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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén chiét xuét tio thudc bd Rong cai bién (Ulvales), cu thé chiét
xuit tao luc thudc chi Rong cai bién (Ulva), sir dung dé diéu hoa dap tmg mién dich &
ngudi hodc dong vat, cu thé dé kich thich dap tmg mién dich lién quan dén bénh truyén
nhiém. Sang ché ciling mé ta viéc str dung khong trong didu tri chiét xuét tao luc thudc chi

Rong cai bién (Ulva) dé diéu hoa dap ing mién dich & ngudi hodc dong vat.
Tinh trang k§ thuft ciia sing ché

Pidu hoa dap ting mién dich 12 phuong phap quan trong dé diéu tri nhidu bénh. Cu
thé, phwong phép nay dugc sir dung dé cai thién dap tng mién dich & d6i tuong bi bénh

truyén nhiém.

Ngoai ra, kich thich dap tmg mién dich 12 co ché quan trong theo nhiéu khia canh.
Vi du d biét rang sita me gidu IgA, 13 khang thé s& cho phép tré so sinh bao vé chdng lai
mét sb bénh truyén nhiém. Céc té bao rudt, cu thé té bao biéu mo rudt tiép xtc v6i nhiéu
tac nhan gdy bénh kich thich san sinh céc khang thé. Sau d6, cac khang thé nay s& di
chuyén dén tuyén vii va s& dugc tim thdy trong sita me, nhd d6 tao ra tic dung bao vé cho
tré nhé. C6 nhu céu vé cac hop chit méi c6 kha ning kich thich phan tmg mién dich nay.
Cu thé, c4c t€ bao biéu md rudt 12 vi tri uu tién & d6 cac chét kich thich mién dich dugc
sir dung theo dudng miéng c6 thé phat huy tic dung. Hon nira, c6 nhu cau vé cic hop
chit méi c6 kha nang lam ting d4p tmg vd&i vacxin, bang cach kich thich dép tmg mién
dich, cu thé biang cach bd sung vao vacxin. Cac loai tao (Ulvales, Clophyta) 13 cac tao
phat trién manh & ving thuy triéu 1én xuéng hodc bai bién. Cac lodi tio nay tich tu thanh
méng 16m, duge neo giit béi khéi gan két, nhung mét sb loai ciing ¢ thé sinh trudng &
dang trdi ndi tur do. Tao Ulvae sinh truéng nhanh v 13 ngudn tiém ning dé phan phéi va
hép thu céc chét dinh dudng. Su sinh truéng cta chiing & cot nude dugc quan st & cac
ving nudc ven bién giau dinh dudng va viing nuéc man & d6 Ulva sp. tang sinh duéi
dang “thuy triéu xanh” (Flv.vher, 1996). Két qua ciia qua trinh nay 13 thudng xuyén san
sinh sinh khéi va cac sgi sinh khéi san sinh khi doc trong qué trinh tich tu cta ching
(Morand and Briand, 1996). Cho dén nay, sinh khéi niy c6 gia tri gia ting rit thip va
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phuong phap st dung ching, khong bao gdm dung 1am phan bén (Mazé et al. 1993,
Cuomo et al. 1995), san xuét khi metan (Briand and Morand, 1997), dung lam thuc phim
cho nguoi (Pérez, 1997) hodc nguyén li€u san xuit gidy (Nicolucci and Monegato 1993)

c6 thé tao ra kha ning sir dung cac dic tinh déc trung cla ching.
Ban chét ky thuit ciia sing ché

Céac tac gia sang ché d3 ngac nhién phat hién thiy rang chiét xuit tao thudc bod
Rong cai bién (Ulvales), cu thé chiét xuét tao luc thudc chi Rong cai bién (Ulva), ¢6 dic

tinh diéu hoa mién dich.

Do d6, sang ché d& cap dén chiét xudt tio thudc bd Rong cai bién (Ulvales), cu thé
chiét xuit tao luc thudc chi Rong cai bién (Ulva), chira polysacarit dang polyanion dugc
sulfat héa va khoéng dugc sulfat hoa co khéi lugng phan tr nho hon hodc bang 50kDa, sir

dung dé diéu hoa dap tmg mién dich & nguoi hodc dong vat.

Sang ché ciing mo ta viéc st dung khong trong didu tri chiét xuit tao thudc bod
Rong cai bién (Ulvales), cu thé chiét xuét tao luc thude chi Rong cai bién (Ulva), chira
polysacarit dang polyanion dugc sulfat hoa va khong duge sulfat hoa co khdi hrong phan

tir nho hon hogc bing 50kDa, d& didu hoa dap Gmg mién dich & ngudi hodc dong vat.

Cu thé, sang ché @& cap dén chiét xuit tao dé st dung nhu néu trén, hodc md ta
viéc st dung khong trong didu tri chiét xuét tdo nhu néu trén, trong do polysacarit nay
chira mannoza vi/hoiic arabinoza, t6t hon néu polysacarit ndy chira mannoza. Con cu thé
hon, polysacarit nay chira it nhét 0,005% khdi luong mannoza va/hodc it nhét 0,005%
khéi lugng arabinoza, tinh theo téng khoi luong chit kho c6 trong chiét xuit tao, t6t hon
néu polysacarit nay chua it nhét 0,005% mannoza. Con cu thé hon, polysacarit nay chira
mannoza vdi ham luong ndm trong khoang tir 0,005% dén 0,5%, vi du nam trong khoang
tr 0,005% dén 0,20% hoic nim trong khoang tir 0,15% dén 0,5% v/hodc arabinoza véi
ham lugng nim trong khoang tr 0,005% dén 0,5% khdi luong tinh theo tong khéi lugng
chit kho c6 trong chiét xuét tao, t6t hon néu polysacarit ndy chira mannoza véi ham
luong nam trong khoadng tir 0,005% dén 0,5%, vi du nam trong khoang tir 0,005% dén
0,20% hodc nam trong khoang tir 0,15% dén 0,5% khdi luong tinh theo tbng khdi lugng

chat khé c6 trong chiét xuét tao.
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Cu thé hon, sang ché cling dé cap dén chiét xuat tdo d¢ st dung nhu néu trén, hodc
mo ta viéc st dung khong trong di€u tri chiét xudt tdo nhu néu trén, trong d6 polysacarit
nay con chira galactoza; va/hodc glucoza; va/hodc rhamnoza; va/hodc xyloza; va/hodc

axit glucuronic.

Cu thé hon, polysacarit nay chira galactoza v6i ham lugng niam trong khoang tir
0,05% dén 0,5% khdi lugng; va/hoic glucoza véi ham lugng ndm trong khoang tir
0,005% dén 0,5% khéi luong, cu thé nim trong khoang tir 0,005% dén 0,05% khdi lwong
hodc nam trong khoang tir 0,05% dén 0,5% khbi lugng; va/hodc; rhamnoza véi ham
lwong ndm trong khoang tir 2% dén 15% khéi lugng; va/hodc xyloza véi ham lugng nim
trong khoang tir 0,1% dén 1% khdi lugng; va/hodc axit glucuronic véi ham lugng nim
trong khoang tir 1% dén 7% khéi lugng; tinh theo téng khdi lugng chat kho c6 trong chiét
xudt tao. Sang ché ciing d& cap dén chiét xut tao thude bd Rong cai bién (Ulvales), cu
thé chiét xudt tao luc thude chi Rong cai bién (Ulva), sit dung dé diéu hoa dép tmg mién
dich & nguoi hodc dong vat, dugce didu ché bang phuong phap bao gém céac budc sau: a)
rira to va lam sach cét; b) nghién tao; c) phén tach pha rin ctia hdn hop tao di nghién
‘khoi pha léng ctia n6; d) lam trong pha 16ng; €) si€u loc dich trong thu dugc ¢ bude d)
béng mang loc ¢6 kich ¢ 50kDa hodc nho hon; va f) c6 dich loc thu dugc & budc e), sau

do lam kho.

Sang ché ciing md ta viéc sit dung khong trong diéu tri chiét xuit tio thudc bd
Rong cai bién (Ulvales), cu thé chiét xuét tao luc thudc chi Rong cai bién (Ulva), dé diéu
hoa dap tmg mién dich & nguoi hodc dong vat, dugc diu ché bang phwong phap bao gdm
céc budce sau: a) rira to va 1am sach cat; b) nghién tao; c) phan tach pha ran cta hdn hop
tdo d3 nghién khoi pha 1ong cta né; d) 1am trong pha 1éng; €) siéu loc dich trong thu duge
& bude d) bing mang loc ¢ kich ¢& 50kDa hozc nhé hon; va f) ¢d dich loc thu duge &

budc e), sau d6 1am kho..

Cu thé, sang ché dé cap dén chiét xuit tao dé sur dung nhu néu trén, hodc mo ta
viée sir dung khong trong diéu tri chiét xuét tdo nhur néu trén, dé kich thich dap tng mién
dich & nguoi hodc dong vét, cu thé & hé mién dich duong rudt. Thuat ngir “dic tinh didu

hoa mién dich” hogc “diu hoa dap tng mién dich” duoc hidu theo nghia théng thuong
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da biét trong linh vuc nay, cu thé dic tinh bat ky ¢6 thé kich thich ho#c 1am cham céc

phan ng mién dich ctia co thé ngudi hodc co thé dong vat.

Cu thé, chiét xudt tao dé sir dung theo sang ché, hodc viéc st dung khong trong
diéu tri chiét xuét tao theo sang ché, c6 thé 1am ting mirc do biéu hién cua céc phén tr
Jién két va chemokin, t6t hon néu IL8 vi/hoic IL-1a va/hogc IL1-B va/hodc IL6 va/hodc
TNF- a va’/hoac CCL20.

