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Linh vuc ky thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cdp dén quy trinh tinh ché nhanh polysacarit ctia Neisseria
meningitidis. Cu thé hon, sang ché dé cip dén quy trinh didu ché polysacarit cia N.
meningitidis nhém huyét thanh typ C (MenC) c6 thé duge sir dung nguyén trang, hoic
duoc tao dan xudt hodc két hgp v6i cac nhom huyét thanh khac dé tao ra vacxin chéng

lai N. meningitidis.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Polysacarit, dac biét 1 polysacarit khang nguyén, da dugc st dung trong bao ché
vacxin. Vacxin don gid, hai gia va da gia chira mot, hai hodc nhiéu polysacarit va cac
thé lién hop ctia chung bén trén thi trudng dung dé ngan nglra mot sé bénh hodc tinh
trang nhiém khudn nhét dinh do cac vi sinh vat khac nhau gy ra nhu Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae va N. meningitidis va ching dugc chirng minh la
c6 tac dung ngin nglra cac bénh twong tmg & mirc dang ké. S6 liéu khao sat thu thap
duoc trong nhiéu nim sau khi gi6i thiéu vacxin Prevenar da cho thdy rd rang rang bénh
phé cau x4m lan & tré vi thanh nién & My da giam xudng mirc mong doi. Mic du ciing
c6 mdt vai nghién ctru khac nhau duge tién hanh dbi voi cac polysacarit nay va thé lién
hop ctia ching nhung van ludn cdn tang hiéu suét cling nhu chat luong (do tinh khiét)
clia polysacarit trong cong nghiép nhur di duge chimg minh bang nghién ctru dang thuc

hién.

Bénh viém mang ndo dugc xem la mbi de doa toan ciu va ganh nang tr can bénh
nay van ludn la méi vu tién ddi voi van dé sire khoe cong ddng. Pinh nghia 1am sang vé
bénh viém mang nio la chimg viém mang ndo (mang cta ndo). Néu khong duge diéu
tri, bénh c6 thé gdy ra hau qua nghiém trong. Téng cong mudi ba nhém huyét thanh cua
N. meningitidis 43 dugc nhan biét, va trong s6 mudi ba nhom nay, ¢é sdu nhom huyét
thanh (A, B, C. W135, X va Y) la nguyén nhéan chinh gy nhiém khuan trén toan cau.
N. meningitidis ¢c6 mot loat cac biéu hién 1am sang, bat dau tr ¢d hong dau nhe thoang
qua dén viém mang ndo gdy tir vong hodc nhiém tring méau do viém mang ndo ciu

khuan. Viém mang nio va nhiém trung mau la cac biéu hién pho bién nhat ctia bénh.
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Bing chung thu duoc thong qua nhidu két qua nghién ctru da xac dinh khia canh
tao mién dich cta vacxin lién hop polysacarit. Ngoai ra, c6 cdc bai bao nghién ctru ciing
nhu céc sang ché mo ta viéc san xuét va tinh ché polysacarit nang ctia Men C nhung
khong tai liéu nao trong s6 d6 xac dinh duoc quy trinh tinh ché c¢6 diém thoi gian giam

cuc manh ma lai thiét thuc, c6 thé mé rong quy md, va 1ap lai duoc.

Viéc san xuat ra Men C da tinh ché 1a yéu cau trude tién dé lién hop hiéu qua voi
protein mang va phat trién n6 lam vacxin lién hop. Chi phi nudi cay va tinh ché Men C
thuong 1 cao va mét nhiéu thoi gian thuc hién do quy trinh nay gdm mot loat cac budc
san xudt va tinh ché. Viéc cai tién mot hodc nhiu bude san xuét polysacarit s€ mang lai
su thay doi dang ké trong toan b quy trinh san xuat vacxin lién hop va theo d6 giup quy

trinh nay sinh lgi & mrc vira phai.

Tuy nhién, mac du mot vai nghién ctru khac nhau da dugc thuc hién doi voi cac
polysacarit nay, nhung van ludn cin phai cai thién hi€u suat cling nhu chat luong/do

tinh khiét cta polysacarit dé tao ra vacxin c6 chét lugng cao.

