thé, t6t hon 1a PMP dugc st dung dé tach hoan toan cac
thanh phén galacto-oligosacarit.

Trong truong hop din xuét héa bing PMP, qué trinh din xuét hoa co thé dugc
thuc hién bﬁng cach, vi du, bd sung dung dich metanol PMP 0,5M va dung dich NaOH
0,6M vao mau dé cho phan ung xay ra trong thoi gian 30 phat & nhiét do 70°C, va tiép do6
bd sung dung dich axit clohydric 0,IM va clorofom vao chit 16ng phan ung @8 khudy hdn
hop, sau d6 loai bé clorofom tao ra 16p & day. Mic di duong nhu galacto-oligosacarit cO

tinh wa nudc, viéc tao din xuit cla nd bang chat phan ung din xuat hoa ky nude lam cho
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phan dugc din xuét hoa ctia dudng ky nudc van con lai trong ct 14u hon néu n6 duoc
nap vao cot sic ky 16ng hiéu ning cao chtra cac nhom alkyl trong pha tinh, so véi thanh
phan ra nuée.

Sau khi xir ly din xudt hoa, miu dugc sic ky léng hiéu niang cao dé tach thanh
phan galacto-oligosacarit trong mau nay. Trong séng ché nay, cot dugc st dung dé sic ky
16ng hiéu néng cao la cot sic ky dao pha C30, hodc cu thé hon 1a c6t chita cac nhém alkyl
(cac nhom triacontyl) ¢6 30 nguyén tir cacbon trong pha tinh. Piéu nay 1a do cot c6 30
nguyén tir cacbon phai dugc st dung @8 tach hoan toan galacto-oligosacarit trong mau.
Cac vi du cu thé hon bao gdm Develosil RPAQUEOUS (Nomura Chemical), Develosil
C30-UG (Nomura Chemical) va Inertosil C30 S-Select (GL Sciences). Trong sb cac cot
nay, cot c6 pha tinh chita cidc nhom cis alkyl c6 céc lién két d6i dugce vu tién, hodc cu thé
12 Develosil RPAQUEOUS (Nomura Chemical) 1a dugc uu tién, theo quan diém vé kha
ning tich galacto-oligosacarit. Cac cot sdc ky dao pha C30 1a thich hop dé phan tach
galacto-oligosacarit, didu nay chic chin 12 do chiéu dai va ciu tric dang rin clia céc
nhém alkyl s& 1am cho thoi gian lwu ciia galacto-oligosacarit, maltotrioza, v.v., thay ddi.

Khong ¢6 gi6i han theo cach bit ky déi voi dung mdi rira gidi c6 thé duge s dung
lam pha dong cua phuong phéap sdc ky long hiéu ning cao, mién 12 dung mdi nay khong
lam anh hudéng bét loi dén cot hodc thiét bi, va cac vi du bao gﬁ“)m dung moi rira giai chi
duoc tao thanh tir nude, dung mdi rira giai chi duge tao thanh tir dung dich dém, va chét
16ng hdn hop clia nude hodc dung dich dém va dung moi hitu co phan cyc, trong do viéc
stt dung chit 1ong hon hop chira dung dich dém va dung moi hitu co phén cuc 1a duge vu
tién. Khong c6 gioi han theo cach bt ky v& ty 1¢ tron (theo thé tich, tat ca cac ty 1¢ tron
sau day dugc thé hién b%mg don vi tinh theo thé tich) ctia dung dich dém va dung mdi hitu
co phan cuc, nhung tét hon 13 ty 1& dung dich dém/dung moi htu co phén cyc nim trong
khoang tir 79/21 dén 80/20. Didu nay 1a do khi st dung dung mdi rira gidi trong khoang
ndy, galacto-oligosacarit dugc tich mot cach hoan toan va c6 thé thu dugc phd sic ky tot.
Vi ly do tuong tu, tdt hon néu do pH cua dung dich dém ndm trong khoang tir 4 dén 8,
hoic dic biét tot hon 1a ndm trong khoang tir 5 dén 6.

Ngoai ra, dé lam dung dich dém, t6t hon néu dung dich hdn hop duoc sir dung
chira it nhit mot loai dung dich dugc chon tir dung dich dém kali phosphat, dung dich
dém kali xitrat, dung dich dém amoni format, va dung dich dém kali axetat, va dé 1am

dung moi hitu co phén cuc, it nhit mot loai dung moi duge chon tir axetonitril, metanol,
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etanol, propanol, va butanol, trong d6 viéc sir dung dung dich hdn hop clia dung dich dém
kali phosphat va axetonitril dugc déc biét uu tién, tdt hon néu d6 pH cta dung dich dém
kali phosphat nam trong khoang tir 5 dén 6, va tét hon 13 ty 1& tron cta dung dich dém
kali phosphat va axetonitril nim trong khoang tr 79/21 dén 80/20, tinh theo ty 1& dung
dich dém kali phosphat/axetonitril.

Phuong phép sic ky 16ng hiéu ning cao ¢ thé dugc thuc hién bang cach st dung
thiét bi HPLC c6 ban trén thi truong, va sy lam can bang cdt, toc do dong, va cac didu
kién khac nhau khac c6 thé dugc thiét 1ap dudng nhu 1a thich hop, dwa vao thé tich cta
mAu, v.v.. Sau khi sic ky 16ng hiéu nang cao, phan doan thu dugc co thé duoc phat hién
va dinh luong bang cach st dung cac bd phat hi¢n khac nhau. Vi du, bd phét hién su hép
thu 4nh sang t& ngoai, bd phat hién sy hép thu anh sang trong thiy, hodc bd phat hién su
hép thu khéc, bd phat hién bét ky trong céc bd phat hién sw quay quang, hodc bo phat
hién anh sang huynh quang, v.v., ¢0 thé dugc stir dung. Trong sang ché nay, viéc st dung
bd phét hién sy hép thu tir ngoai cho phép dinh lugng don gian va cling chinh xéc.