Do d6, chiét xuit tao theo sang ché 13 hitu ich trong diéu tri va/hoic phong nglra
chc bénh truyén nhim, cy thé bénh truyén nhiém trén lon dugce chon tir: bénh 1ay nhiém
virut parvo, bénh d6éng dAu lon, bénh viém mii truyén nhiém, bénh cim, bénh 14y nhiém
virut circo, bénh 1y nhiém vi khudn mycoplasma va bénh truc khuan coli; bénh truyén
nhiém trén gia cAm dugc chon tir: bénh Marek, bénh Newcastle, bénh viém phé quan
truyén nhidm, bénh Gumboro, bénh d4u ga, bénh lay nhiém vi khuan mycoplasma, bénh
thiéu mau truyén nhiém trén gia cAm, bénh viém thanh khi quan truyén nhiém, hoi chimg
giam dé ¢ ga va bénh cim gia cAm; bénh truyén nhiém trén bo duge chon tir: bénh tiéu
chay do virut trén bd, bénh viém phéi & bo, bénh viém khi quan truyén nhiém & bo, bénh
lay nhi®m virut herpes, bénh ldy nhiém tryc khuan clostridium, bénh truc khuén coli,
bénh ludi xanh, bénh lay nhiém virut corona, bénh ldy nhiém virut rota va bénh lay
nhidm virut rhinotracheitis; v bénh truyén nhiém trén sinh vét thiy sinh dugc chon tir:
bénh hoai t&r co quan tao mau do virut hematopoietic necrosis, bénh dich ta, bénh nhot,

bénh hoai tir myén tuy va bénh thiéu mau truyén nhiém.

Do d6, sang ché cling dé cap dén chiét xuét tdo, nhu dugc md ta trong ban mo ta
ndy dé sir dung trong diéu tri va/hodc phong ngira bénh truyén nhiém, nhu cic bénh néu

trén.

Cu thé, chiét xuét tao theo sang ché 13 hitu ich dé kich thich mién dich, dudi dang

ché phdm bd sung kich thich mién dich.

Cu thé hon, sang ché dé cap dén chiét xut tao dé sir dung nhu néu trén, trong d6

chiét xuét tao dugc st dung dé bao ché dugc phim dé sir dung theo dudng miéng.

Theo mdt phuong 4n khic cla sang ché, chiét xuat tio d€ st dung nhu néu trén,

duoge st dung d& bao ché dugce phim dé st dung theo dudng tiém truyén.
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Sang ché cling dé cap dén viéc st dung khong trong diéu tri chiét xuét tao nhu néu
trén, trong d6 chiét xuit tho duge sir dung lam thuc phim bd sung dé sir dung theo dudng

miéng.

Chiét xuét tdo, nhu dugc mé ta trong ban md ta ndy duge md ta trong don patent
s6 FR1261909.

Nhu néu trén, chiét xut tao theo sang ché 13 chiét xuét tao thudc bd Rong cai bién
(Ulvales), cu thé chiét xuét tao luc thudc chi Rong cii bién (Ulva), chira polysacarit dang
polyanion dugc sulfat hoa va khong dugc sulfat hoa co khéi lugng phan tir nhé hon hoic
bing 50kDa. Cu thé hon, chiét xut tho ndy chira polysacarit dang polyanion dugc sulfat
hoa va khong dugc sulfat hoa cé khdi lwong phan tir nhé hon 40, 30, 20 hodc 15kDa. Con
cu thé hon, chiét xuét tdo ndy chia polysacarit dang polyanion dugc sulfat héa va khong

duoc sulfat hoa c6 khdi lugng phan tir nhé hon hoic bing 15kDa.

Theo mot phuong an, chiét xudt tao theo sang ché chira polysacarit dang polyanion
dugc sulfat hoa va khong dugc sulfat héa co khéi lugng phan tir nhd hon hodc bing
50kDa, va khong chira polysacarit dang polyanion dugc sulfat hoa va khong dugc sulfat

héa c6 khdi luong phén tir 16n hon 50kDa.

Theo mot phuong 4an khéc, chiét xuét tio theo sang ché chira polysacarit dang
polyanion dugc sulfat hoa va khong dugc sulfat hoa céd khéi Iwong phéan tir nho hon hoic
bang 15kDa, va khong chita polysacarit dang polyanion dugc sulfat hoa va khéng dugc
sulfat hoa c6 khdi luong phan tir 16n hon 15kDa.

Dalton (Da) 1a don vi khdi lugng dugce x4c dinh 13 tuong dwong véi mot phén
mudi hai khéi luong nguyén tir cacbon 12, khéi luong dugc uéce tinh tir hdn hop ciia mot
s6 dbng vi (chi yéu 14 cacbon 12 va cacbon 13 tuong tmg c6 6 va 7 neutron cdng véi 6
proton ctia nguyén tir cacbon bat ky). V6i do chinh xac twong dbi cao, dalton twong
dwong véi khdi lugng ctia nguyén tir hydro, tri s6 chinh xéc 13 1,00794 amu (don vi khéi

lugng nguyén tir). Kilodalton (kDa) 1a twong duong v6i 1000 Da.

Theo sang ché, khéi lugng theo don vi kDa duge xac dinh bing phuong phép bét

ky da biét trong linh vuc nay; cu thé khéi luong cta polysacarit dang polyanion dugc
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sulfat hda va khong dugce sulfat hoa cua chiét xuét tao c6 thé duoc xac dinh bang phuong

phép siéu loc trén mang chi cho phép loc cac hop chét ¢6 kich c& xac dinh trudec.

Cu thé, polysacarit clia chiét xuit tao theo sing ché chtra mannoza va/hoic
arabinoza, t6t hon néu mannoza. Cu thé hon, polysacarit ndy chira it nhét 0,005% khoi
lrong mannoza va/hodc it nhat 0,005% khéi luong arabinoza, tinh theo tbng khéi luong
chét khd c6 trong chiét xuét tao, t6t hon néu it nhit 0,01% mannoza va/hodc it nhét
0,01% arabinoza. Con cu thé hon, polysacarit ndy chira mannoza v6i ham lugng nim
trong khoang tur 0,01% dén 0,50%, vi du nam trong khoang tir 0,01% dén 0,20% hoic
nim trong khoang tur 0,20% dén 0,5% va/hodc arabinoza v&i ham luong nam trong
khoang tir 0,01% dén 0,5% khdi lugng tinh theo tong khéi lugng chat khd c6 trong chiét
xudt tao, t6t hon néu polysacarit clia chiét xut tao theo sang ché chira mannoza véi ham
lugng nam trong khoang tr 0,03% dén 0,45%, vi du nam trong khodng tu 0,03% dén
0,15% hodc nim trong khoang tir 0,15% dén 0,45% va/hodc arabinoza véi ham luong

ndm trong khoang tir 0,01% dén 0,2%.

Tét hon néu, polysacarit nay chira mannoza v6i ham luong nim trong khoang tir
0,01% dén 0,50%, vi du ndm trong khoang tir 0,01% dén 0,20% hodc nam trong khoang
tir 0,20% dén 0,5%, tdt hon néu mannoza véi ham lugng nam trong khoang tir 0,03% dén
0,45%, vi du nim trong khoang tir 0,03% dén 0,15% hodc nam trong khoang tir 0,15%
dén 0,45%.

Cu thé, polysacarit nay con chita galactoza; va/hodc glucoza; va/hodc rhamnoza;

va/hodc xyloza; va/hodc axit glucuronic.

Con cu thé hon, polysacarit nay chita galactoza véi ham lugng nim trong khoang
tir 0,05% dén 0,5% khéi lugng, t6t hon néu ndm trong khoang tir 0,1% dén 0,4%; va/hoic
glucoza véi ham luong nim trong khoang tir 0,005% dén 0,5% khéi luong, cu thé nam
trong khoang tir 0,005% dén 0,05% khéi luong, tot hon néu nim trong khoang tir 0,01%
dén 0,03%, hodc nim trong khoang tir 0,05% dén 0,5% khdi luong; va/hodc rhamnoza
v6i ham lugng ndm trong khoang tr 2% dén 15% khéi luong, tot hon néu nim trong
khoéng tir 5% dén 10%; va/hoic xyloza véi ham lugng ndm trong khoang tir 0,1% dén

1% khdi luong, t6t hon néu nim trong khoang tir 0,3% dén 0,7%; va/hodc axit glucuronic

_7-



36483

v6i ham luong nim trong khoang tir 1% dén 7% khdi luong, t&t hon néu nim trong

khoang tir 1% dén 5%; tinh theo tdng khdi lwgng chit khd c6 trong chiét xuat tao.

Do d6, chiét xuit tdo dé sir dung theo sang ché cé thé chira mannoza; va/hodc
arabinoza; va/hoic galactoza; va/hodc glucoza; va/hodc rhamnoza; va/hodc xyloza;

va/hoac axit glucuronic.

Cu thé hon, chiét xuét tao dé st dung theo sang ché ¢6 thé chira mannoza véi ham
lugng nam trong khodng tir 0,01% dén 0,50%, vi du nam trong khoang tr 0,01% dén
0,20%, t6t hon néu nim trong khoang tir 0,03% dén 0,15% hodc ndm trong khoang tir
0,20% dén 0,5%; va/hodc arabinoza véi ham lu'(_mg nam trong khoang tir 0,01% dén
0,5%, t5t hon néu nam trong khoang tir 0,01% dén 0,2%; va/hodc galactoza v&i ham
lwong ndm trong khoang tir 0,05% dén 0,5%, t6t hon néu ndm trong khoang tir 0,1% dén
0,4%; va/hodc glucoza v4i ham lugng nam trong khoang tu 0,005% dén 0,5% khoi
lugng, cu thé nam trong khoang tir 0,005% dén 0,05% khéi lugng, t5t hon néu nim trong
khoang tir 0,01% dén 0,03%, hodc ndm trong khoang tir 0,05% dén 0,5% khdi lugng;
va/hodc rhamnoza v6i ham luong nam trong khoang tir 2% dén 15% khéi luong, t6t hon
néu nim trong khoang tir 5% dén 10%; va/hoic xyloza v6i ham lugng nam trong khoang
tir 0,1% dén 1% khdi luong, tdt hon néu nim trong khoang tir 0,3% dén 0,7%; va/hodc
axit glucuronic v&i ham lugng nim trong khoang tir 1% dén 7% khéi luong, t6t hon néu
nim trong khoang tir 1% dén 5%; tinh theo tdng khdi lugng chit khd c6 trong chiét xut

tao.

