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(54) QUY TRINH PIEU CHE PHUC HQP SAT (I1T) VOI CAZEIN N-AXETYL-
ASPARTYL HOA VA QUY TRINH BIEU CHE DUGQC PHAM CHUA PHUC
HOP NAY

(57) Sang ché nay noi chung lién quan dén quy trinh dé diéu ché cac phuc hop sat (III) N-

axetyl-aspartyl hoa. San pham thu duoc theo phuong phap cua sang ché nay co thé duoc su

dung an toan cho cong dong dan cu hodc dong vat néi chung trong diéu trj thiéu sit. Quy
trinh cta sang ché bao gdm cac budc sau:

(a) phan trng cua cazein voi1 N-axetyl-L-aspartyl clorua, tao thanh cazein N-axetyl-L-
aspartyl hoa,

(b) phan tmg tiép theo cta cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa véi sit clorua; va

(c) thu duoc phire hop sét (III) véi cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa.
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Linh vire ky thuit dwoc dé cip
Sang ché nay lién quan dén phirc hop protein sit (III) va cac quy trinh dé san
xut chung. San phim thu dugc theo phuong phap ciia sang ché nay c6 thé an toan

dé dung cho cong déng dan cu hoac dong vat ndi chung dé diéu trj thiéu sit.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Diéu tri bang sit 13 can thiét trong nhiéu tinh hudng 14m sang bao gdm thai
ky, hoa tri liéu, xuét huyét cdp tinh hodic mén tinh, thdm tach mau, viém loét dai
trang, ché d6 in udng khong diy du va phiu thuat duong tiéu hoa.

Liéu phéap udng sét ré hon dang ké so voi liéu phap bang sét thay thé ngoai
dudng ti€u hoa va cling it gdy ra nguy co di itng nghi€m trong hon. Trén co sé nay,
trong don dang ky sang ché ctia Anh s 910321 (Olivieur Paul Gaudin), quy trinh
cai tién duoc mo ta dé didu ché cac mubi sit véi axit aspartic. Cac mudi nay c6 thé
duge st dung 1am thude chita thiéu sét.

Cremonesi P et al, vao nam 1984 (Arzneimittel-Forschung, 34(9):948-952)
béo cao cac din xult sit ddu tién cha protein sita bién di. Ngoai ra, bao céo cho
rang mot san phdm c6 chira lwong sit cao va duy tri duoc tét ca cac dic diém can
thiét ctia tinh 6n dinh va tinh hoa tan cia thudc c6 thé duoc didu ché bing cach
succinic hoa cac protein sita, trude khi phan tng v6i mubi sat. Dbi voi cac dan xudt
nay, c6 thé c6 duoc mot loi thé dic biét. Sit, dudi dang phirc hop oligome, lién két
chit ché véi protein khong theo ciu truc chelat héa véi phan gbe co ban ma bao
gbm nhiéu vi tri ctia chudi protein. D6 tan cua phic hop sit duge dam bao boi su
kha dung gia tdng ctia cdc nhém cacboxyl theo sau phén tmg succinyl hoa.

Bing sang ché Hoa Ky s 4493829, cing thoi ky, mé ta cac din xuét sit-

protein succinyl héa khong 13m ton thuong da day va cai thién do kha dung sinh
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hoc. Su thay ddi protein twong tu (thuc vat va dong vat) dugc mo ta trong Bang
sang ché Chau Au s 0243322, do phan tmg clia cac protein v&i 3 dén 10 anhydrit
axit dicacboxylic béo, dua cac nhém axit cacboxylic vao protein, do d6 tao didu
kién thuan loi cho viéc tao phirc hgp ctia sat.

Pac tinh hoéa hoc va sinh hoc cua sét-protein succinyl héa & chudt va cho
dugc mo ta bdi Cremonesi P et al. (International Journal of Clinical Pharmacology,
therapy, and toxicology, 31(1):40-51). Céc thi nghi€ém chimg minh kha ning dung
nap dudng tiéu hoa t&t hon dbi véi phirc hop cazein sit-succinic chira 5% sit.

EP0939083 bdc 16 quy trinh diéu ché phirc hop sit- cazein succinyl thu duge
tir cazein cép thyc phidm dugc ding cho muc dich 1am thyc pham.

US2001031748 d& cap dén ché do an kiéng vé6i cac kim loai khéac nhau, bao
gbm sit, ding ciing véi phdi tir theo ché d6 in kiéng nhur ascobat, succinat, aspartat
va céc phdi tir khac. Su két hop ché d6 an kiéng nay c6 thé gitip diéu trj céc triéu
chung tiéu hoa.