Dé 1am phuong phép phat hién va dinh lugng galacto-oligosacarit trong mau, vi dy,
cac phuong phép duge mo ta dudi day co thé dugc str dung. Trude tién, nudc hodc dung
moi khic duoc cho thém vao mau chira galacto-oligosacarit ¢6 ham lugng 4°-GL da biét,
d8 hoa tan mau, va tiép do lugng thich hop cia chit tham chiéu ndi dugc cho thém vao
dé diéu ché dung dich mau. Theo cach riéng biét, galacto-oligosacarit va chit tham chiéu
noi giéng nhau dugc hoa tan trong nudc, v.v., dé didu ché dung dich thr nghiém chét
chuén. Dung dich thtt nghiém chét chudn ndy dugc pha lodng theo bac dé didu ché, vi du,
dung dich pha lodng 10 14n, dung dich pha loang 20 14n va dung dich pha loang 40 1an.
Tiép d6, dung dich mau va dung dich thir nghiém chét chudn duoc tao dan xut bing chét
phan tng dan xuét héa 13 PMP, v.v.. Dung dich miu da tao dan xuét va dung dich tht
nghiém chét chudn dugc sic ky 1ong hiéu nang cao twong Gng 8 thu dugc cac phd sic ky
bing cach st dung bd phat hién. Cac diéu kién ciia phuong phap sic ky long hiéu ning
cao 1a nhu da néu trén day.

Két qua thu dugc cia dung dich thir nghiém chit chuén dugc ding dé tao ra dudng
cong hiéu chinh. Pbi v6i mdi dung dich thir nghiém chét chuin dugc pha lodng béc,
duong cong hiéu chinh thu dugc dya trén phuong phap binh phuong ti thiéu, voi truc
nim ngang thé hién ham luong cua galacto-oligosacarit va truc thing dtng thé hién ty 1¢

dién tich ctia 4’-GL va chét tham chiéu noi, dya vao cong thirc sau (duong cong hiéu
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chinh):
Ty 1€ dién tich (y) = Hing s6 (a) x Him lugng galacto-oligosacarit (x)

Tiép d6, ty 12 dién tich ciia 4°-GL va chét tham chiéu néi dugc tinh todn tir két qua
ctia dung dich méu va ty 1¢ dién tich dwgce phin dinh cho dudng cong hi€u chinh trén day
sao cho ham lugng cua galacto-oligosacarit trong mAu c6 thé duge tinh toan. Bing cich
tinh toan bd sung két qua tinh todn duoc, néu can, dua vao ty 1& pha lodng, v.v., cla mau
& giai doan xtr Iy so bd, ham lugng galacto-oligosacarit chinh xac duogc dinh lugng.

Séng ché dugc mé ta chi tiét hon dudi day béng cach dua vao cac vi dy, nhung can

lwu y ring sang ché khong bi gi6i han boi cac vi du nay theo cach bét ky.

Vi du thwce hién sang ché
Vi du so sanh 1: Pinh lugng 4°-GL bang cach sir dung phuong phép sic ky loc gel
(1) Biéu ché dung dich mau

Sita bot cong thire dung cho tré nho chira dudng galacto-oligosacarit dang 1éng
(Oligomate 55N: Yakult Chemical Industry) véi ty 18 2,3g/100g, tinh theo ham lugng
galacto-oligosacarit cling nhu maltodextrin véi ty 1€ 1,5 g/100g dugc cén va 2,6g cua nd
duoc cén va hoa tan bang céch cho thém mot lugng nho nudce 4m, sau do, sita bot cong
thirc da hoa tan dugc d& yén cho dén khi n6 ngudi dén nhiét trong phong va tiép d6 nudc
cat duogc thém vao dé thu duogc 20ml sita hoa tan. Cho 4ml sita hoa tan vao binh dinh
luong va tiép d6 cho thém chinh xac 2ml dung dich nude chira chit tham chiéu noi nong
do 0,1%, sau d6 nudc cit dugc thém vao dé tao ra téng thd tich 20ml, dé thu dugc dung
dich mAu (stra bot 101 (GOS dugc thém vao)). Ham lugng galacto-oligosacarit trong mdi
20ml sita hoa tan 12 2,6g x 2,3/100 = 0,0598g, nghia 1a ham lugng trong 100ml 1a 0,299¢g.

D& lam nguyén liéu, sita bot cong thirc ding cho tré nho chira lactoza, protein
nudce sita tiéu hoda duogc, dau co, sira bot toan phén, diu hat co d3 dugc cAt phén doan, dau
dau nanh da tinh ché, duong galacto-oligosacarit dang 1ong, canxi casein, maltodextrin
(tinh bot duge sacarit hoa), diu c4 da tinh ché, canxi cacbonat, magie clorua, lexithin,
kali phosphat, kali clorua, natri phosphat, kali hydroxit, lactoferin, vitamin C, canxi
clorua, st pyrophosphat, taurin, vitamin E, k&m sulfat, xystin, natri xytidylat, niaxin,
canxi pantothenat, vitamin A, dbng sulfat, natri inosinat, natri uridylat, natri guanylat,
vitamin B1, 5’-AMP, vitamin B6, vitamin B2, axit folic, caroten, vitamin D, va vitamin

B12, va céc thanh phan dinh dudng cia sita bot cong thirc dung cho tré nho duoc thé hién
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trong bang 1. Trong bang 1, hydrat cacbon bao gbm lactoza, galacto-oligosacarit, dextrin,

va cac monosacarit.