Con cu thé hon, chiét xuét tao d& st dung theo sang ché c6 thé chira 0,09%
mannoza; va/hodc 0,1% arabinoza; va/hodc 0,3% galactoza; va/hodc 0,02% glucoza;
va/hodc 8,1% rhamnoza; va/hodc 0,5% xyloza; va/hodc 2,6% axit glucuronic; tinh theo

téng khbi luong chat khé co trong chiét xuét tao.

Chiét xuét tao dé st dung theo sang ché cling co thé chira 0,3% mannoza; va/hodc
0,2% galactoza; va/hodc 0,4% glucoza; va/hodc 7,9% rhamnoza; va/hodc 0,5% xyloza;

va/hodc 4,9% axit glucuronic; tinh theo tong khéi luong chat kho c6 trong chiét xuat tao.
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Do do, sang ché ciing dé cip dén viéc sit dung khong trong di€u tri chiét xuit tho
theo sang ché, trong do chiét xuat tdo nay chlta mannoza; va/hodc arabinoza; va/hodc

galactoza; va/hodc glucoza; va/hodc rhamnoza; va/hodc xyloza; va/hodc axit glucuronic,

Cu thé hon, chiét xuit tdo nay chira mannoza v6i ham lugng nim trong khoang tir
0,01% dén 0,50%, vi du ndm trong khoang tir 0,01% dén 0,20%, t6t hon néu nim trong
khoang tir 0,03% dén 0,15% hodc nim trong khoang tir 0,20% dén 0,5%; va/hodc
arabinoza v6i ham luong ndm trong khoang tir 0,01% dén 0,5%, t6t hon néu nam trong
khoang tir 0,01% dén 0,2%; va/hodc galactoza v6i ham lugng nim trong khoang tir
0,05% dén 0,5%, tot hon néu nim trong khoang tir 0,1% dén 0,4%; va/hodc glucoza véi
ham luwong nam trong khoang tir 0,005% dén 0,5% khéi luong, cu thé nim trong khoang
tir 0,005% dén 0,05% khéi luong, tot hon néu nim trong khoang tir 0,01% dén 0,03%,
hodc nim trong khoang tir 0,05% dén 0,5% khéi lugng; va/hodc rhamnoza v4i ham lugng
nim trong khoéang tir 2% dén 15% khéi luong, t6t hon néu nim trong khoang tir 5% dén
10%; va/hodc xyloza véi ham luong nam trong khoang tir 0,1% dén 1% khdi luong, ot
hon néu nim trong khoang tir 0,3% dén 0,7%; va/hoic axit glucuronic véi ham luong
nim trong khoang tir 1% dén 7% khdi lugng, t6t hon néu nim trong khoang tir 1% dén

5%; tinh theo téng khdi lwong chit kho c6 trong chiét xuét tao,

Con cu thé hon, chiét xuit tao nay chira 0,09% mannoza; va/hodc 0,1% arabinoza;
va/hodc 0,3% galactoza; va/hodc 0,02% glucoza; va/hodc 8,1% rhamnoza; va/hoac 0,5%
xyloza; va/hodc 2,6% axit glucuronic; tinh theo téng khéi lwong chit kho c6 trong chiét
xuét tao, hoic chiét xuét tao nay chira 0,3% mannoza; va/hodc 0,2% galactoza; va/hodc
0,4% glucoza; va/hoic 7,9% rhamnoza; va/hodc 0,5% xyloza; va/hodc 4,9% axit

glucuronic; tinh theo tong khéi lugng chit khé co6 trong chiét xuét tao.

Nhu néu trén, chiét xuit tao theo sang ché 13 chiét xuét tao thudc bd Rong cai bién
(Ulvales), cu thé chiét xut tao luc thudc chi Rong ci bién (Ulva), duoc diéu ché bang
phuong phap bao gdm céc bude sau: a) rira tio va lam sach cat; b) nghién tao; ¢) phan
tach pha ran cta hdn hop tao da nghién khoi pha 16ng cia né; d) 1am trong pha 1éng; €)
siéu loc dich trong thu dugc & budce d) bang mang loc c6 kich ¢& 50kDa hodc nhé hon; va

f) ¢6 dich loc thu dugce & budce e), sau d6 lam kho.
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Theo médt phuong 4n, chiét xuét tdo nay chira cacbon v6i ham luwgng nam trong
khoang tir 10% dén 50%; hydro v6i ham luong nim trong khoéang tir 1% dén 10%; nito
v6i ham lugng nidm trong khoang tir 1% dén 5%; oxy véi ham lugng nim trong khoang
tir 20% dén 50%; va luu huynh v6i ham luong nim trong khoang tir 1% dén 15%; tinh

theo tdng khéi lwong chit khd c6 trong chiét xuét tao.

Con cu thé hon, chiét xut tao nay chtra cacbon véi ham lugng nim trong khoang
tir 15% dén 30%; hydro v6i ham lugng ndm trong khoang tir 3% dén 6%; nito v6i ham
lwong nim trong khoang tir 1% dén 3%; oxy v6i ham luwong nim trong khoang tir 25%
dén 40%; va luu huynh v6i ham luong nim trong khoang tir 2,5% dén 10%; tinh theo

tdng khoi lugng chit kho c6 trong chiét xuét tao.

Theo mdt phuong 4an khac, chiét xuit tdo nay chira cacbon v6i ham lugng nim
trong khoang tir 10% dén 50%; hydro véi ham lugng nim trong khoang tir 1% dén 10%;
nito véi ham lugng nam trong khoang tir 0,5% dén 5%; oxy v6i ham lugng nim trong
khoang tir 20% dén 60%; va luu huynh v6i ham lugng ndm trong khoang tir 1% dén
15%; tinh theo tdng khdi luong chit khd c6 trong chiét xuét tao.

T6t hon néu cic nguyén t6 hda hoc khac co trong chat kho cua chiét xuit tao 1a

cac nguyén t6 khoang chét (Ca, K, Na, Mg, Al, CL, I, P, Fe, v.v).
Cu thé hon, chiét xuét tao theo sang ché c6 phé "H NMR dugc thé hién trén Fig.1.

Phd "H NMR nay dugc ghi & nhiét do 298°K bang may quang phd Bruker Avance
500 duge trang bi ddu do cryo dao chidu 5mm TCI 'H/C/"N. Truéc khi phan tich, cac
mau duogc hoa tan trong nude ning D,0 99,97%. Do dich chuyén hoéa hoc dugc tinh theo
don vi ppm dua trén chudn ngoai (axit trimetylsilylpropionic). Tin hiéu HOD khong dugc

loai trur.

Theo mdt phuong &n cua sang ché, chiét xuit tao chira polysacarit dang polyanion
duoc sulfat héa va khong duoc sulfat hoa cé khéi lugng phan tir nho hon hodc bang
50kDa dugc didu ché bing phuong phap bao gdm céc budc sau: a) rira tao va 1am sach
c4t; b) nghién tao; c) phan tach pha rin ctia hdn hop tao da nghién khéi pha long ctia né;
d) 1am trong pha 1ong; €) siéu loc dich trong thu dugc & budce d) bang mang loc ¢6 kich

c&d 50kDa hodc nho6 hon; va f) ¢d dich loc thu dugce & budce e), sau d6 lam kho.
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Cu thé, dé ap dung phuong phap theo sang ché, & budc a), tao dugc rira bang nuée
tinh khiét.

Tao duoc 1am sach cat bing phuong phap bét ky da biét trong linh vuc ndy.

Sau d9, tdo nay duoc nghién, tot hon néu bing may nghién, vi du may xay hodc

may bam.

Sau d6, pha rin ctia hdn hop tédo da nghién (b6t nhio) duge phan tach ra khoéi pha
16ng ctia n6 (dich 18ng) bing céch nén hdn hop tao di nghién ndy, vi du bang may ép dai

hodc may ép dia, hodc bang cach ly tAm.

Thuét ngit “dich trong” dugc dung trong ban mé ta dé chi dich bao twong chira cic

thanh phan ¢6 cAu tric kép & thanh té bao tao.

Sau d6, pha long thu dugc dugce lam trong, vi du bang thiét bi ling c6 tAm ling,

hoic bing cach ly thm, gan hoic loc (vi du bing tii hogc tim loc).
Sau do, dich trong thu dugc dugc siéu loc.

Theo mdt phuong an dé ap dung phuong phép theo sang ché, buéde siéu loc duge
thure hién trén mang c6 kich ¢ bang 50kDa hodc nhé hon, tét hon néu trén mang c6 kich
cd bang 40, 30, 20 hoic 15kDa. Cu thé hon, mang duoc st dung trong sang ché 13 mang
c6 kich c¢& bang 15kDa hozc nhé hon.

Vi du mang ndy c6 thé 13 mang gbém hozc mang hiru co. Cu thé hon, mang nay 1a

mang gom.

Sau d6, dich loc thu dugc ¢ thé dugce cd, vi du bing phuong phap tham thau
nguoc, phuong phap lam bay hoi hodc két tua, sau d6 1am khd, vi du bang phuong phap

sdy dong kho ho#c phun suong.