Lazzari et al. d3 bdo céo (Clinical Drug Investigation, 2005; 25(11):679-689)
tdng quan vé 16 thir nghiém 1am sang trong diéu tri thiéu sit v6i sit-cazein axetyl-
aspartyl hoa (Fe-ASP), chung minh day 1a chét din thudc hidu qua cho viéc cung
cAp sdt v6i d6 kha dung sinh hoc cao. Trong cac thir nghiém 1am sang mé, thu duoc
cac thong sb 1am sang va huyét hoc cai thién rit dang ké sau khi diéu tri bing Fe-
ASP & tht ca c4c nhém bénh nhan thiéu mau thiéu sit. Trong céac thir nghiém 1dm
sang c6 kiém chimng, thu dugc cac thay doi trong cac dir liéu 1am sang va huyét hoc
do Fe-ASP hau nhu gidng hét v6i cac thay dbi do sit protein succinyl hoa (IPS), va
Fe-ASP ciing duoc so sanh tuong tmg véi gluconat sit trong rudt. Khong co van dé
an toan nao dwoc d& cép. Fe-ASP cho thiy hidu qua cao trong didu tri thiéu mau
thiéu sit, va n6 1a dung méi sit dugc dung nap rét tét. Fe-ASP 1a sy thay thé hiéu
qué cho IPS va cho thy hira hen s& 14 su thay thé cho phuong phép diéu tri bing

dudng tiém sit trong mot s trudng hop 1am sang nhét dinh.
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Gén day hon, Cong bb don sang ché s6 WO 2006021843 boc 16 quy trinh san
xudit sit cazein succinyl va phirc hop cazein sit axetyl-aspartat, trong d6 chét nay it
bi dit trong cac didu kién do pH va nhiét d§. Quy trinh nay st dung anhydrit
axetyl-aspartat. Hon nita, quy trinh nay khong doi hoi phai sit dung bom chuyén
dung (bom nghién nhd).

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich ctia sang ché nay 12 mé ta cac quy trinh méi @ san xuét phirc hop
6n dinh sét (III) cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa. Quy trinh diéu ché cac phirc hop
sit (IIT) cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa, cac phuc hop va cac duge phim bao gdm
cac phirc hop ctia sang ché di duogc xac dinh theo cac yéu cau bao ho.

Céc phuc hop cua sang ché nay 13 6n dinh va thé hién tinh én dinh cao qua
thoi gian. Do d6 cac san phim nay c6 thé dugc sir dung dé diéu tri ching thiéu sit

& nguoi hodac dong vat.

MO ta chi tiét sang ché

Muc dich cta sang ché nay 13 quy trinh méi dé san xuét din xuét protein cta
sit, cu thé 13 phtrc hop sit cia cazein N-axetyl-L-aspartyl héa (N-axetyl-L-
aspartylated casein) (sau ddy goi 1a "sit- cazein N-axetyl-L-aspartyl h6a" va phtrc
hop st (III) v&i cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa), tot hon 14 thu duoc tir cazein cap
thuc pham, tic 13 cazein duge sir dung 1am thuc phém. Theo thuét ngit "cazein cip
thuc phdm" c6 nghia 1a cazein thu dugc tir sita tir cac trang trai chin nudi duge
kiém soat chit ché. San phdm nay c6 mirc nhiém ban thip hon 1000 CFU/g dbi véi
vi khuén, va ,thép hon 100 CFU/g d6i voi nAm méc, mirc d6 nhiém ban duge xac
dinh t6t hon 14 theo nhu tai liéu chuyén khao hién tai, Eur. Pharm, 2.6.12 for Total
viable aerobic count, 2.6.13 for specified microorganisms va 2.6.14 for Bacterial

endotoxins. Viéc sit dung cazein cdp thuc phim cho phép thu dugc cac san phdm
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tinh khiét dic biét, so v6i cac phirc hop twong tu thu duge tir cac protein sita thong
thuong.

Sang ché nay dé cap dén quy trinh dé diéu ché phirc hop sat (III) cazein N-
axetyl-L-aspartyl héa gdm c6, tbt hon 1a bao gbdm, cac budc sau:

(a) phan tng cua N-axetyl-L-aspartyl hoa cua cazein, t6t hon 14 cazein cip
thuc phdm, v6i clorua cua axit N-axetyl-L-aspartic, dugc diéu ché in situ bang cach
clo hoa axit N-axetyl-L-aspartic véi chét thir clo’héa nhu thionyl clorua. Méc du
anhydrite cia N-axetyl aspartic thuong 13 chat khoi dau hitu ich cho viéc bién d6i
cazein, n6 ¢6 nhiéu nhuoc diém. Vi du, n6 twong d6i dit tién cho st dung coéng
nghiép va ciing khong bén trudc d6 4m khi luu trit. Hon nita, c6 rti ro dbi véi
anhydrit ciia N-axetyl aspartic do bi raxemic hoéa timg phin (Tetrahedron:
Asymmetry 18 (2007) 1625-1627). Piéu d6 cho théy, viéc sir dung axit N-axetyl-L-
aspartic két hop vé6i thube thir clo héa loi thé hon viée sir dung anhydrit ctia N-
axetyl aspartic trong bdi canh ctia don nay. (b) Phan tng tiép theo ctia cazein N-
axetyl-L-aspartyl hoa véi sit clorua. Budc (a) t6t hon bao gém ca viéc cung cip
cazein hoa tan.

Céc phuong 4n duoc wu tién duge mé ta chi tiét nhu sau, trong d6 mdi giai
doan tir 1 dn 9 c6 thé duoc sir dung don 1¢ hoic két hop v6i bét ky giai doan nao
khéc dé x4c dinh sang ché, tot nhét 1a tit ca cac giai doan 1 dén 9 dwoc 4p dung nhu

mo ta dudi day:

Budc (a):

Trong giai doan 1), pha lofing cazein, t6t hon 14 cazein cap thuc pham, duoc
thuc hién & d6 pH kiém ndm trong khoang tir 8 dén 9, t&t hon 13 ndm trong khoang
tir 8,4 dén 8,6. Cazein duoc hoa tan trong nudc.