Bang 1
Céc thanh phan dinh dudng cta sita bot cong thirc dung cho tré nho (trong 100g)
Nang lugng 515kcal Vitamin K 13ug  Axit a-linolenic 0,4g
Protein 11,9¢ Niaxin 4mg  Axit 80mg
docosahexaenoic
(DHA)
Chét béo 27,7g  Axit folic 60ug  Phospholipit 230mg
Hydrat cacbon ~ 55,6g  Axit 4mg  Xystin 190mg
pantothenic
Natri 140mg B-caroten 40pg Taurin 25mg
Tro 2,4g  Axitlinoleic 3,3g  Nucleotit 8mg
Vitamin A 420pg  Canxi 380mg Lactoferin 100mg
Vitamin B1 0,4mg Phospho 210mg B-lactoglobulin 0,2 dén
0,8g
Vitamin B2 0,6mg Sét 7mg Nuéc 2,4g
Vitamin B6 0,3mg Kali 480mg
Vitamin B12 1,5pg Magie 40mg
Vitamin C 60mg Clo 320mg
Vitamin D 7ug  Kém 3mg
Vitamin E 4,5mg Dong 320pg

Galacto-oligosacarit 2,3g (cac dudong c6 mit dugce liét ke duéi day)

Disacarit Galp1-3Glc, Galp1-2Gle, GalB1-6Glc,

Trisacarit Galp1-6 Galp1-4Glc, Galp1-4 Galp1-4Gle

Tetrasacarit va dudng cao hon GalB1-6 Galpl-4 GalB1-4Gle, Galp1-4 Galp1-4 GalBl-
4Glc

(2) Pidu ché dung dich mau plaxebo
DPé lam sita bot cong thirc dung cho tré nho khong chira galacto-oligosacarit, quy

trinh didu ché twong tu v&i quy trinh tao ra sita bot 101 (GOS dugce thém vao) duge thuc
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hién dé didu ché dung dich mau plaxebo (sira bot 102 (plaxebo)). Sira bdt cong thirc dung
cho tré nhé dugc st dung trong qud trinh didu ché nay c6 thanh phin nguyén liu gidng
vé6i thanh phin nguyén liéu cua sira bt cong thirc dung cho tré nhé ma tir do dung dich
mau (stta bot 101 (GOS dugc thém vao)) duge didu ché, ngoai trir viéc n6 khong chura
galacto-oligosacarit va chira maltodextrin vdi ty 1€ 6,2g/100g. Stta bot 101 (GOS dugce
thém vao) chua lactoza cé ngudn gde tir dudng galacto-oligosacarit dang long, galacto-
oligosacarit va cic monosacarit v&i tbng trong luong bang 4,7g/100g, va sita bot 101

(GOS dugc thém vao) va sita bot 102 (plaxebo) chira lurgng hydrat cacbon gidng nhau.

(3) Piéu ché dung dich thit nghiém chét chudn galacto-oligosacarit

Duong galacto-oligosacarit dang long (Oligomate 55N: Yakult Chemical Industry)
dugc can va cho vao binh dinh luong ¢ dung tich 50ml sao cho ham lugng ctia dudng
galacto-oligosacarit dang long 1a 2,0mg/100ml, sau d6 cho thém chinh xac 1ml dung dich
nuée chira chit tham chibu ndi véi ndng do 1% va tiép d6 nudc cAt dugc thém vao dé lam

cho tdng thé tich 12 50ml, dé thu dugc dung dich thir nghiém chét chuan (OMS55N).

(4) Diéu ché dung dich thir nghiém chét chudn maltodextrin

Puong maltodextrin dang léng duge sir dung dé san xuét sita bot cong thirc ding
cho tré nho néu trén (xird chira maltoza v6i ham lugng cao) dugce can va cho vao binh
dinh luong c6 dung tich 50ml sao cho ham lugng cla dung dich maltodextrin 1a
2,0mg/100ml, sau d6 cho thém chinh xéc 1ml dung dich nu6e chira chét tham chiéu noi
v6i ndng dd 1% va tiép d6 nudc cét duge thém vao dé lam cho tdng thé tich 1a 50ml, dé

thu dugc dung dich thir nghiém chét chuin (maltodextrin).

(5) Loc

Dung dich thtr nghiém, dung dich thir nghiém plaxebo, dung dich thir nghiém chét
chuin galacto-oligosacarit va dung dich thir nghiém chit chudn maltodextrin dugc loc
qua bo loc ¢ 0,45pm va dung dich dé loc duoc phén tich trong cac diéu kién HPLC nhu
dudi day.
(6) Phan tich HPLC

Cot: GPC (KS-802) (8,0 X 300mm)

Dung moi rira gidi: nude cét

Téc dd dong: 0,5ml/phut

Bo phat hién: B9 phét hién RI (Shodex SE-201)
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Nhiét do cdt: 80°C

Cac két qua thu dugc dugc thé hién trén Fig.1, trisacarit (maltotrioza: Mal-3) ¢
mit trong maltodextrin va trisacarit 4’-GL ¢6 mat trong dung dich thtr nghiém chit chuin
(OM55N) dugc rira giai tlr cot sau thoi gian luu giéng nhau, va phuong phap sic ky loc
gel cho thdy cac dinh cua maltotrioza trong maltodextrin va 4’-GL trong galacto-

oligosacarit chdng 1én nhau va khong dinh lugng dugc 4’-GL.