Tay ¥, sau d6 chiét xuét thu dugc c6 thé dugce nghién mot 1an nira dé thu duoc bot

¢6 kich ¢& hat déng déu.
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Theo mdt sb khia canh, phuong phap dugc thuc hién mot phén & nhiét do phong.
Thuat ngtr “nhiét do phong” dugc dung trong ban moé ta dé chi nhiét d6 nam trong
khoang tir 5°C dén 25°C.

Theo mot khia canh khac, phuong phép dugc thuc hién mot phén & nhiét d6 nam
trong khoang tir 4°C dén 10°C d& tranh phat trién vi sinh vAt.

Theo mdt phuong 4n dé 4p dung phuong phép theo sang ché, chiét xuét tao thu
duge & bude f) cha phuong phap néu trén dugce tinh ché, vi du bang phuong phap sidu

loc, cu thé bﬁng bo siéu loc, t5t hon néu dé loai bod phﬁn khoang.

Theo mot khia canh khéc, chiét xuét tao dé su dung theo sang ché dugc diéu ché

bang phuong phap nhu mo ta néu trén.

Phuong phap nay khac biét so vdi cac phuong phap da biét trong linh vuc nay do
khong can budc két tinh chiét xuét tio. Phuong phap nay ciing khac biét so véi céc
phuong phép chiét xuét d4 biét do khong can st dung dung moi, dc biét 1a dung moi hitu

co, do d6 than thién hon v6i moi trudng.

Thuét ngit “tao luc thude chi Rong cai bién (Ulva)” duge ding trong ban mo ta dé
chi tao luc thude chi Rong cai bién (Ulva), thude ho Rong cai bién (Ulvaceae), thude bd
Rong céi bién (Ulvales). Tt hon néu, tao luc thudc chi Rong ci bién (Ulva) theo sang
ché 13 cac loai hodc phan lodi sau: Ulva acanthophora, Ulva anandii, Ulva angusta, Ulva
arasakii, Ulva armoricana, Ulva atroviridis, Ulva attenuata, Ulva beytensis, Ulva
bifrons, Ulva brevistipitata, Ulva bulbosa, Ulva burmanica, Ulva byssoides, Ulva
californica, Ulva chaetomorphoides, Ulva clathrata, Ulva coccinea, Ulva compressa,
Ulva conglobata, Ulva cornucopiae, Ulva cornuta, Ulva covelongensis, Ulva crassa,
Ulva crassimembrana, Ulva curvata, Ulva dactylifera, Ulva denticulata, Ulva elegans,
Ulva elminthoides, Ulva enteromorpha, Ulva erecta, Ulva expansa, Ulva fasciata, Ulva
fenestrata, Ulva flexuosa, Ulva gelatinosa, Ulva geminoidea, Ulva gigantea, Ulva
grandis, Ulva hendayensis, Ulva hookeriana, Ulva hopkirkii, Ulva indica, Ulva
intestinalis, Ulva intestinaloides, Ulva intricata, Ulva intybacea, Ulva javanica, Ulva
kylinii, Ulva lactuca, Ulva lactucaefolia, Ulva laetevirens, Ulva laingii, Ulva linearis,

Ulva lingulata, Ulva linkiana, Ulva linza, Ulva lippii, Ulva litoralis, Ulva littorea, Ulva
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lobata, Ulva Iubrica, Ulva marginata, Ulva micrococca, Ulva myriotrema, Ulva
neapolitana, Ulva nematoidea, Ulva ohnoi, Ulva olivacea, Ulva olivaceum, Ulva
pacifica, Ulva papenfussii, Ulva paradoxa, Ulva parva, Ulva parvula, Ulva patengensis,
Ulva percursa, Ulva pertusa, Ulva phyllosa, Ulva popenguinensis, Ulva porrifolia, Ulva
procera, Ulva profunda, Ulva prolifera, Ulva pseudocurvata, Ulva pseudolinza, Ulva
pulchra, Ulva purpurascens, Ulva quilonensis, Ulva radiata, Ulva ralfsii, Ulva
ranunculata, Ulva reticulata, Ulva rhacodes, Ulva rigida, Ulva rotundata, Ulva rubens,
Ulva saifullahii, Ulva scagelii, Ulva scandinavica, Ulva sericea, Ulva serrata, Ulva
simplex, Ulva sorensenii, Ulva spinulosa, Ulva stenophylla, Ulva stipitata, Ulva
sublittoralis, Ulva subulata, Ulva taeniata, Ulva tenera, Ulva tetragona, Ulva torta, Ulva
tuberosa, Ulva umbilicata, Ulva uncialis, Ulva uncinata, Ulva usneoides, Ulva

utricularis, Ulva utriculosa, Ulva uvoides, Ulva ventricosa.

Do d6, chiét xuét tao dé sir dung theo sang ché c6 thé duge sir dung trong linh vuc
tht y, va duogc bao ché thanh thudc hodc dugc pham, dé diéu hoa dap tng mién dich &
nguoi hodac dong vit, cu thé dé kich thich dap tmg mién dich & ngudi hodc dong vat, va
cu thé hon dé phong ngtra va’hodc diéu tri bénh truyén nhiém, nhu cdc bénh néu trén, con

cu thé hon dé kich thich mién dich, du6i dang ché pham bd sung kich thich mién dich.

Do d6, sdng ché ciing dé cap dén chiét xuat tdo dé st dung nhu mo ta & trén, trong

d6 chiét xut tao dugc bao ché thanh dugc phém hodc thuéc.

Viéc st dung khong trong diéu tri chiét xuét tao theo sang ché c6 thé nhim muc
dich dé st dung cho ngudi hoic dong vat, vi du bang thuc phdm bd sung c6 loi cho stic
khée ma khong c6 bat ky tac dung thir cdp dé didu hoa dap img mién dich & ngudi hodc

dong vat, cu thé dé kich thich dap timg mién dich & ngudi hodc dong vat.

Do do, sang ché ciing dé cip dén viéc st dung khong trong diéu tri chi€t xuat tio

nhu mé ta & trén, trong d6 chiét xuét tio dugc bao ché thanh thuc pham.
Cu thé, thuc phdm 13 hitu ich dué6i dang ché pham bd sung kich thich mién dich.

Tac duge duge dung duge sir dung dé diéu ché thube hoac dugc phém chira chiét
xudt to dé sir dung theo sang ché durgc chon theo dang bao ché va phuong phap sir dung

mong mudn, tir cac ta duge thong thuwong da biét trong linh vuc nay.
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Theo sang ché dé sir dung theo dudng miéng, ngdm dudi ludi, tiém dudi da, tiém
bép, tiém tinh mach, khu tra, tai chd, trong khi quan, trong mili, tiém qua da hodc theo
dudng truc trang, dudi dang hon hop véi cac ta duge duge dung thong thudng, cho nguoi
va dong vat, dé didu hoa dap tmg mién dich, cu thé dé phong ngira va/hodc didu tri céac

bénh truyén nhi€m, nhu néu trén.

Dang bao ché thich hop bao gbém dang bio ché dung theo dudng miéng, nhu vién
nén, vién nang cing gelatin va vién nang mém gelatin, thudc bot, thudc cdm va dung
dich thubc hodc hdn dich thudc, dang bao ché ngam dudi ludi, qua khoang miéng, trong
khi quan, trong mit, trong miii bang cach hit, dang bao ché dung khu tra, theo dudng
tiém truyén, nhu tiém qua da, tiém duéi da, tiém bip hogc tiém tinh mach, dang bao ché
ding theo dudng tryc trang va thudc ciy. Dé str dung khu tra, co thé st dung chiét xuit

tao dé st dung theo sang ché & dang kem, gel, sap thom hozc thubc strc.

Khi ché phém rén & dang vién nén dugc bao ché, hoat chét chinh ¢6 thé dugce tron
véi chét mang duoc dung, nhu gelatin, tinh bt, lactoza, magie stearat, talc, gom arabic

hoéc ta dugc tuong tu.

Vién nén ciing c6 thé dugc bao bang saccharoza, din xuat xenluloza, hoic ta dugc
thich hop khéc hodc vién nén c6 thé dugc bao ché dac biét de co hoat tinh kéo dai hodc

giai phong cham va giai phong lién tuc luong x4c dinh truge cua hoat chét.

Vién nang gelatin c6 thé dugc bao ché bang cach tron hoat chit véi tic duge pha

logng va nap hdn hgp thu duge vao vo nang cting gelatin hodc vo nang mém gelatin.

Theo phuong 4n cu thé, chiét xuét tao, thudc hodc dugc pham dé sir dung theo
sang ché duoc bao ché d@é sir dung theo dudng miéng. Theo mot phuong an khac, chiét
xut téo, thudc hodc dugc phém dé su dung theo sang ché dugc bao ché dé sur dung theo

duodng ti€m.

Thubc hodc dugc phim chira chiét xuit tao d8 sir dung theo sang ché, c6 thé cling
& dang long, vi du dung dich, nhii twong, hdn dich hoic xird, va tét hon néu & dang thich
hop dé st dung theo dudng miéng hodc qua miii. Vi du vé ta duoc 16ng thich hop bao
gdm nuéc, dung mdi hitu co, nhu glycerol hodc glycol, ciing nhu hdn hop cta ching

trong nudc theo ty 1€ phan tram khac nhau.
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Xird hodc cdn thubc hoic thube nhé ¢ thé ciing chira hoat chit cing véi chét 1am
ngot nghéo ning luong, chit bao quan, nhu metylparaben va propylparaben, ciing nhu

chét diéu vi va chit mau thich hop.