C6 mot sd sang ché md ta quy trinh tinh ché Men-C polysacarit. Tinh trang k¥
thuat hién c6 duoc md ta trong Patent My s6 7491517B2 vé quy trinh két tia polysacarit
Men-C véi CTAB duoc phat hién ra 1a gdm ca cong doan U qua dém & nhiét do 4°C.
Ngoai ra thi cong doan loai bo chit gdy 6 nhiém ciing can st dung enzym Proteinaza K
dat tién. Nigoai nhitng van dé ndy, quy trinh nay ciing can dén cong doan loc gel dé tinh
ché polysacarit Men-C. Toan bd quy trinh nay tén rat nhiéu thoi gian dé tinh ché va chi

phi cho quy trinh nay cling 16n do st dung céc enzym.

Ngoai ra, don s6 WO 2011/148382 Al ciing md tid phuong phap diéu ché
polysacarit nang tinh khiét bang cach sir dung nhém phosphat v6i ruou dé tinh ché
polysacarit nang Haemophilus influenzae b, N. meningitidis nhu cic nhom huyét thanh
A. C.Y. W- 135 va polysacarit nang twong ty khac dugc san xuat tir ca vi sinh vat gram
duong va gram 4m. Tinh trang k¥ thuét duoc cong bd nay boc 16 khoang thoi gian dé
tinh ché polysacarit 1a tir 16 dén 20 gio.

Mot Patent khac s6 EP 0658118B1 md ta phuong phap khir axetyl héa O ctia
polysacarit viém mang ndo cau khuan nhom C (GCMP) véi thoi gian trung binh khoang

16 gio. Quy trinh nay ciing can rat nhiéu thoi gian dé tinh ché.
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Hién nay, cac phuong phap khac nhau dung dé san xuét va tinh ché polysacarit
MenC mét teong déi nhiéu thoi gian cho viée nudi cdy va tinh ché va cling can phai st
dung cac enzym dat tién. Mac du cac loai quy trinh nay tao ra polysacarit tinh khiét

nhung ching ciing dong thoi lam ting chi phi san xuét khi mo rong quy ma.

Hon nira, cac tinh trang k§ thuat dugc boc 10 & trén dua ra cac phuong phap cé
hiéu qua hon & nhiét 6 thap nén can kiém soat moi truong vi thé 1am tang thém chi phi

nghién ctru va san xuat.
Ban chat ky thuit ciia sang ché

Do d6 muc dich chinh cta sang ché 1a dé xuét quy trinh tinh ché polysacarit Men

Mot muc dich khac cta sang ché 14 dé xuat quy trinh tinh ché polysacarit Men C
nhanh trong khi loai bé cac tap chét trong thoi gian rat ngan bang mot phuwong phap c6

thé mé rong quy mo thuong mai, don gian, hiéu qua va cai tién.

Mot muc tiéu khéc nita ciia sang ché 14 tao ra polysacarit chat lugng cao phu hop

v6i cac thong s6 k¥ thuat co lién quan cia WHO.
Bén chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché d& cap dén quy trinh tinh ché polysacarit Men C. Quy trinh nay md ta
phuong phap méi, nhanh, sinh loi, va co thé md rong quy md, trong do polysacarit Men

C duoc tinh ché véi thoi gian giam dang ké.

Quy trinh theo sang ché bao gdbm budc lwa chon ching vi khuan c6 hoat tinh mién
dich, chudn bi mdi truong nhan giéng ching c¢6 hoat tinh mién dich nay va cdy ching vi
khuén dugc chon trong méi truong nudi cdy goe glyxerol va i né & nhiét do dinh trude
trong khoang thoi gian t6i vu véi sd vong quay mdi phut (vong/phut) dinh trude. Chiing
vi khudn da chon dugc nudi cdy trong méi trudng nudi cy tdi wu hoa trong thiét bi 1én
men va quy trinh nay tiép dién bang cach ly tAm san phim thu hoach da lén men dé loc
dich 1én men (FB) chtra manh vun té bao sau dé c¢6 dac FB bang cong doan siéu loc bang

cach sir dung mang loc dong ngang theo phan tir luong.