Trong giai doan 2) N-axetyl-L-aspartyl clorua duoc diéu ché in situ bang axit

N-axetyl-L-aspartic va chét thir clo héa nhu thionyl clorua.
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Trong giai doan 3) phan (mg N-axetyl-aspartyl hoa duoc thuc hién bang phan
g ctia cazein hoa tan trong giai doan 1) v6i N-axetyl-L-aspartyl clorua dugc diéu
ché trong giai doan 2). Phan {mg c6 thé duoc thuc hién & nhiét d6 trong khoang tir
15°C dn 40°C, ching han nhu & nhiét d6 phong (20°C), tét hon 1a né duoc thuc
hién & nhiét d6 trong khoang tir 30 dén 40°C. Tét hon 13, gia tri pH duoc giit trong
khoang d6 pH tir 8 dén 9 trong phan tmg cia cazein véi N-axetyl-L-aspartyl clorua.

N-axetyl-L-aspartyl clorua dugc diéu ché in situ (khong bi tach riéng) va
thiét 1ap dé phan tmg vé6i cazein hoa tan. Ty 18 axit N-axetyl-L-aspartic v&i cazein
dugc st dung tdt hon 1a 1:2.

Trong giai doan 4) san phdm N-axetyl-L-aspartyl hoa dugc tinh ché sau két
ta qua su axit héa & gid tri pH trong khoang tir 2,5 dén 4, t6t hon 14 trong khoang
tir 2,5 dén 3, va duoc tach ra béng cach loc.

Trong giai doan 5), san phidm duoc thu lai bang cach loc, dwoc tao hdn dich
trong nudc va natri hydroxit va pha lofing & d6 pH trong khoang tir 6 dén 11, t6t
hon 14 tir 8 dén 9, cho dén khi thu dugc dung dich.

Budc (b):

Trong giai doan 6), phan {mg v&i sét clorua c6 thé dugc thyc hién bang cach
thém dung dich nude sit clorua vao dung dich thu dugc & cubi giai doan 5), cho
dén khi dat dugc do pH nim trong khoang tir 2,5 dén 3. Huyén phii dugc tao thanh,
duoc loc, va sat cazein -N-axetyl-L-aspartyl hoa thé duogc thu lai dudi trang thai
khong hoa tan.

5 g cazein d3 bién d6i c6 thé phan ung vdi 6,2 g FeCl; 26,9% trong lugng
dung dich.

Trong giai doan 7), viéc tinh ché dugc thuc hién nhu sau: dan xuét thé thu
duoc & giai doan 6) duoc tao hdn dich trong nuée, kiém hoéa & d6 pH 8,5 va sau do
khudy trong 30 phut cho dén khi hoa tan san phim. Hé phuc tinh ché duoc 1am

sach bang cach loc dung dich sau do.
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Trong giai doan 8) sit cazein -N-axetyl-L;aspartyl héa duge két tia tir dung
dich d3 lam sach cua giai doan 7) béng su axit hoa & d6 pH 2,5 va sau d6 duge loc
va thu lai.

Trong giai doan 9), phttc hop sit cazein -N-axetyl-L-aspartyl hoa da duoc
sdy khé & nhiét do 60°C va 80°C, trong thdi gian tir 18 dén 36 gid, t6t hon 1a tir 20
dén 24 gio.

Vao cudi qua trinh 1am khd, san phdm chira du lugng do am t6i da dudi 5%
va ham lugng sit phitc hop ndm trong khoang tir 5% dén 6% trong luong, tinh trén
chét kho. Dé biéu thi dﬁy da dac tinh cua san phém, tham chiéu duoc thuc hién véi
dit liéu duoc cung cAp trong cac vi du tir 1 dén 3.

Quy trinh d3a mo ta cho phép thu dugc phic hop sit cazein-N-axetyl-L-
aspartyl hoa tir du luong hodc tir cac din xut sit khong hoa tan hogc tan it trong
nudce. Pac biét, san phdm duogc phat hién 1a ¢ thé hoa tan hoan toan & cac gia tri
pH kiém, tirc 13 nhitng chéit dién hinh ciia duong rudt, do d6 dam bao lugng sat kha
dung sinh hoc t8i da cho muc dich hép thu dudng rudt.

Céc san phdm theo sang ché nay c6 thé dugc két hop thich dang trong céc
cong thirc duge phdm thich hop cho viée ubng.

Sang ché nay bao gdm cac dugc phim c6 chira sit cazein-N-axetyl-L-
aspartyl hoa va cac ta dugc thich hop, nhu chét pha lodng va chit bao quan dugc
phém.

Muc dich khac ctia sang ché dé cap dén viéc stir dung cac phirc hop sit duoc
mb ta & trén dé didu ché cac duge phdm didu tri cac didu kién bénh 1y do thiéu sit
vi, vi du nhu, thay dbi sinh ly, xuit huyét dinh ky, bénh truyén nhiém, mang thai,
nudi bang sita me, va sir dung su trao doi chét khong hoan hao. Vi du cua céac didu
kién bénh 1y nay 1a thiéu mau, ddc biét thiéu mau do giam séc hong cau.