Thudc bot hodc thube cdm phén tan trong nudc ¢ thé chira hoat chit dugc chon
v6i chét phan tan hodc chit hut 4m; hodc chét gay thdm 6n dinh, nhu polyvinylpyrolidon,

cling nhu chit 1am ngot hoic chit diéu vi.

Nhin chung, lidu luong hang ngay ctia chiét xudt tao theo sang ché s& 13 lidu luong

hiru hiéu thip nhat cta chiét xuat tho cé kha ning tao ra tdc dung kich thich mién dich.

Ayy2?

Thuat ngtt “liéu luong hitu hidu” duoc dung trong ban md ta dé chi luong bét ky

ctia ché phém cho phép tao ra tdc dung mong mudn, tirc 13 tac dung kich thich mién dich.

Theo mot sb khia canh, chiét xudt tdo dé st dung theo sang ché duoc st dung
trong ché phim, nhu néu trén dé sir dung & liéu luong trén ngudi nim trong khoang tir
0,1 dén 100mg/kg, con cu thé hon nim trong khoang tir 0,5 dén 60mg/kg, vi du niam
trong khoang tir 1 dén 20mg/kg hodc nim trong khoang tir 5 dén 30mg/kg, hodc & lidu
luong trén dong vat nam trong khoang tir 1 dén 200mg/ke, cu thé hon nim trong khoang
tir 1 dén 100mg/kg, con cu thé hon nam trong khoang tir 2 dén 45mg/kg hodc nam trong
khoang tir 10 déﬁ 60mg/kg.

Theo mdt sO khia canh khac, lién quan dén viéc sit dung khong trong diéu tri chiét

xudt tao theo sang ché, chiét xuét tao thanh pham co thé dugc st dung trong thuc pham.

Thuét ngir “thuc pham” duge ding trong ban md ta dé chi loai thuc phdm dinh
dudng bat ky, nhu sita chua hoic d6 udng, t6t hon néu dd uéng stta, nguyén liéu, chét
phu gia hoac chét bd trg, & dang hdn hop so ché, c6 tac dung chita bénh hoic khong, dé
Kkét hop vao thuc phém, thuc phém diy da hodc thuc pham bd sung, dé dung cho ngudi

hodc dong vit.

Theo mot s khia canh, @ sir dung khong trong diéu tri thuc phém chira chiét xuét
tao, chiét xuét tao thanh phdm duoc sir dung véi lidu lrong trén ngudi nam trong khoang
tir 0,1 dén 100mg/kg, con cu thé hon nim trong khoang tir 0,5 dén 60mg/kg, vi du nim
trong khoang tir 1 dén 20mg/kg hodc nim trong khoang tir 5 dén 30mg/kg, hodc & lidu
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luong trén dong vat nim trong khoang tir 1 dén 200mg/ke, cu thé hon nim trong khoang
tir 1 dén 100mg/kg, con cu thé hon nam trong khoang tir 2 dén 45mg/kg hodc nim trong
khoang tir 10 dén 60mg/kg.

Theo mot sb khia canh khac, sang ché mé ta phwong phap diéu hoa dép tmg mién
dich & nguoi hodc dong vét, cu thé dé kich thich dép ing mién dich & nguoi hodc dong
vét bao gdbm budc cho ngudi hodc dong vat st dung lidu luong hiru hiu cua chiét xuét

tao theo sang ché.

Cu thé hon, phuong phép theo sang ché kich thich dap tmg mién dich & nguoi

hodc dong vat, cu thé & hé mién dich dudng rudt.

Con cu thé hon, phuong phap theo sang ché co tac dung diéu hoa biéu hién cac
phan tr lién két va chemokin, tot hon néu IL8 va/hodc IL-1a va/hodc IL1-B vi/hodc IL6
va/hodc TNF- a va/hodac CCL20.

Chiét xuit tao dugc st dung trong phuong phép theo sang ché c6 thé duoc su

dung trong thuéc, duoc phém hodc thuc phém, nhu néu trén.
Chjét xuét tao c6 thé dugc st dung theo cac phuong phap st dung néu trén.

Theo mét phuong 4n dé 4p dung phuwong phdp theo séng ché, chiét xuit tao theo

sang ché duoc sir dung trong duge pham.

Cu thé, phuong phap nay 13 hitu ich dé phong ngira va/hodc didu tri bénh truyén

nhiém, nhu cac bénh néu trén.

Theo mdt phuong 4n khéc dé ap dung phuong phap theo sang ché, chiét xuit tao

theo sang ché dugc st dung trong thuc pham.

Cu thé, sang ché ciing dé cap dén phwong phap diéu hoa dap ung mién dich &
nguoi hoac dong vat, nhu néu trén bao gdm budc cho ngudi hoiic dong vt sir dung lidu
lugng hitu hidu cta chiét xudt tao theo sang ché trong thdi gian tir 3 dén 30 ngay, cu thé
tir 10 dén 20 ngay hodc nim trong khoang tlr 3 dén 10 ngay, & liéu lugng trén nguoi nim
trong khoang tir 0,1 dén 100mg/kg, cu thé hon nim trong khoang tir 0,5 dén 60mg/kg,

con cu thé hon ndm trong khoang tir 1 dén 20mg/kg hoic nim trong khoang tir 5 dén
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30mg/kg, hodc & lidu lugng trén dong vit nim trong khoang tir 1 dén 200mg/kg, cu thé
hon ndm trong khoang tir 1 dén 100mg/kg, con cu thé hon nim trong khoang tir 2 dén

45mg/kg hodc nim trong khoang tir 10 dén 60mg/kg.

Theo mét phuong 4n dé 4p dung phuong phép theo sang ché, khi két thuc khoang
thoi gian néu trén, viéc st dung chiét xuét tao c6 thé duoc lap lai trong khoang thdi gian

tuong duong.

Theo mét s6 khia canh, sang ché ciing dé cap dén phuong phap diéu hoa dap tmg

mién dich & nguoi hodc dong vat, nhu néu trén bao gom céc budc sau:

a) didu ché chiét xuét tao theo sang ché theo phurong phap bao gbm cac budc: rira
tdo va lam sach cat; nghién tao; phan tach pha rin ctia hdn hop tao di nghién khéi pha
long cua nd; lam trong pha 16ng; siéu loc dich trong thu dugc & budce phia trude bang
mang loc ¢ kich ¢& 50kDa hodc nho hon, vi du béng 15kDa hodc nhd hon; va cd dich
loc thu duge & budc phia trude, sau dé lam kho; tuy ¥ béng budc siéu loc, vi du béng bo

siéu loc; va

b) st dung cho ngudi hodc dong vat, lidu lugng hiru hidu cta chiét xuit tao theo
sang ché, cu thé trong thoi gian tir 3 dén 30 ngay, cu thé hon tir 10 dén 20 ngay hodc nam
trong khoang tir 3 dén 10 ngay, & liéu luong trén nguoi nim trong khoang tir 0,1 dén
100mg/kg, con cu thé hon nim trong khoang tir 0,5 dén 60mg/ke, vi du nim trong
khoéng tir 1 &n 20mg/kg hodc nim trong khoang tir 5 dén 30mg/kg, hodc & lidu luong
trén dong vt ndm trong khoang tir 1 dén 200mg/kg, cu thé hon nim trong khoang tir 1
dén 100mg/kg, con cu thé hon nim trong khoang tir 2 dén 45mg/kg hodc nim trong
khoang tir 10 dén 60mg/kg.

Sang ché s& duoc mo ta chi tiét hon théng qua cdc hinh vé& va vi du duéi day,

nhung khong chi gidi han ¢ cac hinh v€& va vi du nay.
MO ta van tit hinh vé
Fig.1 1a dd thi thé hién phd 'H NMR ciia chiét xuét tao theo sang ché.

Fig.2 12 d0 thi thé hién sic ky dd thu dugc vai chiét xuét tao theo sang ché dugc

phéan tach trén cdt Shodex 802 va cot Shodex 803.
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Fig.3 12 dd thi thé hién sic ky dd thu duogc sau khi phan tich din xuat duogc
trimetylsilyl héa ctia mu chiét xuit tio theo sang ché bang phuong phap sic ky khi, trong
d6 Ara: Arabinoza; Gal: Galactoza; Glc: Glucoza ; Xyl: Xyloza; Man: Mannoza; Rha:
Rhamnoza, GIcA: Axit glucuronic.

Fig.4 12 bidu dd thé hién két qua danh gia lidu lugng khong doc tdi da cla chiét

xuit tio EA1 theo sang ché.

Fig.5 12 bidu dd thé hién két qua danh gia lidu lugng khong ddc tdi da cla chiét
xut tao EA2 theo sang ché.

Fig.6 1a biéu dd thé hién két qua dénh gia lidu lvong khong doc t6i da ciia chiét
xut tio EA3 theo sang ché.

Fig.7 14 biéu db thé hién tac dung clia chiét xut tao EA1, EA2 va EA3 theo sang
ché dén muc do bidu hién ctia IL8 (duoc do bang phuong phap PCR dinh lugng).

Fig.8 12 biéu db thé hién tic dung ctia chiét xuét tho EA1, EA2 va EA3 theo séng
ché dén mirc do bidu hién ciia TNF-a (dwoc do bang phuong phap PCR dinh luong).

Fig.9 12 bidu dd thé hién tac dung clia chiét xut tao EA1, EA2 va EA3 theo sang
ché dén mirc d6 bidu hién cua CCL20 (dugc do bang phuong phap PCR dinh lugng).

Fig.10 12 biéu dd thé hién tac dung cua chiét xuat tho EA1 theo sang ché dén mirc

d6 biéu hién cua IL6 (dugc do bang phuong phap PCR dinh lugng).

Fig.11 12 biéu dd thé hién tac dung cua chiét xuat tho EA1 theo séang ché dén miic

d6 bidu hién cua IL1 o (duge do bang phuong phap PCR dinh lugng).