Sau do phén dich ndi trén bé mat da cd dic va siéu loc hodc FB da xur ly dugc khtr

axetyl hoa vdi su ¢6 mit cuia dung dich kiém & ndong do cao & nhiét do cao. Polysacarit
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thd dugc khir axetyl hoa duge cho qua phan ung trao ddi dung dich dém thong qua
phuong phap loc dong tiép tuyén (Tangential Flow Filtration - TFF). Polysacarit thd da
khir axetyl héa va thim loc dugc tinh ché thém bing phuong phép sic ky tuong tac ky
nudce (HIC) sau do thdm loc va co dac dé thu dugc polysacarit dugc tinh ché cubi cung.
DPac biét 1a phuong phap theo sang ché bao gdbm budc xir Iy dich chiét da co dac va/hoac
cac té bao vi khuin da dugc phan 14p bang dung dich bazo. Ngoai cong doan chiét CPS
thi cong doan chiét bazo cling gdy ra phan (mg khir axetyl hoa ciia cidc nhom N-axetyl.
Mire do khtr axetyl hoa c6 thé duoc thay dbi bang cach diéu chinh céc diéu kién phan
tng. CPS da chiét sau do duoc tach khoi cac thanh phan té bao dé thu duge CPS, tot
hon 14 bang phuong phap tach sic ky.

Quy trinh nay c¢6 nhiéu vu diém so véi tinh trang k¥ thuit, nhu cung cap mot
phuong phap diéu ché polysacarit Men C nhanh va méi. Quy trinh nay sinh lgi do no
lam giam téng sd cac budc va chi cdn mot budce sang loc sic ky duy nhit. Mot vu diém
ntta la quy trinh nay c¢6 kha ndng mé rong toan bd quy mo.

Mo ta viin tit cac hinh vé

Fig.1 mo ta luu d6 dé tinh ché va thu hdi MenC-PS.

Fig.2 mo ta sic ky d6 HPLC ciia MenC-PS

Fig.3 mo ta phd NMR ctia MenC-PS.

MG té chi tiét sang ché

Sang ché boc 16 hai bude da duge tdi wu hoa dé co thé tinh ché polysacarit MenC
(MenC-PS) trong thoi gian ngan hon nhu dugce thé hién trén Fig.1.

Chung polysacarit vi khuan duogc cdy trong thiét bi 1én men chtra cac thanh phan
moi truong thich hop cén cho su phat trién cua vi khuan. Sau khi dat duoc mat do quang
tdi da, khoang tur 8 dén 10 thé hién su phat trién dang ké cua vi khuén, qua trinh nay
dugc cho két thuc bang cach bd sung formaldehyt véi nong do tién quyét va thu duoc
FB tao thanh. Sau d6 FB nay duogc ly tm & tde do cao dé loc FB chira manh vun té bao
sau d6 tham loc va cd dic bang cach sir dung mang loc dong ngang theo phan tit luong.

FB da duoc thim loc va co dac c6 polysacarit thd duoc xir Iy bang NaOH & nhiét

do cao lén dén 80°C Chéng han dé khu axetyl héa. Cong doan thdm loc va co dac
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polysacarit tho duoc thuc hién bang mang polyete sulfon (PES), véi nudc milliQ
(MQW), sau do béng dung dich dém Tris HCI c6 d6 pH=7.4 + 0,1. Sau khi tham loc,

polysacarit thd nay dugc co dic va loc bang bo loc 0,22pum.

Polysacarit thd da khtr axetyl hoa duge tinh ché thém bang k¥ thuét sac ky tuong
tac ky nuge (HIC).