P& minh hoa cho sang ché nay, khong gi6i han pham vi ctia né, cac vi dy

thuc nghiém sau dugc duara.
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Vi du thwe hién sang ché

Vi du 1 - Piéu ché phirc hop sét cazein N-axetyl-L-aspaftyl héa

(A) Sy hoa tan cazein. .

Trong 16 phan tng bing thép khéng gi voi may lic ddy da va dung cu do do
pH, thém 5 g cazein dung cho thuc phim hodc duoc phdm vao 70 g nudc tinh khiét
vi sinh khir ion héa. Hon hop dwoc khudy cho dén khi thu dwoc huyén phi dong
nhét. Khoang 1,5 g dung dich natri hydroxit (NaOH) 15% trong lugng dugc thém
vao, & nhiét do 20°C, trong thoi gian 10 phut, cho dén khi dat duoc d6 pH 8,5 +
0,1. Dung dich duoc lic thém 15 phﬁt nira.

(B) Piéu ché N-Axetyl-L-Aspartyl Clorua.

Trong mét 16 phan ng bing thép khéng ri voi may lic ddy di duoc thém
vao, 15,6 mL (tvong duong 15) cua thionyl clorua (SOCL), 2,5 g axit N-axetyl-L-
aspartic va hdn hop duge khudy ¢ 75°C. Hon hop dugc khudy cho dén khi két thuc
phan tmg (tir 1 d&n 1,5 gid) bang su hinh thanh san phdm axyl clorua. Trong phan
mg nay, luu huynh dioxit (SO,) va hydro clorua (HC1) duoc tao ra déu 1a loai khi
c6 thé roi khoi binh phan tng, ddy phan ung vé phia trudce. Thionyl clorua con lai
dugc 1am bay hoi bang cach nung néng hén hop phan tmg ¢ 75°C, gén v6i diém s6i
(74,6°C) ctia SOCl,.

(C) phéan Ung cazein axetyl-aspartyl hoa.

Dung dich thu duogc tir giai doan (A) cta cazein dd dugc hoa tan dugc thém
tir tir vao dung dich N-axetyl-L-aspartic clorua (B), dong thoi thém vao khoang 3,1
g NaOH 15% trong luong, duy tri ¢ pH bang 8,5 £ 0,1, & nhiét d6 phong. Dung
dich thu dugc dugc khudy manh trong 2 gio.

(D) Chuyén va tinh ché cazein axetyl aspartat qua két tiia.
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Dung dich thu dugc tir giai doan (C) duoc chuyén vao 16 phan ing trang men
dugc cung cip voi may tron va bd cam bién phi hop dé doc cac gié tri pH. Dung
dich, git & nhiét d6 20°C, sau d6 dugc axit hoa vdi khoang 2,28 g dung dich HCl1 6
N trong thoi gian 40 phit, cho dén khi dat duoc d6 pH bang 3. Khi dat dén d6 pH
muc tiéu, ngimg bd sung axit va thu dugc két tia. Sy giam gia tri pH gdy ra sy hinh
thanh két tia cta cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa dugc loc tir cac mudi khéc, cac

san phdm phan tng khac, va cac tap chit hoa tan khac.

(E) Loc va nghién nh.

Cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa thu dugc trong giai doan (D) dugc thu lai
bang cach loc. Cac san pham 4m duoc 14y ra khoi bd loc, va sau d6 dua vao 16 phan
tng béng thép khong gi dugc trang bi véi may tréon mé neo va véi bd cam bién dé
doc cac gia tri pH d3 dugc nap 70 ml nudc da lam sach, va sau do phai khuéy.
Huyén phu dugc khudy trong 10 phut, & nhiét d6 20°C, va sau d6 dwoc nghién nhé.
Sau 20 phit nghién nho, khoang 3,1 g dung dich NaOH 15% trong lugng duge
thém vao huyén phi, cho dén khi dat dwoc d6 pH 6n dinh nam trong khoang tir 8,1
dén 8.,4. Huyén phu cazein dugc aspartyl hoa dugce loc, 16 phan tng va bd loc dugc
rira v6i 50 ml nude da lam sach, sau do6 nudce rira dugc thém vao dung dich da lam

sach.

(F) Phan ting v6i sit clorua va loc sat cazein-N-axetyl-L-aspartyl héa tho.

Dung dich & giai doan (E) duoc dua dén 10 phan tmg trang men dugc trang bi
may tron canh quat va v6i bd cam bién @& doc cac gia tri pH. Dung dich dong nhét
nay duoc thém tdng cong 6,2 g FeCLL.6H,0 26,9% trong luong (dung dich sit), sau
do:

i) Thém 1,7 g dung dich sit va thém ddng thoi 0,6 g NaOH 15% trong lugng
dé gitt d6 pH nam trong khoang tir 8,3 dén 8,5. Dung dich duoc khudy trong 15
phut.
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ii) Thém 4,5 g dung dich sét con lai cho dén khi d6 pH ctia dung dich duy tri
trong khoang tir 2,8 dén 3,0. Huyén phu duoc khudy trong vong 1 gid. D6 pH duoc
diéu chinh bang dung dich HCI 6 N hoic dung dich NaOH 15% trong luong, twong
ung.

Huyén phu cia st cazein-N-axetyl-L-aspartyl héa dat dugc. San phim phan
tmg duoc khudy trong 20 phut, va din xuit sét cazein-N-axetyl-L-aspartyl héa tho

duge thu lai bang céch loc.