Fig.12 12 bidu dd thé hién tac dung ctia chiét xuit tao EA1 theo sang ché dén mirc

d6 biéu hién cta IL1 B (dugc do bang phuong phap PCR dinh lugng).

Fig.13 12 bidu dd thé hién tic dung cta chiét xult tao EA1 theo sang ché dén mirc

d6 biéu hién ctia PPARY (duoc do bing phuong phap PCR dinh luong).

Fig.14 12 biéu db thé hién tic dung cia chiét xuit tao EA1 theo sang ché dén mirc

d6 biéu hién cia IL12p35 (duoc do bang phuong phap PCR dinh lugng).
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Fig.15 12 biéu dd thé hién tic dung cia chiét xuat tho EA1 va EA3 theo sang ché
duge do bang ELISA dén mirc do biéu hién ctia TNF-a.

Fig.16 13 biéu dd thé hién tic dung ctia chiét xuit tio EA1 va EA3 theo sang ché
duoc do béng ELISA dén mitc do biéu hién cta IL-8.

Vi du thwe hién siang ché
Vi du 1: Diéu ché chiét xut tao theo sang ché

Mot thn nguyén liéu tdo luc tuoi thudc chi Rong cai bién (Ulva), dugce rtra béng

nudce tinh khi€t va 1am sach cat bang may rira tdo.

Trir khi ¢6 quy dinh khéc, phuong phap diéu ché chiét xuit tho theo sang ché duoc
thuc hién ¢ nhiét do phong.

Sau do, tao nay (1 thn tao di hut kho chira 8% chit kho) dugc nghién thanh cac hat
min bang may nghién (thuong hiéu Inotec loai “I175CDI-75D”). Thuat ngit “hat min”
duge dung trong ban mé ta dé chi cac hat cé kich c& nim trong khoang tir 50nm dén
1000nm, gdm hai loai hat, loai thir nhit c6 kich c¢& nim trong khoang tir 50nm dén

200nm, loai thit hai ¢ kich ¢& ndm trong khoang tir 600nm d&n 1000nm.

Sau d6, hdn hop tao dd nghién dugc nén bing may ép dai Flottweg loai “B FRU
800 HK” tbc do dong bang khoang 1 tAn/gid.

Budc nay cho phép phan tach pha rin (bot nhio) khoi pha 16ng (dich chiét). Hiéu
suét dich trong thu dugc béng 75%.

Sau d6, 750kg dich chiét thu duoc duogc 1am trong bfing thiét bi léng dang tAm
Flottweg loai “AC 20007 dé thu duoc 710kg dich trong chira 3,10% chét kho (hiéu suét
khéi luong nim trong khoang tir 95% dén 98%) va bot nhio (ham lugng nim trong
khoang tir 2 dén 5% khdi luong).

Sau d6, dich trong nay dugc siéu loc bang mang gém (Tami Industries) c6 kich c&
bang 15kDa dé thu duoc phin qua mang va phin khéng qua mang. Phén qua mang dugc
gift lai cho dén khi thu duoc 640kg dich loc (hiéu sut thé tich bang 91%) chira 2,2% chét
kho.
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Sau d6, dich loc (phdn qua mang) dugc sdy dong kho, sau khi co bang cach lam

bay hoi.

Buéc b duge thue hién bdng may 1am bay hoi mot ndi (EVA 1000, Pignat) véi
céc thong sb sau: tudn hoan cudng birc, toc do dong cAp bang 10L/gid, 4p suat hoi bang 1

bar, 4p sudt chan khong bang 0,3 bar va nhiét d bay hoi bing 90°C.

Buéc co thit nhét dat duogc vai the 4o dong ciia nude duge bay hoi bang 8 L/gid va

dd ngot Brix tang tir 5,5 (tvong dwong véi ham lugng chit kho bang 4,5%) dén 14,7.

Sau d6, dung dich nay dugc ¢ 14n thir hai véi téc d6 dong ciia nude duge bay hoi
nim trong khoang tir 5 dén 6 L/gid va d6 ngot Brix ting dén 34. Ham luong chit kho cua

dung dich dugc xé4c dinh bang 38,4%.

Sau d6, budc dong kho duge thuce hién bang thiét bi Bioblock (kiéu CHRIST alpha
1-4 LSC) & nhiét d6 dong kho bang -80°C 14 nhiét d6 thap nhit trong budc ndy.

Sau d6, bot thu duge duge nghién bing may nghién xoay MiniMill thurong higu
Philips. Bot nay duoc nap vao cac phéu nghién (10g bot trong mdi phéu nghién véi 4 bi
trong zirconia). Toan bd thiét bi dugc quay trong 15 phiit & tbc do bang 10 d thu dugc
14kg bot chiét xuét tao.

Vi du 2: X4c dinh khéi luong phan tir cia polysacarit dang polyanion dugc sulfat
héa va khong dugce sulfat héa cia chiét xuét tio theo sang ché bing phuong phap sic ky

loc gel

Chiét xuét tao diu ché theo Vi du 1 dugc siéu loc qua mang c6 kich ¢& bang 1000
Da va hoa tan & ndéng d0 bang 0,5g/L trong nuéc. Sau d6, dung dich thu duge duge tiém
vao cot Shodex 802 va cot Shodex 803 dugc bb tri theo thir tu (khoang hoat dong cuia cot
802: 4x10% Da va cot 803: 1,7x10° Da). Dung mdi rira giai dwgc sir dung 13 natri nitrat
0,1M chira 0,2% natri azit & toc d6 dong bang 0,5mL/phut. Qua trinh phat hién dugc thuc
hién bang khic xa ké Wyatt va bd phan phat hi¢n tén xa 4nh séng 18 goc Wyatt. Ty 1&
dn/dc dugc thiét 14p bang 0,150mL/g.

Séc ky dd duoc phat hién bang khiic xa ké duge thé hién trén Fig.2.
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Két qua phan tich cho thay khéi lugng phan tir trung binh ciia polysacarit ctia chiét
xudt tao theo sang ché bang 4,4kDa.

Vi du 3: Xéc dinh thanh phén ctia chiét xuét tio theo sang ché

Chiét xuét tao didu ché theo Vi du 1 dugc tinh ché bing cach siéu loc bang binh
loc amicon két hop khudy. Mang xenluloza tai ché c6 céc 16 loc c6 kich c& bing 1000 Da
duge st dung. MAu chiét xuit tao theo sang ché (572,1mg) dugc hoa tan trong 150mL
nuée siéu tinh khiét mili-Q. Nu6e (5L) duge st dung dé loai bo toan bd cac hop chit
c6 khéi lugng phan tir nhd hon 1000 Da. Phan khong qua mang loc dugc dong kho dé
thu dugc 117mg mAu. Do d6, hidu sudt siéu loc bang 20,5% (khdi lugng/khdi lugng).

Céc phan tich sau dugc thuc hién trén mau da siéu loc.

Ty 1€ ctia cac monosacarit ¢ trong polysacarit cua chiét xuét tao theo sang ché
dugc xac dinh theo phuong phap Kamerling (Kamerling et al., 1975) duoc cai tién boi
Montreuil (Montreuil ef al., 1986). Pé dinh tinh va dinh lugng c4c monosacarit, can thity
phan polyme nay bang metanol, sao chi thu dugc cdc monome. Sau do, cac gbc glycosit
duge trimetylsilyl hoa dé 1am cho cAc chét nay d& bay hoi. Do d6, cac gbe ndy duge dinh

tinh va dinh luong bang phuong phap sic ky khi & dang O-trimetylsilyl-metylglycosit.

Céc thude thtr duge st dung bao gdbm dung dich metanoL/HC1 3N (Supelco); bac
cacbonat; myo-inisitol; pyridin; thudc thir Sylon BFT (BSTFA +TMCS 99:1) (Supelco);

va diclometan.

Quy trmh phén tich dugc thuc hién nhu sau: 400ug chiét xuit tao theo sang ché
dugce didu ché nhu néu trén va 50pg myo-inositol duge nap vao bé khé trong su c6 mit
ctia 500pL hén hop axit hydrocloric 3N/metanol (Supelco) trong 4 gid & nhiét d6 100°C.
Sau khi 1am ngudi dén nhiét do phong, metanolysat dugc trung hoa bing bac cacbonat.
Céc mau duoc ly tim trong 15 phut & tbc d6 bang 3000 vong/phiit va dich nbi dugc lam
bay hoi trong dong khi nito. Sau do, cac hop chét duge hoa tan trong 80uL pyridin va i
trong 25 phit & nhiét do 80°C véi 80uL sylon (BSTFA:TMCS, 99:1, Supelco). Sau khi
lam bay hoi tr tr céc thubc thtt con du trong dong khi nito, cic trimetylsilyl-
metylglycosit dugc hoa tan trong 500puL diclometan, sau d6 tiém vao h¢ théng sic ky khi

(tiém vao cdt, bd phéan phat hién FID: ion héa ngon Iira). Khi mang 1a nito. Cot loai HP-
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5MS (30m, duoc kinh trong bang 0,25 mm) 14 c¢ot khong phan cyc. Chuong trinh ting
nhiét dd nhu sau: 120°C dugc duy tri trong 1 phit, sau do tbc do ting nhiét do bing
1,5°C/phut 1&n dén 180°C, tiép theo tbc d6 tang nhiét do bang 2°C/phit 1én dén 200°C.

Moi monosacarit duge dinh tinh bang cach so sanh thoi gian luu véi chuén noi, 1a
cac monosacarit tinh khiét duoc xir 1y trong cung di€u kién. Hé so dép ung duoc tinh todn
cho moi monosacarit so v6i chuin ndi dé xac dinh ty 1¢ phan trdm ctia moi monosacarit

cé trong polysacarit cia chiét xut tao theo sang ché.
Céc két qua thu duoc dugc thé hién trén Bang 1 va Fig.3.