Phuong phép tach hai hodc nhiéu thanh phan ctia hdn hop dua trén cac chénh léch
v& d6 phan cuc 1a da biét dbi voi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuat
nay. Vi dy, khi str dung phuong phép sic ky twong tac ky nudc, cac hop chit ¢o tinh ky
nuée tuong dbi 16n hon duge git lai 1au hon trén cot so véi cac hgp chat wa nuée hon.
Nguoc lai. khi str dung phuong phép sic ky tuong tac ua nudce thi cac hop chat va nudc
s& duoc giir lai 14u hon trén c¢ot so véi cac hop chat wa nude hon. St dung ca hai phuong
phap nay cho phép loai bo cac tap chit ma vira phan cuc it hon vira phan cuc nhiéu hon

so v6i hgp chat dang noéi dén.

CPS da chiét c¢6 trong chét phan tmg chiét bazo ¢o thé duge tach khoi cac tap chat
tao thanh tir cac thanh phén trong té bao bang phuong phap sic ky. Cac vi du khong gidi
han pham vi ctia sang ché vé cac phuong phap tach sic ky 1a sic ky trao doi ion (cation
hoac anion), sic ky tuong tac ua nude, sic ky twong tic ky nude hodc sic ky tham thau
gel. Phuong phép sic ky tuong tac ky nuéc (HIC) trén phenyl sepharoza dugc uu tién
hon vi s& loai bé hau hét chat gdy 6 nhiém hoat héa uv va c¢6 phan tir lugng cao khoi
chét chiét bazo. Polysacarit nang s& dugc rira giai ngay tir dau, trong khi protein va axit
nucleic ky nudc hon s& duoc gitt lai. Phuong phap dugc uu tién theo sang ché 1a phuong

phap sac ky tuong tac ky nude.

Ngoai ra, budc co diac va tham loc polysacarit dugce thuc hién dé tao thudn loi cho
viéc loai bo protein va cac tap chét khac, va sau d6 mau polysacarit dugc rira bang

MQW.

Do do, cong doan loc vo trung dugc thuc hién dé thu duoc polysacarit Men C tinh

ché duoc thé hién trén Fig.2 va Fig.3.
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Viée chimg minh cac quy trinh dugc sir dung & trén c6 thé dugc hiéu rd hon trong
Bang 1, bang nay thé hién rd ring cac thong s6 ky thudt cta polysacarit da tinh ché phu

hop voi tiéu chuan cia WHO.

Bang 1: Thong sb k§ thuat ctia polysacarit Men-C da tinh ché theo thong so k§ thuat cua
WHO dugc thé hién duéi day

Thtr nghiém MenC-PS Thong s6 ky thuat cia WHO
Ham luong polysacarit 4mg/ml Gia tri thuc té
Axit sialic doi v6i ham luong MenC khong

. o o
Ham lugng axit sialic 100% nhé hon 80% trong lwong kho
NP <0,06 .
Noi doc to EU/ug Nhé hon 100EU/ug
% Protein 0,14 % Khong nhiéu hon 1%
% Axit nucleic 0,42 % Khong nhi¢u hon 1%
Phan tu luong trung binh | 35y, 4 Gié tri thyc té tir HPLC
tuong doi
Duon Phan tng ngung két duong tinh voi huyet
Dic trung tinhg thanh dic hiéu; Pho "H-NMR duoc xac

dinh

C6 thé nhan thay rang thoi gian can dé tinh ché Polysacarit Men C ngan hon déng
ké so vé6i thoi gian duoc boc 16 trong tinh trang k¥ thuat trong khi d6 dau hiéu cia sang
ché 12 phuong phap chuén ctia quy trinh tinh ché méi, nhanh va c¢6 thé md rong quy mo
ma c6 thé duoc hoan thanh trong thoi gian 6 + 1 gid va PS duoc san xudt theo cach nay

pht hop véi tiéu chuan da dinh cia WHO.
Quy trinh phan tich:

Polysacarit thu dugc tir cac budce khac nhau dugce theo ddi va phan tich lién tuc vé
do tinh khiét va hiéu sudt ctia ching. C6 nhiéu quy trinh phén tich khac nhau duoc bao

céo nhung cac quy trinh wu tién 14 nhu duge tong hop dudi day:

Axit sialic tong sb cia MenC-PS duoc xac dinh bang phuong phap so mau. Thu
nghiém nay dua trén phan ung giira axit sialic va resorxinol ¢ nhiét do 100°C véi su cd
mat cia axit clohydric va ion ddng (II) trong thoi gian 30 phut; phan (mg nay din dén
su tao thanh phtrc hop xanh tim c6 do hép thu manh ¢ budc séng 564nm. Né)ng do axit

sialic téng duoc xac dinh tir duong cong hiéu chinh thu duoc bing cach sir dung mot
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loat céc tiéu chudn cta axit sialic [(Svennerholm, 1957)]. Lipopolysacarit (LPS) duoc
xac dinh bang cach st dung thiét bi Endosafe®-PTS™ don gian va gon nhe. Tap chét
protein dugc xdc dinh bang phuong phap ctia Lowry [(Lowry et al., 1951)] bang cach
stt dung albumin huyét thanh bo lam tiéu chuén va do hép thu duoc liy & bude song
750nm. Axit nucleic (NA) duoc danh gia & bude song 260nm va luong nay dugce tinh

khi gia st d6 hép thu cta 1,0A = 50pg/mL [(Frasch, 1990)].

Kich thuéc phan t trung binh twong dbi (Mw) cta HibPRP duge xac dinh bang
cach st dung phuong phap sic ky 1ong hiéu nang cao (HPLC) (Alliance, Waters). Cac
¢t duoc st dung 1a PWXL-4000 va PWXL-5000 theo day (Tosoh Bioscience). Ngoai
ra, pululan véi lugng nam trong khoang tr 5kD dén 800kD (Shodex) duoc str dung lam
tiéu chuan cho MenC-PS. Quy trinh HPLC duoc thuc hién bang cach st dung natri nitrat
0,1M vdi thoi gian chay 1a 30 phat ¢ tdc do dong chay bang 1ml/phut. Dic trung cla
MenC-PS duoc x4c nhan bang quang phd 1H-NMR. NMR tao ra pho ctia hat nhan nhay
tu tinh (vi du, 1H).

MenC-PS duoc nhan biét vé& mat huyét thanh bang céch két hop voi khing huyét
thanh déi chung khang tirng polysacarit. Do cac thong sb ky thuat cia WHO [WHO,
2004] dé xac dinh do tinh khiét va mo ta dac diém polysacarit 1a dua trén trong luong
kho, nén MenC-PS trudce hét duoc 1am kho lanh va sau d6 dugc thir nghiém. Ham luong
4m do do dugc tru di dé thu duoc trong luong kho chinh xdc. Ham luong am cua banh
d3 1am kho lanh duoc xac dinh bang may phan tich nhiét trong (TGA) tur Perkin Elmer.
Céc két qua phan tich dbi véi MenC-PS duogc néu trong Bang 1 va dua theo va nhu duoc

dinh r6 bé1 WHO.

Polysacarit Men C néu trén c6 thé duoc st dung dé bao ché vacxin li€n hop

polysacarit-protein.

Cac khia canh khéac nhau ctia sang ché dugc mo ta chi tiet ¢ trén s€ duoc minh hoa

bang céac vi du khong gidi han pham vi cta sang ché.
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Vi du thwe hién sang ché
Vidul

Tinh ché polysacarit bang cach st dung chat tdy anion véi dung dich dém tris va phuong

phap sic ky tuong tac ky nude (HIC):

FB da duoc thAm loc va ¢6 dic ¢ polysacarit thd duoc xir ly bang chét tay anion,
nhu, natri deoxycholat & ndng do nam trong khoang tir 0,3% dén 0,6% (trong luong/thé
tich) va dugc G & nhiét do ndm trong khoang tir 50°C dén 60°C trong thoi gian 1 gio.
Sau do n6 duoc lam mat dén nhiét d6 duai 40°C sau do thdm loc va co dac polysacarit
thd bang mang poly ete sulfon (PES) 0,1m?, v6i nude milliQ (MQW) véi luong tir 6 dén
8 thé tich.