(G) Hoa tan phtrc hgp va loc.

Phtrc hop ran dugc phan tan trong 70 g nude tinh khiét va sau d6 thém 3,85 g
dung dich NaOH 15% trong lugng cho dén khi d6 pH bang 8,5 + 0,1. Dung dich
duoc khudy trong 30 phut. Dung dich con lai dugc loc theo thir tu céc tap chét

khong hoa tan dugc tach ra. Du lugng khong hoa tan it hon 0,5% trong luong.

(H) Két tia va tach riéng cia sit cazein-N-axetyl-L-aspartyl héa 4m tinh
khiét.

Dung dich trong, ma dugc dua vao 10 phan ung c6 trdng men dugc trang bi
may tron canh quat va bd cam bién dé doc gia tri pH, duoc thém 2,28 g dung dich
nuée HCL 6 N, & nhiét do tir 20°C dén 25°C, trong khoang tir 20 dén 30 phut, cho
dén khi dat dugc do pH tir 2,8 dén 3,0. Vao thoi diém cudi cua viée bd sung, san
pham phan ung duoc khudy trong 20 phut, va két tia clia sit cazein-N-axetyl-L-
aspartyl hoa tinh khiét d hinh thanh dugc thu hdi bang cach loc va ria tiép véi

nudce da loc sach.

(I) Sy khé sit cazein-N-axetyl-L-aspartyl héa.

San pham tinh khiét 4m thu duogc trong giai doan trudc duge sdy kho dudi
chan khong, & nhiét d6 ting tir 60°C dén 70°C, trong khoang thoi gian 1a 24 gio.
Sau qua trinh sdy khé, thu duoc 6,5 g phirc hop sat (IIT) cazein N-axetyl-L-aspartyl

-10-
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héa tinh khiét, v4i ham luong nude < 5% trong lugng (Karl Fisher), c6 céc dic tinh

héa hoc va hoéa ly sau:

Dic tinh san phdm Gia tri
Mau Nau do
D hoa tan Hoa tan trong NaOH c6 do

pH=28

bo pH 2,8
Sit tur do (khong dugce tao phirc) : <0,05% trong lugng
Téng lugng sat 5,5% trong lugng
Protein 75,2% trong luong
Axit N-axetyl-L-aspartic dugc tao phtrc 7,1% trong luong
Axit N-axetyl-L-aspartic tu do | 0,1% trong luong
Clorua 1,8% trong luong
Ham luong vi khuan <10’ CFU/g
Ham luong ndm mdc va men <10° CFU/g

Vi du 2 - Piéu ché phurc hop sit cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa

(A) Su hoa tan cazein.

Trong mdt 10 phan ting bang thép khong gi véi may lic day da va dung cu do
do pH, thém 5 g cazein dung cho thuc phdm hodc duge phdm vao 70 g nude tinh
khiét vi sinh khir ion hoa. H3n hop dwoc khudy cho dén khi thu duge huyén phi
ddng nhat. Khoang 1,5 g dung dich natri hydroxit (NaOH) 15% trong lugng duoc
thém vio, & nhiét do 20°C, trong thoi gian 10 phit, cho dén khi dat dwoc d6 pH
bing 8,5 + 0,1. Dung dich dugc lac thém 15 phut nita.
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(B) Piéu ché N-Axetyl-L-Aspartyl Clorua.

Trong mot 10 phan tng bang thép khéng ri v6i méy lic day da duge thém
vao, 15,2 ml (twong dwong 15) thionyl clorua (SOCL,), chét xtc tac 1a 40 ul dimetyl
focmamit (DMF), 2,5 g axit N-axetyl-L-aspartic va hdn hop duogc lam néng dén
75°C trong diéu kién hdi luu. Hon hop dugce khudy cho dén khi hoan thanh phan
mg bing viéc hinh thanh san phdm axyl clorua. Trong phan tng niy, luu huynh
dioxit (SO,) va hydro clorua (HCI) dugc tao ra déu 1a loai khi c6 thé roi khéi binh
phan Gng, diy phan tng vé& phia trudc. Thionyl clorua con lai dugc lam bay hoi
bing cach nung néng hdn hop phan tmg dan dan 1én dén 75°C, gan véi diém soi

(74,6°C) ctia SOCL,.

(C) phan tng cazein axetyl-aspartyl hoa.

Dung dich thu duogc tir giai doan (A) cua cazein di duoc hoa tan dugc thém
tir tir vao dung dich N-axetyl-L-aspartic clorua ctia giai doan (B), ddng thoi thém
vao khoang 3,1 g NaOH 15% trong lugng, duy tri d6 pH bang 8,5 + 0,1, & nhiét do
phong. Dung dich thu duoc dugc khudy manh trong 2 gio.

(D) Chuyén va tinh ché cazein axetyl aspartat qua két tia.

Dung dich thu duoc tir giai doan (C) dugc chuyén vio 16 phan tng tring men
dugc cung cip v6i may tron va by cam bién phu hop dé doc cac gia tri pH. Dung
dich, giit & nhiét d6 20°C, sau d6 dugc axit hoa véi khoang 2,28 g dung dich HC1 6
N trong thoi gian 40 phut, cho dén khi dat dugc d6 pH bang 3. Khi dat dén d6 pH
muc tiéu, ngimg bd sung axit va thu dugc két tia. Su giam gid tri pH gdy ra sy hinh
thanh két tia cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa duoc loc sach tir cac mudi khac, céc

san phdm phan tmg khac, va cac tap chat hoa tan khac.