Bang 1: Ty 1é phéan trim khéi luong ciia cac thanh phan cta chiét xuit tao theo
sang ché sau khi phan tich cac din xuit dugce trimetylsilyl héa bang phuong phap sic ky
khi, tinh theo tdng khdi lwong cia chiét xuit tdo; trong d6 Ara: Arabinoza ; Gal:
Galactoza ; Glc: Glucoza ; Xyl: Xyloza ; Man: Mannoza ; Rha: Rhamnoza, GlcA: Axit

glucuronic.

Mau | % khéi long ciia dich siéu loc | Hiéu suét siéu loc | % khdi lrgng ciia chiét xuit tho
Ara 0,6 20,50% 0,123

Gal 1,3 20,50% 0,267

Gle 0,1 20,50% 0,021

Xyl 2,45 20,50% 0,502

Man 0,45 20,50% 0,092

Rha 39,6 20,50% 8,118
GlcA 12,9 20,50% 2,645

Vi du 4: Danh gia hoat tinh didu hoa mién dich cia chiét xuét tao theo sang ché

Téc dung cta chiét xuat tao theo sang ché dugc thir nghiém trén té bao biéu mo

rudt lon da biét hoa IPEC-1.

Cac t& bao biéu md rudt lon (IPEC-1 - Intestinal Porcine Epithelial Cell-1) 14 té

bao hdng trang ctia lon con chuyén gen tu nhién.

Trudc tién, mat do t6i vu cla cic té bao IPEC-1 duge nap vao cac giéng cua dia
P6 dé dat dugc su hop luu trong 3 ngay dugc xac dinh. Mat do t8i wu duge xac dinh béng
0,2 x10° t& bao/cm’.

Sau d6, liéu luong khong doc tdi da ctia chiét xut tio theo sang ché dugc nghién

ctru d8 xé4c dinh lidu luong t6i da khong tic ché ting sinh té bao IPEC-1.
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Hai chiét xuét téao theo sang ché dugc didu ché theo Vi du 1 (dugc goi tt 1a EA1

va EA2).

Chiét xuét tao tht ba EA3 ciing duoc didu ché theo Vi du 1, nhung duoc tiép tuc

tinh ché.

DA tinh ché, chiét xuat EA3 duoc siéu loc bing bo loc siéu nhd PALL c6 cac 16

loc ¢6 kich ¢& bang 1kDa. Sau do, chiét xuit nay duoc dong kho.

Ba chiét xuét nay dugc hoa tan trong 28mL mdi trudong DMEM/F12 diy di. Sau
do, 50mL dung dich 1% dugc didu ché, tic 13 0,5 g chiét xuit dugc hoa tan trong 50mL.

Sau d06, cac dung dich nay dugc khtr tring bang cach loc qua mang loc ¢6 kich ¢& 0,2pm.

Sau d6, cac dung dich nay dugc pha lodng trong cac bng Falcon dung tich 50mL

d8 thir nghiém céc chiét xut tdo & ndng d6 khac nhau nhu dugc thé hién trong Bang 2.

Bang 2
Piéu ché dung dich chira chiét xuit tio
1% | 0,5% | 0,1% | 0,05% | 0,01%
Do pha lodng mong mub6n 2 5 2 5
Do pha lodng thu dugc 2 5 2 5
Thé tich cta dung dich pha loding & budc trude dé 19 9,5 18 6
Thé tich mbi trudng 48 19 | 378 18 24
Tdng thé tich 48 38 | 473 36 30
Thé tich con lai 290 | 285 | 29,3 | 30,0 30,0

Sau d6, cac t& bao duogc didu ché bang quy trinh sau:

1. Pidu ché 28mL hén dich té bao & mat do bang 0,07x10° té bao/mL dbi v6i mbi

lidu luong cin thir nghiém tirc 1 1,96x10° t€ bao/liéu lugng,

2. Trypsin hoa,

3. Cac té bao dugc rira bing PBS khong chira Ca va Mg,

4. Két tia ATV Trypsin (2mL/F175, hodc 0,4mL/giéng P6) @ phén ly va phan

tach cac té bao,
5. U trong 5 phiit & nhiét d 37°C,
6. Hoa tan trong moi truong nudi céy,
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7. Bém bing xanh Trypane,
8. Chuén bi 6 6ng Falcon dung tich 15 mL chra 2,23 mL,
9. Ly tam, va

10. Hoa tan c4c hat té bao tir mdi dng vio 28mL mbi dung dich chiét xuat cin thir

nghiém va chuyén vao éng Falcon dung tich 50 mL.

Qué trinh nuéi cdy dugc thuc hién bang cach bd sung 3ml/giéng mdi hdn dich
trong céac dia, sau d6 0 ¢ nhiét do 37°C trong 24 gio, 48 gi¢ va 72 gio.

Thanh phan cla céc giéng khac nhau duge thé hién trong Bang 3.

Bang 3
Litu lwgng | Thé tich | Lwong chiét | Mat d§ té bao Lwong chiét/té bao
2/100mL mL/giéng mg/giéng trén 1 giéng mg ug ng |
0 3 0 2,1x10° 0 0,0000 | 0,0
0,01 3 0,3 2,1x10° 1,4x10° | 0,0014 | 1,4
0,05 3 1,5 2,1x10° 7.1x10° | 0,0071 | 7,1
0,1 3 3 2.1x10° 1,4x10° | 0,0143 | 14,3
0,5 3 15 2,1x10° 7,1x10° | 0,0714 | 71,4
1 3 30 2,1x10° 1,4x10* | 0,1429 | 142,9

Sau d6, cac giéng nudi cdy dugc quan sat va chup anh tiy ¥.

Céc té bao duogc thu nhan va dém theo quy trinh sau:

1. Chuén bj dia 6 giéng,

2. Loai b6 dich ndi,

3. Rira bang 1mL PBS khong chira Ca va Mg,

4. Két tna 0,4ml /giéng ATV trypsin,

5. U trong 5 phut ¢ nhiét do 37°C cho dén khi phén tach céc té bao,
6. B sung 0,6mL mdi truong nudi ciy,

7. Tron k¥, va
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8. Str dung xanh Trypane Blue & ndng dd 0,4%, (50uL té bao + 50uL xanh
Trypane 0,4%), sau d6 dém té bao bang huyét ciu ké do Malassez cung cip & tdng cong

100 6 hinh chir nhét.

Cac két qua trén Fig.4-Fig.6 cho thdy lidu lugng khong doc tbi da cia EA1 va
EA2 bang 0,1% va lidu luong khong doc tdi da ciia EA3 bang 0,5%.

Céc té bao IPEC-1 d3 biét hoa duoc kich thich bang chiét xuét tdo EA1, EA2 va
EA3 theo sang ché trong 4 git & nhiét do 37°C (khoang 10 ngay sau khi hop luu) & ngay
thtr 15 (D15).

Ba liéu luong (MD (lidu luong téi da), MD/10, MD/100) dugc thir nghiém bang
cach so sanh v6i LPS cta vi khudn (mAu ddi ching duong) va moi trudng biét hoa (mau

dbi chimg am).

Dung dich chira chiét xuit tao EA1, EA2 va EA3 theo sang ché thu duoc béng
phuong phép theo vi du 1 dugc diéu ché véi 0,1% méi trudng DMEM/F12 day du. Cu
thé, 0,02g chiét xuit dugc hoa tan trong 20 mL mdi trudng va cic dung dich dugc khir
tring bang cach loc qua mang loc ¢6 kich ¢& 0,2pm. Sau d6, cac dung dich dugc pha

lodng lién tiép nhu dugc thé hién trong Bang 4.

Béang 4
Piéu ché dung dich chira chiét Xuit tio
MD | MD/10 | MD/100
0,1% | 0,01% | 0,001%
DJ pha lodng mong mudn 10 10
Do pha loang thu dugc 10 10
Thé tich cia dung dich pha logng & budc trude d6 2 2
Thé tich mdi truong 18 18
Tbong thé tich 20 20 20
Thé tich con lai 18 18 20

Luong chiét xut tao tinh trén mot té bao dugc thé hién trong Bang 5.

Bang 5
Liéu lwgng | Thé tich | Lwong chiét | Mat d§ té bao Luwrong chiét/té bao
g/100mL mL/giéng mg/gién trén 1 giéng mg ng ng
0,001 2 0,02 4,0x10° 5,0x10% | 0,00005 | 0,05
0,01 2 0,2 4,0x10° 5,0x107 | 0,0005 | 0,5
0,1 2 2 4,0x10° 5,0x10° | 0,0050 | 5,0

-25-



36483

Sau d6, dung dich LPS (SIGMA O111:B4) dugc didu ché (lidu lugng: S0ng/10° t&
bao).

200ng LPS/giéng véi thé tich bing 2 mL dugc bd sung vao. Dung dich LPS & cac

né)ng dd khac nhau dugc diéu ché dugc thé hién trong Bang 6.

Béang 6
Piéu ché dung dich LPS
Img/mL | 1000ng/mL | 100ng/mL

D6 pha lodng mong mudn 1000 10

Do pha loang thu dugc 1000 200

Thé tich cua dung dich pha lodng & budc truée d6 0,001 0,1
Thé tich moi truong 1 0,999 19,9
Tong thé tich 1 1000 20,0

Thé tich con lai (mL) 1 1 20

Trong c4c dia, 2mL mdi trudng can thir nghiém duge bd sung vao mdi bd loc va
3mL. Sau d6, toan bd hdn hop duoc U trong 4 gid & nhiét do 37°C trong diéu kién 5%
CO,.