Sau d6 tién hanh khir axetyl hoa trén polysacarit tho bang natri hydroxit (NaOH)
0,5M & nhiét dd 50°C trong thoi gian 10 gio. Sau d6 n6 dugce lam mat dén nhiét d6 dudi
40°C sau d6 thAm loc va cd dic polysacarit tho dong thoi voi MQW véi lugng tir 6 dén
8 thé tich va dung dich dém Tris HCL 20mM bang cach st dung mang PES 0,1m?. Sau
do6 polysacarit duoc tinh ché thém bang phuong phap sac ky tuong tac ky nuge (HIC),
nhu, dong nhanh Phenyl sepharoza 6. Cudi cung, cong doan tham loc va cd dic
polysacarit d tinh ché dugc thuc hién bang mang PES 0,1m?, véi MQW véi lugng tir 6
dén 8 thé tich. Theo do, cong doan lgc vo trung dugc thuc hién béng bo loc 0,22pum va
polysacarit da tinh ché cudi ciing dugc bao quan & nhiét do -20°C. Tdng thoi gian can
dé tinh ché polysacarit gdm ca sic ky HIC st dung quy trinh néu trén 1a tir 16 dén 18
gi0.

Vidu 2:

Tinh ché polysacarit bang cach st dung chat tiy anion véi dung dich dém HEPES (axit
4-(2-hydroxyetyl)- 1-piperazinetansulfonic) va phuong phép sic ky tuong tic ky nudc
(HIC):

FB da duoc thdm loc va ¢o dic ¢6 polysacarit thd duge xir Iy bang chat ty anion,
vi du, natri deoxycholat & ndng d6 nam trong khoang tir 0,3% dén 0,6% (trong luong/thé

tich) va duoc G & nhiét dd nam trong khoang tir 50°C dén 60°C trong thoi gian 1 gio.
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Sau d6 no duoc lam mat dén nhiét do dudi 40°C sau do thdm loc va c6 dac polysacarit

tho bang mang poly ete sulfon (PES) 0,1m?, v6i MQW véi lugng tir 6 dén 8 thé tich.

Sau do cong doan khir axetyl hoa dugc thuc hién trén polysacarit thd bang natri
hydroxit (NaOH) 0,5M & nhiét do 50°C trong thoi gian 10 gi0. Sau dé nd dugce lam mat
dén nhiét do dudi 40°C sau d6 thAm loc va c¢b dic polysacarit thd dong thoi véi MQW
v6i luong tir 6 dén 8 thé tich va HEPES 20mM chira dung dich dém NaCl 3M bang cch
st dung mang PES 0,1m?. Sau do polysacarit nay dugc tinh ché thém bang phuong phap
sac ky tuong tac ky nude (HIC), nhu, dong nhanh phenyl sepharoza 6. Cong doan tham
loc va co dac cua polysacarit da tinh ché duoc thuc hién véi mang PES 0,1m?, voi MQW
voi luong tur 6 dén 8 thé tich. Do do, cong doan loc vo trung dugce thuc hién béng bo loc
0.22p1m va polysacarit da dugc tinh ché cudi cing duoc bao quan & nhiét do -20°C. Téng
thoi gian can dé tinh ché polysacarit gdm ca sac ky HIC str dung quy trinh trén 1a tir 16

dén 18 gio.
Vidu 3:

Tinh ché polysacarit bang cach st dung natri hydroxit véi dung dich dém HEPES (axit
(4-(2-hydroxyetyl)- 1-piperazinetansulfonic) va phuong phap sac ky tuong tac ky nudc
(HIC) :