(E) Loc va nghién nho.
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Cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa thu dugc trong giai doan (D) dugc thu lai
bing cach loc. Cac san phim am duoc 14y ra khoi bo loc, va sau d6 dua vao 16 phan
{mg bing thép khong gi dugc trang bi véi may tron mod neo va véi bd cam bién dé
doc cac gia tri pH di dugc nap 70 ml nudc dad lam sach, va sau d6 phai khudy.
Huyén phi dugce khudy trong 1 gio, & nhiét do 20°C, va sau d6 phai nghién nho.
Sau 20 phut nghién nho, khoang 3,1 g dung dich NaOH 15% trong lugng duoc
thém vao huyén phu, cho dén khi dat dugc d6 pH 6n dinh nim trong khoang tir 8,1
dén 8,4. Vao thoi diém cudi cia viée bd sung, san pham phan tng duoc xt ly mot
l4n nita trong cung mdt 10 phan tng, trong khoang thoi gian khoang 2 gid. Hoat
dong nay tao diéu kién cho viéc phén ri cia cac hat ran cazein N-axetyl-L-aspartyl
hoa. Huyén phul cazein aspartyl hoa dugc loc, 10 phan tng va b loc duoc rira véi

50 ml nudc da lam sach, sau d6 nuGe rira dugce thém vao dung dich da lam sach.

(F) Phan tng véi sit clorua va loc sat cazein-N-axetyl-L-aspartyl héa tho.

Dung dich & giai doan (E) dugc dua dén 16 phan tmg trang men dugc trang bi
may tron canh quat va véi by cam bién dé doc céc gia tri pH. Dung dich déng nhét
nay dugc thém 6,2 g FeCl;.6H,0 26,9% trong lugng (dung dich sit), sau do:

i) Thém 1,7 g dung dich sit va thém ddng thoi 0,6g NaOH 15% dé duy tri d6
pH nam trong khoang tir 8,3 dén 8,5. Dung dich dugc khudy trong 15 pht.

ii) Thém 4,5 g dung dich sit con lai cho dén khi d6 pH cta dung dich trong
khoéng tir 2,8 dén 3,0. Huyén phui duoc khudy trong vong 1 gid. P6 pH dugc diéu
chinh bang dung dich HCI 6 N hoic dung dich NaOH 15%, twong tmg.

Huyén phui ciia st cazein-N-axetyl-L-aspartyl hoa dat duge. San pham phan
g duoc khudy trong 20 phut, va dan xuét sét cazein-N-axetyl-L-aspartyl héa tho

duoc thu lai béng cach loc.

(G) Hoa tan phurc hop va loc.
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Phirc hop rdn duoc phan tan trong 70 g nuéce tinh khiét va sau d6 thém 3,85 g
dung dich NaOH 15% trong lugng cho dén khi d6 pH bang 8,5 £ 0,1. Dung dich
duoc khuéy trong 30 phut. Dung dich con lai dugc loc theo thir tu céac tap chét

khong hoa tan dugc tach ra. Du lugng khong hoa tan it hon 0,5% trong lugng.

(H) K&t tiia va tach riéng sit cazein-N-axetyl-L-aspartyl hoa 4m tinh khiét.

Dung dich trong, ma dugc dua vao 10 phan tng c6 trang men duoc trang bi
may trdn canh quat va bd cam bién dé doc gia tri pH, dugc thém 2,28 g dung dich
nuée HCI 6 N, & nhiét d tir 20°C dén 25°C, trong khoang tir 20 dén 30 phiit, cho
dén khi dat duoc d6 pH tir 2,8 dén 3,0. Vao thoi diém cudi coa viée bd sung, san
phim phan ng duoc khudy trong 20 phut, va két tha cua sit cazein-N-axetyl-L-
aspartyl héa tinh khiét da hinh thanh dugc thu hdi bang cach loc va rira tiép véi

nudc da loc sach.

(I) Su sdy kho cia st cazein-N-axetyl-L-aspartyl hoa.

San phim tinh khiét 4m thu dugc trong giai doan trudc dugce sdy kho duéi
chan khong, ¢ nhiét do tang tir 60°C dén 70°C, trong khoang thoi gian 1a 24 gio.
Sau qué trinh sdy khé, thu dugc 6,6 g phiic hgp sat (1) cazein N-axetyl-L-aspartyl
hoéa tinh khiét, v6i ham luong nudc < 5% trong lugng (Karl Fisher), c6 cac dac tinh

héa hoc va hoéa ly sau:

bac tinh san phém Gia tri
Mau Nau do

Hoa tan trong NaOH c6 do
D06 hoa tan

pH=28
bo pH 2,7
Sét tur do (khong dugc tao phiic) <0,05% trong lugng
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Tbéng lugng sat 5,7% trong lugng
Protein 84,1% trong lugng
Axit N-axetyl-L-aspartic dugc tao phurc 7,3% trong lugng
Axit N-axetyl-L-aspartic tu do : 0,2% trong lugng
Clorua 1,6% trong lugng
Ham luong vi khuan <10° CFU/g

Ham lugng nAm méc va men <10° CFU/g

Vi du 3 - Didu ché phirc hop sit cazein N—axetyl-L-aspartyi hoa

(A) Sy hoa tan cazein.