Vi du 1: Phd sic ky dao pha HPLC — din xuit PMP bing cach st dung cot C30

Dung dich mau cua sita bot cong thuc dung cho tré nho, dung dich mau plaxebo,
dung dich thtr nghiém chit chuln galacto-oligosacarit va dung dich thir nghiém chét
chudn maltodextrin dugc diéu ché theo cach giéng nhu cach trong vi du so sanh 1. Dung
dich thtr nghiém chét chudn galacto-oligosacarit dugc pha lodng thém bang nudc cht dé
diéu ché dung dich pha loang 10 14n, dung dich pha loang 20 lan, va dung dich pha loadng
40 1An. Nong do cta duong galacto-oligosacarit dang long trong cac dung dich pha loang
1an luot 12 0,2g/100ml, 0,1g/100ml va 0,05g/100ml.

(1) Dan xuit héa PMP

Cho 100p1 ctia mdi dung dich thir nghiém trong sb dung dich mau, dung dich thir
nghiém chit chudn galacto-oligosacarit, va dung dich tht nghiém chit chuén
maltodextrin vao dng thir nghiém c6 ren & miéng va tiép 6 100ul dung dich nuéc NaOH
0.6M dugc thém vao va hdn hop dugc khudy. Tiép d6, 200p1 dung dich metanol PMP
0,5M dugc thém vao va hdn hop duge khudy. H3n hop khudy nay dugc dun néng dén
nhiét @6 70°C trong thoi gian 30 phut dé dugc tao dan xuat véi PMP. Sau khi 1am ngudi
dén nhiét do trong phong, hdn hop duge tao dd axit nhe bang cach cho thém 0,7ml dung
dich nuéc HCI 0,1M, tiép d6 chiét trén co s clorofom dé loai bd chét phan tng du. Cu
thé, khoang 1ml clorofom dugc thém vao va hdn hop duogc khudy trong thoi gian it nhét
30 gidy va tiép d6 duge ly tdm & téc @0 2500 vong/phut trong thoi gian 5 phit dé loai bd
clorofom tao thanh 16p & day. Thao tac tuong tu duoc l3p lai hai 14n. Lép nude duge loc
qua bd loc ¢& 0,45um va tiép d6 hdn hop da loc duge phan tich trong cac didu kién

HPLC duoi day.

(2) Céc didu kién phan tich HPLC
Cot: Develosil RPAQUEOUS (4,6 X 250mm) (C30)
Dung mdi rita giai: Dung dich dém kali phosphat (46 pH = 6)/CH;CN (80/20)
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Téc dd dong: 1,0 ml/phit

Budc song phat hién: UV245nm

Nhiét do cot: 35°C

Cac két qua thu duge dugce thé hién bang duong chim chdm trén Fig.2, dinh cua
4’-GL phat hién dugc trong dung dich mau (stta bot 101) khong phat hién dugc trong
dung dich mau plaxebo (sita bot 102) va didu nay khing dinh ring khi dung dich dugc
tao dan xuét véi PMP dugc sic ky 1éng higu ning cao bang cach st dung st dung cot sic

ky dao pha C30, 4’-GL va maltotrioza c6 thé duoc tach ra.

(3) Tinh ham lugng galacto-oligosacarit

Céac dung dich pha lodng dugc didu ché tir dung dich th nghiém chét chuin
galacto-oligosacarit dugc sic ky HPLC trong cung didu kién nhu duoc thé hién trén day
va bang cach st dung ty 1€ dién tich cla chit tham chiéu noi va 4’-GL, thu dugc duong
cong hiéu chinh cua dudng galacto-oligosacarit dang 1ong. Cac két qua phan tich HPLC

duoc thé hién trong bang 2.

Béang 2

Ty 1€ dién tich cta chat tham chiéu ndi va 4°-GL trong cac dung dich thir

nghiém chét chudn galacto-oligosacarit

Dién tich Ty 1€ dién tich
Puong galacto-oligosacarit dang bGL Ché‘f tham 4’-GL/<’:hét tham
long (g/100ml) chiéu ndi chiéu ndi
0,05 170632 806079 0,212
0,10 325278 807574 0,403
0,20 634573 799116 0,794

Khi dudng cong hiéu chinh thu dugc bing phuong phap binh phuong tbi thiéu, véi
x 1a ham luwong ciia dudng galacto-oligosacarit dang long va'y 1a ty 1€ dién tich, dudng
cong hiéu chinh dugc thé hién bing cong thirc y = 3,9909x. Ty 1¢ dién tich clia chét tham
chiéu ndi va 4’-GL trong dung dich mau (0,5526) duge gan cho gia tri y cua duong cong
hidu chinh nay va lugng galacto-oligosacarit trong mau duge tinh toan bing cach xem xét
ty 1¢ pha loang, v.v., clia cac dung dich mau (bang 3). Cu thé, gan gia tri y = 0,5526 cho
dudng cong hiéu chinh y = 3,9909x thu dugce gia tri x (ndng dd cta dudng galacto-

oligosacarit dang long trong dung dich mAu) bang 0,138 (g/100ml). Do dung dich mau
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dugc diéu ché biang cich pha lodng sira hoa tan nim lan, lugng duong galacto-
oligosacarit dang 16ng trong sita hoa tan dugc tinh nhu sau 0,138 x 5 = 0,690 (g/100ml).
Do ham lugng chét rin trong dudong dang 10ng 1a 75% va ham luong galacto-oligosacarit
trong cac chat ran 1a 56,4%, ham luong galacto-oligosacarit trong sita hoa tan duoc tinh
nhu sau 0,690 x 0,75 x 0,564 = 0,292 (g/100ml). Do néng do cua sita bot cong thirc dung
cho tré nho trong sita hoa tan la 2,6g/20ml, 100ml sita hoa tan chira 13g sita bot cong
thirc dung cho tré nho, nén sita hoa tan s& chwra 0,292g galacto-oligosacarit/100ml, nghia
1a ndng do galacto-oligosacarit c6 mit 1a 2,25g/ 100g trong mdi 100g sita bot cong thirc
dung cho tré nhé, lugng nay gin bang luong galacto-oligosacarit duge tron (2,3g/100g).
Béang 3