FB da duoc thim loc va ¢d dic co polysacarit thd duge khir axetyl hoa bang NaOH
0,8M trong thoi gian 6 gid & nhiét do 80°C. Sau d6 n6 dugce lam mat dén nhiét do dudi
40°C sau d6 thim loc va ¢6 dic polysacarit tho dong thoi véi MQW véi lugng tir 6 dén
8 thé tich va HEPES 20mM chira dung dich dém NaCl 3M bang cach sir dung mang
PES 0,1m?2. Sau do polysacarit nay dugc tinh ché thém bang phwong phap séc ky twong
tac ky nuGe (HIC), nhu, dong nhanh phenyl sepharoza 6. Cong doan thdm loc va co dic
polysacarit da tinh ché dugc thuc hién véi mang PES 0,1m?, ¢6 MQW véi lugng tr 6
dén 8 thé tich. Do do, cong doan loc vo trung dugce thuc hién béng bd loc 0,22um va
polysacarit da tinh ché cudi cung dugce bao quan ¢ nhiét do -20°C. Téng thoi gian can
dé tinh ché polysacarit gdm ca sic ky HIC st dung quy trinh trén la tir 10 dén 12 gio.
Hon nita polysacarit nay chi duoc tinh ché mot phan bang quy trinh duge dé cp o trén.
Quy trinh nay c6 thé can nhiéu budc hon mot chut dé tinh ché hoan toan polysacarit va

c6 thé khong phai 1a quy trinh c6 chi phi hiéu qua.
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Vi du 4:

Tinh ché polysacarit bing cach st dung natri hydroxit véi dung dich dém Tris va phuong

phap sdc ky tuong tac ky nude (HIC):

FB da duoc tham loc va cd dic co polysacarit thd dugc khir axetyl hoa bang NaOH
0,8M trong thoi gian 6 gio & nhiét dd 80°C. Sau d6 nd dugc lam mat dén nhiét do dudi
40°C sau d6 coéng doan tham loc va cd dic polysacarit thd duge thuc hién dong thoi vai
MQW véi lugng tir 6 dén 8 thé tich va dung dich dém Tris HCL 20mM bang cach st
dung mang PES 0,1m?. Sau do6 polysacarit nay dugc tinh ché thém bang phuong phap
sac ky tuong tac ky nuée (HIC), nhu, dong nhanh phenyl sepharoza 6. Cong doan tham
loc va ¢o dac polysacarit da tinh ché duoc thuc hién béng mang PES 0,1m?, véi MQW
voi luong tir 6 dén 8 thé tich. Do do, cong doan loc vo trung dugce thuc hién béng bo loc
0,22pum va polysacarit da tinh ché cudi ciing duge bao quan & nhiét do -20°C. Téng thoi
gian can dé tinh ché polysacarit g6m ca sic ky HIC st dung quy trinh trén 1a tir 10 dén
12 gio. Hon nita polysacarit nay chi dugc tinh ché mot phan bang quy trinh duoc dé cap
& trén. Quy trinh nay c6 thé can nhidu budc hon mot chut dé tinh ché hoan toan

polysacarit va co thé khong phai 12 quy trinh ¢6 chi phi hiéu qua.
Vidu 5:

Tinh ché polysacarit bing cach str dung natri hydroxit v6i dung dich dém Tris va phuong

phap sic ky tuong tac ky nude (HIC):

FB da duoc tham loc va cd dic co polysacarit tho dugc khir axetyl hoa bang NaOH
IM trong thoi gian 2 gio ¢ nhiét do 75+5°C. Sau do polysacarit da dugc khur axetyl hoa
dugce lam mat dén nhiét d6 dudi 40°C. Sau khi lam mat, cong doan thdm loc va co dic
polysacarit tho dd dugc khur axetyl hoa dugce thuc hién thong qua mang PES 100KDa
(0,1m?) voéi MQW véi luong tir 20 dén 25 thé tich, sau do voi dung dich dém Tris HCI
20mM (d6 pH=7,4 + 0,1) v6i luong tir 8 dén 10 thé tich. Do do cong doan loc vo trung
duogc thuc hién bang mang PES 0,22um (0,1m?).