Trong mdt 16 phan tng bang thép khéng gi véi may lac day da va dung cu do
d6 pH, thém 5 g cazein dung cho thuc pham hozc dugc phdm trén 70 g nuSce tinh
khiét vi sinh khtt ion hoa. Hn hop duge khudy cho dén khi thu dugc huyén phi
d6ng nhit. Khoang 1,5 g dung dich natri hydroxit (NaOH) 15% tfong luong dugc
thém vao, ¢ nhiét d6 20°C, trong thoi gian 10 phut, cho dén khi dat dugc d6 pH
bang 8,5 = 0,1. Dung dich duqé lac thém 15 phut nita.

(B) Piéu ché N-Axetyl-L-Aspartyl Clorua.

Trong mot 16 phan tmg bang thép khong ri véi may lic day du dugc thém
vao, 15,6 ml (twong duong 15) thionyl clorua (SOCl,), chét xtc tac 1a 100 ul
dimetyl focmamit (DMF), 2,5 g axit N-axetyl-L-aspartic. Hon hop duge 1am néng
dén 75°C trong diéu kién hdi luu cho dén khi phan tng két thic bang sy hinh thanh
san phim acyl clorua. Trong phan tng nay, luu huynh dioxit (SO,) va hydro clorua
(HC)) duoc tao ra déu 1a loai khi c6 thé roi khoi binh phén Gng, diy phan Gng vé
phia trude. Thionyl clorua con lai dugce lam bay hoi bang cach nung néng hén hop

phan tng dan dén 1én dén 75°C, gan véi diém séi (74,6°C) cuia SOCL.
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(C) phan Ung cazein axetyl-aspartyl hoa.

Dung dich thu duoc tir giai doan (A) cuia cazein dd dugc hoa tan dugc thém
tir tir vao dung dich N-axetyl-L-aspartic clorua cua giai doan (B), ddng thoi thém
vao khoang 3,1 g NaOH 15% trong luong, duy tri d6 pH bing 8,5 £ 0,1, & nhiét do
phong. Dung dich thu duoc dugce khudy manh trong 2 gid.

(D) Chuyén va tinh ché cazein axetyl aspartat qua két tiia.

Dung dich thu dugc tir giai doan (C) dugc chuyén vao 16 phan ting tring men
duge cung cip voi mdy tron va bd cam bién phu hop dé doc cac gia tri pH. Dung
dich, gitt & nhiét do 20°C, sau d6 dugc axit hoa véi khoang 2,28 g dung dich HCI 6
N trong thoi gian 40 phut, cho dén khi dat dugc d6 pH bang 3. Khi dat dén do pH
muc tiéu, ngimg bd sung axit va thu dugc két tiia. Su giam gia tri pH gy ra sy hinh
thanh két tia cla cazein N-axetyl-L-aspartyl héa duoc loc ra tir cac mudi khéc, cac

san phim phan Gng khac, va cac tap chit hoa tan khac.

(E) Loc va nghién nhé.

Cazein N-axetyl-L-aspartyl héa thu dugc trong giai doan (D) dugc thu lai
bang céach loc. Cac san phdm am duoc 14y ra khoi bd loc, va sau d6 dua vao 16 phan
{mg bang thép khong gi duoc trang bi véi may tron mé neo va véi bd cam bién dé
doc céac gia tri pH di dugc nap 70 ml nudc da lam sach, va sau do phai khudy.
Huyén phi duoc khudy trong 1 gid, & nhiét do 20°C, va sau d6 phai nghién nho.
Sau 20 phat nghién nhé, khoang 3,1 g dung dich NaOH 15% trong luong dugc
thém vao huyén phu, cho dén khi dat dwoc d6 pH 6n dinh nam trong khoang tir 8,1
dén 8,4. Vao thoi diém cudi cua viée bd sung, san phim phan ting duoc xur ly mot
lan nita trong cung mot 16 phan {mg, trong khoang thoi gian khoang 2 gio. Hoat
dong nay tao didu kién cho sy phan ra va sau d6 1a su hoa tan céac hat ran cazein N-

axetyl-L-aspartyl hoa. Huyén phii cazein aspartyl héa dugc loc, 10 phan tmg va bd
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loc dugc ria véi 50 ml nude dd 1lam sach, sau d6 nude rira duge thém vao dung

dich da lam sach.

(F) Phan tmg v6i sét clorua va loc sat cazein-N-axetyl-L-aspartyl héa tho.

Dung dich & giai doan (E) dugc dua dén 10 phan tmg trang men dugc trang bi
may tron canh quat va véi b cam bién dé doc cac gia tri pH. Dung dich dong nhét
nay dugc thém tong cong 6,2 g FeCl; 6H,0 26,9% trong lugng (dung dich sat), sau
do:

i) Thém 1,7 g dung dich sét va thém ddng thoi 0,6g NaOH 15% dé d6 pH
ndm trong khoang tir 8,3 dén 8,5. Dung dich duoc khudy trong 15 phit.

ii) Thém 4,5 g dung dich sét con lai cho dén khi d6 pH ctia dung dich trong
khoéng tir 2,8 dén 3,0. Huyén phu dugc khudy trong vong 1 gio. Do pH dugce diéu
chinh bang dung dich HC1 6 N hoc dung dich NaOH 15%, tuong ung.