Ham lugng galacto-oligosacarit dugc tinh toan bang cach sir dung dudng cong hiéu

chinh
Ty 1€ dién Luong
, Luong
Dién tich tich cla duodng galacto-

) . galacto-oligosacarit
4’-GL/  oligosacarit dang 16ng

b-GL Chéattham chittham  Dung Stta hdoa  Sita hoa Stra bot
chiéundi  chiéunodi dich miu tan tan
0,138¢g/ 0,690g/ 0,292¢g/ 2,25¢g/

100ml 100ml 100ml 100g

434894 786975 0,5526

Vi du so sanh 2: Phd sic ky HPLC dao pha — din xuit PMP béng cach stir dung cac cot
C8,C18

Sita bot cong thirc dung cho tré nhdé chira duong galacto-oligosacarit dang long
(Oligomate 55N: Yakult Chemical Industry) voi ty 1€ 2,3g/100g tinh theo ham luong
galacto-oligosacarit cling nhu maltodextrin v6i ty 1¢ 1,5g/100g duge can va 5g sita nay
dugc can chinh xac va hoa tan br:fmg cach cho thém mot luong nhd nude 4m, sau do sira
bot cong thic da hoa tan duge dé yén cho dén khi sira nay ngudi dén nhiét do trong
phong. Cho thém chinh xac 1ml dung dich nudc chira chét tham chiéu noi néng do 1%,
sau d6 nudc cat dugc thém vao dé tao ra téng thé tich 50ml dé thu duoc dung dich mau
(stra bot 101 (GOS dugc thém vao)).

Ngoai ra, dé lam sita bot cong thirc dung cho tré nhé khong chua galacto-

oligosacarit, quy trinh diéu ché twong tu véi sita bot 101 (GOS duge thém vao) duge thuc
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hién dé didu ché dung dich mau plaxebo (sita bot 102 (plaxebo)). Sita bdt cong thirc dl‘mg‘
cho tré nhé duge sit dung trong qua trinh diéu ché nay c6 thanh phan nguyén liéu gidng
v6i thanh phin nguyén liéu cua sita bot cong thire ding cho tré nhé ma tlr @6 dung dich
mau (stta bot 101 (GOS dugc thém vao)) duoc didu ché, ngoai trir viéc né khong chia
galacto-oligosacarit va chira maltodextrin véi ty 1¢ 6,2g/100g.

Pudng galacto-oligosacarit dang 16ng duoc can va cho vao binh dinh lugng co
dung tich 50ml sao cho ham lwgng ciia galacto-oligosacarit 1a 3,0g/100ml, sau d6 cho
thém chinh xac 1ml dung dich nudc chira chit tham chiéu noi véi ndng do 1% va tiép d6
nuée cit duge thém vao dé 1am cho tng thé tich 12 50ml, dé thu dugc dung dich tht
nghiém chét chuin galacto-oligosacarit.

Puong maltodextrin dang 1ong dugc dung dé san xuét sira bot cong thirc dung cho
tré nho néu trén (sird chira maltoza v6i ham lugng cao) dugc can va cho vao binh dinh
lwgng c6 dung tich 50ml sao cho ham lwgng dung dich maltodextrin la 2,0mg/100ml, sau
d6 cho thém chinh x4c 1ml dung dich nuée chira chét tham chiéu ndi voi ndng d6 1% va
tiép d6 nudc cét dugc thém vao dé 1am cho tong thé tich 1a 50ml, dé thu duoc dung dich

thir nghiém chat chudn (maltodextrin).

Din xuét héa PMP

Cho 100pl ctia mdi dung dich mau, dung dich thir nghiém chét chuan galacto-
oligosacarit, va dung dich thir nghiém chit chuidn maltodextrin dugc dinh lwgng cho vao
6ng thir nghiém c6 ren ¢ miéng va tiép d6 100ul dung dich nuéc NaOH 0,6M dugc thém
vao va hon hop dugc khudy. Tiép do6, 200ul dung dich metanol PMP 0,5M dugc thém
vao va hdn hop nay duge khudy. Hon hop da khudy dugc dun nong dén nhiét do 70°C
trong thoi gian 30 phut dé duoc tao dan xuat v6i PMP. Sau khi dugce 1am ngudi dén nhiét
d6 trong phong, hdn hgp dugc tao d6 axit nhe bang cach cho thém 0,7ml dung dich nuéc
HIC1 0,1M, tiép d6 chiét trén co s& clorofom dé loai bo chat phan tmg du. Cu thé, khoang
1ml clorofom dugc thém vio va hdn hgp dugce khudy trong thoi gian it nhét 30 gidy va
tiép d6 duoc ly tAm & tdc d6 2500 vong/phut trong thoi gian 5 phut dé loai bo clorofom
c6 trong 16p & day. Thao tac tuong tu dugc 1dp lai hai 14n. Lép nude dugc loc qua bd loc
¢ 0,45pum va hdn hop da loc dugc phan tich trong hai diéu kién HPLC dugc thé hién
duéi day.
Céc diu kién phéan tich HPLC