Polysacarit da dugc khir axetyl hoa va thim loc duoc tinh ché thém bang phuong
phép sic ky tuong tac ky nuéc (HIC) thong qua cdt XK-16 dong goi bang dong nhanh

Phenyl sepharoza 6 (FF) bang cach sir dung hé thong sdc ky. Cot nay duoc lam can bang
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bang dung dich dém Tris HCl 20mM & d6 pH=7,4 + 0,1 chtta amoni sulphat 20%.
Nguyén liéu nay duoc nap vao ¢ te do 60cm/gio va dong chay qua chira polysacarit da
tinh ché dugc gom lai. Cudi cung, cot duge tai tao bang dung dich dém Tris HC1 20mM
& dd pH=7,4 + 0 va dugc bao quan trong etanol 20% dé str dung sau do. Cong doan
thidm loc va c6 dic polysacarit da tinh ché duge thuc hién bang mang PES 100KDa
(0,1m?), voi MQW véi lugng tir 6 dén 8§ thé tich va cong doan loc vo trung dugc thuc
hién béng bd loc 0,22um va polysacarit da tinh ché cudi cung dugc bao quan ¢ nhiét do
-20°C. Tdng thoi gian can dé tinh ché polysacarit 1a 61 giy va PS dép ung céc thong
s6 k¥ thuat cia WHO.
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YEU CAU BAO HO
1. Quy trinh tinh ché polysacarit Men C, trong d6 quy trinh nay bao gom cac budc:
(a) ly tam san phém thu hoach da 1én men dé loc dich 1én men;
(b)  ¢b dic phin dich ndi trén bé mat da 1én men bang phuwong phap siéu loc;

(c)  khtr axetyl héa va u phan dich ndi trén bé mit da cd dic néu trén & bude (b) &

nhiét d6 nam trong khoang tir 70°C dén 80°C;

(d)  thu gom phan dich ndi trén bé mit & bude (c) va dua vao tham loc va co dac;
(e)  tinh ché phan dich ndi trén bé mat da thim loc & bude (d) bang phuong phap sac
ky;

(f) tham loc va cd dic dé thu duoc polysacarit da tinh ché; va

(g)  loc vo trang polysacarit da tinh ché néu trén,

trong d6 quy trinh tinh ché néu trén duge hoan thanh trong thoi gian 1a 6£1 gio, va
trong d6 quy trinh tinh ché néu trén duge hoan thanh ma khong can str dung chat tay.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 budc ly tim san pham thu hoach da Ién men néu
trén duoc thuc hién & tdc do ndm trong khoang tr 4500 x g dén 5000 x g.

3. Quy trinh theo diém 1, trong d6 budc khir axetyl hoa néu trén dugc thuc hién voi
dung dich NaOH ¢ ndng d6 nam trong khoang tir 1 dén 1,5M.

4. Quy trinh theo diém 1, trong d6 cong doan 1 trong bude khir axetyl hoa dugc tién
hanh véi tdng thoi gian 1 ndm trong khoang tir 1 gid 30 phiit dén 2 gid 30 phut.

5. Quy trinh theo diém 1, trong d6 cong doan thdm loc trong bude thu gom sau budce
khtt axetyl hoa duge thuce hién tir 20 dén 25 14n v6i nude Milli-Q sau do tir 8 dén 10 lan

voi dung dich dém Tris HCI 25mM.

6. Quy trinh theo diém 1, trong d6 phuong phap sic ky dugc sir dung trong budc
tinh ché néu trén 1a phuong phéap sic ky tuong tac ky nuée (HIC) dong nhanh Phenyl

sepharoza 6.
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7. Quy trinh theo diém 1, trong d6 budc thdm loc va ¢d dac dé thu duge polysacarit
da tinh ché duoc thuc hién béng mang PES 100KDa (0,1m?), v&i nude Milli-Q véi lugng
tir 6 dén 8 thé tich.
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FB sau khi thédm loc \
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2 gioy <;< Khs axetyl hoa bing NaOH 1N 75+5°C
<5 5
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gio .
| Cot XK-16 goi bang Phenyl sepharbza B6FF & cac
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Fig.1
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