Huyén phii cta sat cazein-N-axetyl-L-aspartyl hoa dat dugc. San phim phan
tmg duoc khudy trong 20 phut, va dan xuét sét cazein-N-axetyl-L-aspartyl hoa tho

duoc thu lai bang cach loc.

(G) Hoa tan phtrc hop va loc.

Phirc hop ran dugc phan tan trong 70 g nudc tinh khiét va sau d6 thém 3,85 g
dung dich NaOH 15% trong luong cho dén khi d6 pH bang 8,5 £ 0,1. Dung dich
duoc khqu trong 30 phat. Dung dich con lai duoc loc theo thtr tw cac tap chét

khoéng hoa tan dugc tach ra. Du lugng khong hoa tan it hon 0,5% trong luong.

(H) Két tua va tach riéng sit cazein-N-axetyl-L-aspartyl hoa 4m tinh khiét.

Dung dich trong, ma dugc dua vao 10 phan ting c6 trang men dugc trang bi
may tron canh quat va by cam bién dé doc gia tri d6 pH, duoc thém 2,28 g dung
dich nuéc HCI 6 N, & nhiét do tir 20°C dén 25°C, trong khoang tir 20 dén 30 phut,

cho dén khi dat dugc d6 pH tir 2,8 dén 3,0. Vao thdi diém cudi cua viée b sung,
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san phidm phan tng dugc khudy trong 20 phut, va két tha cua sit cazein-N-axetyl-
L-aspartyl hoa tinh khiét d& hinh thanh dugc thu hdi bang cach loc va ria tiép voi

nudc da loc sach.

(I) Sy khé sat cazein-N-axetyl-L-aspartyl hoa.

San phim tinh khiét 4m thu dugc trong giai doan trude duge sdy kho dudi
chan khong, & nhiét do ting tir 60°C dén 70°C, trong khoang thoi gian 13 24 gio.
Sau qua trinh sdy khd, thu dugc 6,4 g phirc hop sat (III) cazein N-axetyl-L-aspartyl
héa tinh khiét, v6i ham luong nude < 5% trong lugng (Karl Fisher), c6 cac dac tinh

hoéa hoc va hoéa ly sau:

Dic tinh san pham Gia tri
Mau Néau dé
P hoa tan Hoa tan trong NaOH c6 d6

pH=8

bo pH 2,8
Sit ty do (khong phirc hop) <0,05% trong luong
Tong s6 sat 5,3% trong lugng
Protein 88,0% trong luong
Axit N-axetyl-L-aspartic dugc tao phtrc 7,0% trong luong
Axit N-axetyl-L-aspartic tu do 0,6% trong luong
Clorua 1,8% trong luong
Ham luong vi khuan <10° CFU/g
Ham lugng nim moc va men <10° CFU/g
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Yéu cau bao ho

1. Quy trinh diéu ché phic hop sit (I) v&i cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa, bao
gdm cac bude:

(a) phan ung cuia cazein v4i N-axetyl-L-aspartyl clorua, tao thanh cazein N-
axetyl-L-aspartyl ho4,

(b) phan ting tiép theo cia cazein N-axetyl-L-aspartyl héa véi sit clorua; va

(c) thu dugce phirc hop sit (IIT) véi cazein N-axetyl-L-aspartyl hoa.
2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 cazein duoc sir dung 1a cazein cAp thuc pham.

3. Quy. trinh theo diém 1, trong d6 budc (a) bao gdbm viéc cung cap dung dich
cazein, va trong d6 viéc bb sung N-axetyl-L-aspartyl clorua vao dung dich cazein

dugce thue hién & gia tri pH ndm trong khoang tir 6 dén 9.

4. Quy trinh theo diém 1, trong d6 N-axetyl-L-aspartyl clorua dugc diéu ché in situ,
t5t hon 1a bang cach st dung cac thube thir clo hoa dugc chon tir nhém gbm thionyl
clorua (SOCl,), phospho pentaclorua (PCls), phospho triclorua (PCls), cacbon
tetraclorua (CCly), oxalyl clorua (COCI),, phosphoryl clorua (POCl;), 2-chloro-1,3-
bis(metoxycacbonyl)guanidin ~ (Palau'Chlor),  cyanuric  clorua va  N-

chlorosuccinimide.
5. Quy trinh theo diém 1, trong d6 phitc hop sat (III) véi cazein N-axetyl-L-

aspartyl hoa da thu dugc trong budc (c) dugce 1am sach trude khi duge dua vao dé

lam khé hodic sdy phun hozc 1am khé déng lanh.
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6. Quy trinh diéu ché duoc pham chira phirc hop sat (I11) v6i cazein cap thuc pham
duoc N-axetyl-L-aspartyl hoa, quy trinh nay bao gsm quy trinh theo diém bét ky
trong s6 cac diém tir 1 dén 5 va két hop phirc hop sit (III) véi cazein cép thuc phim
dugc N-axetyl-L-aspartyl hoa véi céac ta dugc, cu thé 1a dugc chon tir chit pha

lodng va chat bao quan.
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