(1)  HPLC str dung c6t C18
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Cét: Inertosil ODS-3 (4,6 X 250mm) (Cot ddo pha C18)
Dung moi rira gidi: Dung dich dém kali phosphat (40 pH = 6)/CH;CN

(80/20)

Tbc d6 dong: 1,0 ml/phut
Budce séng phat hién: UV245nm
Nhiét do cot: 35°C
(2) HPLC su dung cot C8
Cot: Imtakt UK-8 (4,6 X 150mm) (Cot dao pha C8)
Dung mdi rira giai: Dung dich dém kali phosphat (46 pH = 6)/CH;CN
(80/20)
Téc d dong: 1,0 ml/phut
Budc song phat hién: UV245nm
Nhiét d6 cot: 35°C

Két qua 1a mic du 4’-GL va maltotrioza (Mal-3) da dugc tach ra trong cot sic ky
dao pha C18, céc dinh ciia 4’-GL va céc thanh phan galacto-oligosacarit khéac chdng 1én
nhau va khong thé tach dugc 4°-GL. Cu thé, nhu dugc thé hién trén Fig.3, cac Kkét qua cua
dung dich thir nghi¢ém chét chuin galacto-oligosacarit (OMS55N) va dung dich mau (sita
bot 101) 1a dinh céia 4°-GL chdng 1én dinh ciia cac chit khac ¢ phia bén tréi, cho thy
dinh gbi nhau.

Khi cot sic ky dao pha C8 dugc sir dung, 4’-GL va maltotrioza (Mal-3) dugc tach
ra nhung cac dinh cua 4’-GL va cac thanh phan galacto-oligosacarit khac chdng 1én nhau
va khéng thuc hién dugc viée tach ra (Fig.4). Cu thé, so sanh vdi két qua phan tich bang
cach st dung cot sic ky dao pha C30 (Fig.2) cho thdy rang trong khi dinh cta céc thanh
phin galacto-oligosacarit khac c6 mat ngay bén trai cia dinh 4°-GL trén Fig.2, dinh nay
chdng 1én dinh ctia 4°-GL dé tao ra dinh két hop cao hon trén Fig.4. Cdc két qua nay goi
v rang khong thé tach hoic dinh lugng 4’-GL bang cach sir dung cdt C18 hodc cot C8.

Vi du 2: Nghién clru v& dung moi rira giai trong phwong phdap HPLC

Céc dung dich méu (sira bt 101 (GOS duge thém vao), sita bot 102 (plaxebo)),
dung dich thtr nghiém chit chudn galacto-oligosacarit va dung dich thtr nghiém chét
chuén maltodextrin dwgc diéu ché theo céach twong tu trong vi du so sénh 2 va tiép do
dugc tao dan xuét bang PMP theo céch tuong tu nhu trong vi du so sanh 2 va dugc phin

tich trong sau didu kién HPLC nhu dugc thé hién twong tmg dudi day.
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(1) Cac diéu kién HPLC véi dung dich dém c6 do pH =4

Cot: Develosil RPAQUEOUS (4,6 X 250mm)

Dung modi rira gidi: Dung dich dém kali phosphat (6 pH = 4)/CH;CN
(78/22)

Téc d6 dong: 1,0 ml/phut

Budc song phat hién: UV245nm

Nhiét do cot: 35°C
2) Céc didu kién HPLC v6i dung dich dém c6dopH=>5

Cot: Develosil RPAQUEOUS (4,6 X 250mm)

Dung mdi rira gidi: Dung dich dém kali phosphat (d6 pH = 5)/CH3CN
(79/21)

Téc dd dong: 1,0 ml/phut

Budce song phat hién: UV245nm

Nhiét d6 cot: 35°C
3) Cac diéu kién HPLC véi dung dich dém c6 do pH =7

Cot: Develosil RPAQUEOUS (4,6 X 250mm)

Dung mdi rira giai: Dung dich dém kali phosphat (46 pH =7)/CH3;CN
(81/19)

Téc d6 dong: 1,0 ml/phut

Budc song phat hi¢n: UV245nm

Nhiét do cot: 35°C
(4)  Céc didu kién HPLC v6i dung dich dém ¢6 46 pH =7

Cot: Develosil RPAQUEOUS (4,6 X 250mm)

Dung mdi rira giai: Dung dich dém kali phosphat (40 pH =7)/CH;CN
(82/18)

Téc d6 dong: 1,0 ml/phut

Budc song phat hién: UV245nm

Nhiét do cot: 35°C
(5) Cac didu kién HPLC véi dung dich dém c6 d6 pH = 8

Cot: Develosil RPAQUEOUS (4,6 X 250mm)

Dung mdi rira giai: Dung dich dém kali phosphat (46 pH =8)/CH3;CN
(82/18)

-18-



27437

Tbc @6 dong: 1,0 ml/phut
Budc séng phét hién: UV245nm
Nhiét do cot: 35°C
(6) Cac diéu kién HPLC & dung dich dém c6 d§ pH =8
Cot: Develosil RPAQUEOUS (4,6 X 250mm)
Dung mdi rira gidi: Dung dich dém kali phosphat (d0 pH =8)/CH;CN
(83/17) |
Tbc @6 dong: 1,0 ml/phut
Budce song phat hign: UV245nm
Nhiét d6 cot: 35°C

Céac két qua cua vi du 1 da cho thiy ring khi dung dich dém kali phosphat c6 dd
pH = 6 dugc st dung, 4’-GL ¢6 thé dugc tach ra va galacto-oligosacarit co thé duoc dinh
lugng. Mit khac, nhu dugc thé hién trén Fig.5, cac hinh v& tir Fig.7 dén Fig.10, viéc st
dung céc dung dich dém kali phosphat ¢c6 d0 pH=4,7 va 8 lam cho céc dinh cua 4’-GL
va céc thanh phin galacto-oligosacarit khac chdng 1én nhau va két qua 1a khong thé tach
hodc dinh luwgng 4’-GL. Cu thé, trong khi dinh cia cac thanh phan galacto-oligosacarit
khac c6 mit ngay bén trdi cla dinh 4°-GL trén Fig.2, viéc st dung dung dich dém kali
phosphat ¢6 d pH = 4 tao ra dinh duy nhét nhu dwoc thé hién trén phd sic ky cua
OMS55N, didu ndy cho thdy ring khong thé tach dugc 4°-GL (Fig.5).

Ngoai ra, khi dung moi rira giai chira dung dich dém kali phosphat (40 pH = 7) va
CH;CN véi ty 1& 81/19 (Fig.7) dugc st dung, dinh cua cac thanh phan galacto-
oligosacarit khéac chdng 1én dinh ctia 4’-GL & phia bén phai né, nhu dugc thé hién trén
phd séc ky cia OM55N, do d6 1am cho din tich dinh ctia 4’-GL 16n hon.

Khi dung moi rira gidi chira dung dich dém kali phosphat (46 pH = 7) va CH;CN
voi ty 1& 82/18 dugce st dung (Fig.8), phd sic ky thu duge cia OMS55N khong cho thay
dinh c6 mit ngay phia bén trai ciia dinh 4’-GL ma ¢ d6 n6 phai dugc phat hién, ma thay
vao d6 dinh nay chdng 1én dinh cta 4’-GL.

Khi dung méi rira giai chira dung dich dém kali phosphat (46 pH = 8) va CH3;CN
v6i ty 1 82/18 dugce st dung (Fig.9) hodc véi ty 1€ 83/17 duge str dung (Fig.10), so sanh
phd sic ky ctia OM55N va phd sic ky cua maltodextrin thdy ring 4’-GL ¢6 thé dugc tach
ra khoi maltotrioza va cdc thanh phén oligosacarit khac; tuy nhién, so sanh phd sic ky

ctia OMS5N va phd sic ky cia dung dich mau plaxebo (sita bot 102) thiy ring dinh cia
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4’-GL khép voi dinh cua cac thanh phan khac trong sita bot 102, do d6 ngan can viéc
tach 4’-GL riéng ré€.

| Mt khéc, khi dung mdi rira giai chira dung dich dém kali phosphat (40 pH = 5) va
CH;CN véi ty 1 79/21 dugce str dung (Fig.6), 4’-GL ¢6 thé duoc tach ra khoi maltotrioza

va céc thanh phéan galacto-oligosacarit khac.

Vi du 3: Phd shc ky HPLC ddo pha — din xudt PMP (C30) cia mAu thyc pham dinh
‘duéng

Céac nguyén liéu dugc thé hién trong bang 4 dugc tron 13n dé tao ra thuc phém
dinh dudng. Nudc cét dugc cho thém véao 10g thyc phidm dinh dudng nay dé tao ra thé
tich téng 1a 50ml, sau d6 hén hop duge ly tam & toc d 20000 g (200000 m/s®) trong thoi
gian 30 phut va ly tim lai & tbc @6 20000 g (200000m/s2) trong thoi gian 30 phut. Thuc
phim dinh dudng da ly tim dugc tach thanh ba 16p bao gbm 16p day, 16p giita va 16p trén
cung. Lop gitta duge tach ra va mAu tach ra duge loc qua b loc ¢& 0,45um. Theo cach
riéng biét, dé lam miu chuén, dung dich thir nghiém chét chuin galacto-oligosacarit dugc
didu ché bang cach st dung Oligomat 55 (Yakult Chemical Industry) theo cach gidng
nhu trong vi du so sanh 1. Cho 100ul mdi miu da loc vao vao dng thir nghiém co6 ren &
miéng va dung dich thir nghi¢ém chét chuén galacto-oligosacarit dugc dinh lugng va sau
d6 duoc 1am kho va héa rén dudi dp sudt giam. 100p! dung dich nu6c chira cht tham
chiéu noi néng do 0,02% dugc thém vao va tiép d6 200ul dung dich metanol PMP 0,5M
duoc thém vao va hdn hop duge khudy. Sau d6, hdn hgp duge dun néng dén nhiét do
70°C trong thoi gian 30 phut 8 dugc tao din xudt voi PMP, va phan tich trong céc didu
kién HPLC duoc thé hién dudi day.

Bang 4

Thanh phan cta thuc pham dinh dudng

Luong duoc tron trong mbi 100ml (g)

Canxi caseinat 3,4409
Natri caseinat 2,5806
Déu hén hop 0,2151
Maltodextrin 10,1075
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buong dugc tao hat 2,4731
Dextrin khong ti€u héa dugc 0,6000
Oligomat 55 0,4086
Hdn hop vitamin 0,1000
Mubi natri ctia axit ascorbic 0,0630
Magie sulfat (dang tinh thé heptahydrat) 0,2495
Kali clorua (khan) 0,2043
Natri cacbonat (khan) 0,1290
Dikali hydro phosphat (khan) 0,0400
Hdn hop ndm men vd co 0,0418
Chét nhii hoa (Sunsoft) 0,2000
Caragenan _ 0,0400
Xenluloza tinh thé 0,0301
Silic khtr bot 0,0140
Chét tao huong vi 0,7633
Nudc khoang 83,4624
Tong 106,9913

Céc didu kién phan tich HPLC

Cot: Develosil RPAQUEOUS (4,6 X 250mm)

Dung mdi rira giai: Dung dich dém kali phosphat (46 pH = 6)/CH;CN (80/20)

Téc a6 dong: 1,0 ml/phut

Budc séng phat hi¢n: UV245nm

Nhiét do cot: 35°C

Cac két qua nhu duoc thé hién trén Fig.11, dinh cua 4’-GL xuét hién sau thoi gian
luu 24,324 phut, diéu nay cho thdy rang né duge tach ra khoi cac thanh phan khac c6 mit
trong mau. Cén lvu y ring su xuit hién cua dinh 4’-GL sau thoi gian luu 24,324 phut
dwoc khing dinh bing cich phén tich dung dich th nghiém chit chuin galacto-

oligosacarit trong cac diéu kién phan tich HPLC tuong tu.
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Kha nang ng dung trong cdng nghiép

Theo phuwong phap phat hién va dinh luong duge dé& xuit boi sang ché, galacto-
oligosacarit va cac thanh phin khac trong méu c6 thé duoc tach ra dé dang va véi chi phi
thip dé cho phép dinh lugng chinh xac galacto-oligosacarit, dé cho phép kiém soat chinh
xac lugng galacto-oligosacarit trong mau ciing nhu thu dugc va hién thi chinh xac cac dit

liéu thir nghiém hiu qua khac nhau, v.v..

-2



27437

YEU CAU BAO HOQ

1. Phuong phap phat hién galacto-oligosacarit, trong d6 phuwong phap nay la phuong phap
phat hién galacto-oligosacarit trong mau chira galacto-oligosacarit va dextrin, phuong
phap nay bao gbm cac budc:

cho mAu néu trén phan tmg v6i chat phan tng din xuét héa dé tao dan xudt dextrin va
galacto-oligosacarit trong mau nay, va sau do
tach va phat hién cac thanh phan galacto-oligosacarit trong mAu nay bang cach sdc ky

16ng hiéu ning cao st dung cot séc ky dao pha C30.

2. Phwong phép phét hién galacto-oligosacarit theo diém 1, trong d6 chat 1éng hdn hop
chira dung dich dém va dung mdi hitu co phan cyc dugc skt dung lam dung moi rira

giai cta qua trinh sac ky 16ng hiu nang cao.

3. Phuong phap phat hién galacto-oligosacarit theo diém 2, trong d6 dung dich dém c6 do

pH nam trong khoang tir 5 dén 6 dugc st dung 1am dung dich dém.

4. Phuong phép phat hién galacto-oligosacarit theo diém 2, trong d6 ty 1€ tron (theo thé
tich) ciia dung dich dém va dung mdi hitu co phan cuc trong chét 16ng hdn hop nim

trong khoang tir 79/21 dén 80/20, tinh theo dung dich dém/dung moéi hitu co phan cyc.

5. Phuong phép phét hién galacto-oligosacarit theo diém 2, trong d6 it nhat mot dung
dich duoc chon tir dung dich dém kali phosphat, dung dich dém kali xitrat, dung dich
dém amoni format, va dung dich dém kali axetat dugc st dung lam dung dich dém dé
didu ché chét long hdn hop, va it nhét mot chit dugc chon tr axetonitril, metanol,

etanol, propanol, va butanol dugc sit dung lam dung mdi hitu co phén cuc.

6. Phuong phép phat hién galacto-oligosacarit theo diém 1, trong d6 mau chira galacto-

oligosacarit va dextrin 1a dd ubng hoic thyc pham.

7. Phuong phép phat hién galacto-oligosacarit theo diém 1, trong d6 cac thanh phin

galacto-oligosacarit cén duge tach ra 1a 4’-galactosyl lactoza.

8. Phuong phap phat hién galacto-oligosacarit theo diém 1, trong d6 mot chét phan tmg
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dugc chon tir 1-phenyl-3-metyl-5-pyrazolon, 2-aminopyridin, 2-aminobenzamit, 3-
aminoquinon, etyl 4-amino benzoat, butyl 4-amino benzoat, va 4-trimetyl amoni anilin

dugce st dung 1am chét phan tmg dan xuét héa.

9. Phuong phép phat hién galacto-oligosacarit theo didm 1, trong d6 cot sic ky dao pha

C30 c6 pha tinh chira cac nhom cis alkyl c6 céc li€n két doi.
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Fig.1
Phd séc ky HPLC bang céch sir dung cdt loc gel
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Phd sic ky HPLC dao pha - ddn xudt PMP (Cot dao pha C18)
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Fig.4
Phd séc ky HPLC déo pha - ddn xuat PMP (Cdt déo pha C8)
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Fig.5

Ph séc ky HPLC déo pha - dan xuét PMP (C30)
Dung dich dém kali phosphat (40 pH = 4)/CH;CN (78/22)
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Fig.6
Ph sic ky HPLC déo pha - d4n xuét PMP (C30)

Dung dich dém kali phosphat (46 pH = 5)/CH;CN (79/21)
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Fig.7
Phé séc ky HPLC déo pha - din xuit PMP (C30)
Dung dich dém kali phosphat (46 pH = 7)/CH;CN (81/19)
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Fig.8
Ph sic ky HPLC déo pha - dan xuét PMP (C30)
Dung dich dém kali phosphat (46 pH = 7)/CH;CN (82/18)
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Fig.9

Phé séc ky HPLC déo pha - din xuét PMP (C30)
Dung dich dém kali phosphat (46 pH = 8)/CH3CN (82/18)
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Fig.10
Phé séc ky HPLC déo pha - dan xuit PMP (C30)
Dung dich dém kali phosphat (4 pH = 8)/CH3CN (83/17)
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Fig.11
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