Sau dé, cac té bao IPEC-1 di duge xir Iy dugc thu nhan dé phén tich theo quy
trinh sau: '

1. C4c giéng dugc rira hai dén ba 1in bang ImL nude mudi sinh ly,

2. Céc té bao dugc hoa tan trong 350pL dung dich dém RA1 (Macherey-Nagel
kit), va

3. Chuyén vao cac éng Eppendorf dénh sd tir tir 1 dén 15.

* Sau d6, cac ARN duoc chiét tach bang kit Macherey-Nagel NucleoSpin ARN 1I,
Ref 740955,250, Batch 1211/004 theo huéng dan ciia nha san xuét.

Sau d6, ARN thu duoc dugc phién ma thanh ADN bang phan tmg phién mi ngugc
theo quy trinh sau:

1. B6i mdi mAu, thé tich can dé xir Iy 1pg duoc tinh toan,
2. B sung thé tich nay vao mbi giéng clia bing dugc dit trén khay lanh,
3. B sung nuéc QSP 9pL theo thé tich yéu cau,
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4. B sung 1,3uL oligo dT bt cip 100 pM mAu 3154325 Eurogentec,

5. U trong 10 phat & nhiét d6 65°C trén hé théng GeneAmp PCR 9700 (USER
Khalid),

6. Trong qua trinh 1, didu ché hdn hop trong dng hinh nén dung tich 1,5 mL (d6i

v6i mot mau) trén nuéc da:
1. 4uLL dung dich dém 5X,
ii. 2pl, ANTP 20 mM (Eurogentec),
iii. 1,9uL nudc milliQ,

iv. O thoi diém cudi, bd sung 0,8pL enzym MuMLV 25U/uL (ME-0125-400)

(Eurogentec),
7. Trén mdi mau bd sung 8,7uL hdn hop dén thé tich cudi cling bang 20pL,
8. Dt bang 1én khay lanh,

9. U trong 90 phut & nhiét do 37°C dé polyme hoéa va 5 phiit & nhiét do 93°C dé
bét hoat enzym & thoi diém két thic phan tng trén hé thdng GeneAmp PCR 9700, va

10. Bao quan lanh dong & nhiét do -20°C trong hop ADN(1)MO.

Sau d6, cac mau dugc phan tich bing phwong phap PCR dinh luong (phin mém
kiém dinh mot bién ANOVA, do khac biét dugc xac dinh bang phép kiém dinh phi tham

s6 Dunnet).

T4c dung cia chiét xuit EA1 dén muc d6 biéu hién ctia IL8, TNF-a, CCL20, IL6,
IL1-0, IL1-B, PPARy va IL12p35 dugc thir nghiém.

Téc dung cua chiét xudt EA2 va EA3 dén mirc d6 biéu hién cua IL8, TNF-o, va

CCL20 dugce thir nghiém. Cac két qua dugc thé hién trén Fig.7-Fig.14.

Céc chiét xuat nay lam ting mirc d6 bi€u hién ciia ARN thdng tin ctia cac cytokin

khéc nhau dugc thir nghiém.
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Hoat tinh kich thich mién dich cta chiét xuét tao theo sang ché cling dugc danh
gi4 bang cach nghién ctru hoat tinh kich thich cac yéu t6 mién dich bang phuong phép
ELISA trén té bao IPEC-1 di biét hoa.

Hai kit ¢6 ban trén thi truong dugce sit dung 13 bd kit porcine Duo CXCL8/IL8 (ma
s6: DY535) va bo kit porcine Duo TNF-a (mi s6: DY690B) do R&D Systems cung cép.
Ca hai kit nay duoc thuc hién theo cling quy trinh bang cich st dung khang thé bit git,

khang thé, hé thdng phat hién va cac protein chuan dc hiu v6i mdi interleukin.
Qua trinh nu6i cay te€ bao va U véi chiet xuat EA1 va EA3 dé san sinh céc cytokin

Céc t& bao IPEC-1 (0,25 x 10° t& bao/cm®) duoc nudi cdy trén cac dia nudi cdy
trong 3 ngay cho dén khi thu duge sy hop luu té bao. Tiép theo, huyét thanh bao thai bé
dugc thay bang dexamethason & ndng do bang 10”M dé biét hoa té bao trong thoi gian tix
10 dén 14 ngay. Ba giéng nudi cdy dugc i trong 24 gir & nhiét d§ 37°C trong sy c6 mit
ctia chiét xudt EA1 va EA3. Cac mAu dbi chimg 13 cic miu nudi ciy té bao khong chira
chiét xuét tao. Cac dich ndi nudi cdy nim trén va nam duéi cac dia nudi ciy dugc thu

nhén va bao quan & nhiét d6 -80°C trong 6ng Eppendorf cho dén khi thir nghiém.
Phén tich ham luong cia IL8 va TNF-a bing phuong phap ELISA

Céc khang thé bét giir (khang thé cta chudt khang IL-8 hoic khang TNF-a) dugc
pha loing dén ty 1& bang 1/180 trong PBS dugc c¢b dinh & luong bang 100 pL/giéng qua
dém & nhiét dd phong. Ba quy trinh rira dugc thuc hién dé loai bo cac khang thé khong
gén két bang 400pL/giéng PBS chira 0,05% Tween (dung dich dém rira). Tiép theo, budc
bio hoa duge thuc hién dé phong bé cac vi tri gén két khong dédc hiéu, nhd dé ngdn ngira
duoc su gén két cua cac protein can thir nghiém véi chét déo. Cu thé, 300 pL/giéng dung
dich dém PBS chtra 1% albumin huyét thanh bd (Bovine Serum Albumin - BSA) dugc bo
sung vao. Cac dia dugc U trong 1 gid & nhi¢t d0 phong, sau do6 rta ba lan véi
400uL/giéng dung dich dém rira. CAc protein chudn (IL8 t4i t6 hop va TNF-o tai t6 hop)
duoc pha loing hai 1an bang dung dich dém PBS chira 1% BSA dé thu duogc cac ndng do
theo thit tw 4000, 2000, 1000, 500, 250, 12 pg/mL. Thé tich ciia 100uL dich ndi tinh khiét
va mau protein chuin duge bd sung vao mdi giéng, sau d6 U trong 2 gid & nhiét dd

phong. Sau khi rira ba 1in véi 400pL/giéng dung dich dém, cic dia dugc 0 trong su c6
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mit ctia 100uL/giéng cac khang thé phat hién duge bét cip vdi biotin duge pha loing dén
ty 18 bing 1/180 trong dung dich dém pha lodng chira 2% huyét thanh dé da dugc loai bd
thé. Sau khi 0 trong 2 gid' & nhiét do phong, cic dia dugc rira ba lan véi dung dich dém
rira, sau d6 u voi 100pL phic hgp Streptavidin-HRP trong 20 phit & nhi€t do phong
tranh 4nh sang. Sau khi rira ba 14n bing dung dich dém rira, cic giéng duge G v6i 100pL
co chét (thé tich/thé tich thubc thir A va B) trong 20 phiit & nhiét do phong trong béng t61.
Phéan tmg HRP-co chit duge dimg bing ‘50uL/gié(ng dung dich dung va mat do quang
(OD - optical density) du’qé do & budc song 450nm bing may ELISA do Labsystems
Multiskan RC cung cép.

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.15 va Fig.16.

Céc chiét xuat tdo theo sdng ché c6 tac dung lam tdng muc dd bi€u hién cua cac

cytokin dugc thir nghiém khac nhau.

Do d6, tac dung kich thich mién dich cta chiét xuét tao theo sang ché duoc kiém

chimg bing cach sir dung chiét xuit tao nay.
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1.Chiét xuét tao thudc bd Rong cai bién (Ulvales), cu thé chiét xuit tao luc thudc chi
Rong cai bién (Ulva), chira polysacarit dang polyanion dugc sulfat hoa va khong duge
sulfat hda c6 khéi lugng phan tir nhé hon hoic bang 50kDa, khéng bao gdm polysacarit
dang polyanion dugc sulfat hoa va khong dugce sulfat héa co khéi luong phan tir dugc xé4c
dinh biang phuong phép siéu loc 16n hon 50kDa, sir dung dé didu hoa dap tng mién dich

& nguodi hodc dong vat.

2. Chiét xuét tdo dé st dung theo diém 1, trong d6 polysacarit ndy chita mannoza va/hoic

arabinoza, tot hon néu polysacarit nay chira mannoza.

3. Chiét xuét tao dé str dung theo diém 2, trong d6 polysacarit ndy chira it nhit 0,005%
khdi lugng mannoza va/hodc it nhit 0,005% khéi lwong arabinoza, tinh theo tong khéi

luong chét khé cé trong chiét xuat tao.

4. Chiét xut tao dé sir dung theo diém 3, trong d6 polysacarit nay chtra mannoza v6i ham
luong nam trong khoang tir 0,01% dén 0,50% va/hodc arabinoza véi ham lugng nam
trong khoang tir 0,01% dén 0,5% khéi lugng tinh theo téng khdi lugng chat kho c6 trong

chiét xuat tao.

5. Chiét xuét tao dé sir dung theo theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6

polysacarit nay con chira galactoza; glucoza; rhamnoza; xyloza; va axit glucuronic.

6. Chiét xuit tao d& sir dung theo diém 5, trong d6 polysacarit ndy chita galactoza véi
ham lugng niam trong khoang tr 0,05% dén 0,5% khéi lugng; glucoza v4i ham luong
nim trong khoang tir 0,005% dén 0,5% khéi luong; rhamnoza v6i ham lugng nim trong
khoang tir 2% dén 15% khéi lwong; xyloza v6i ham lugng nam trong khoang tir 0,1% dén
1% khdi lugng; va axit glucuronic v6i ham lugng nim trong khoang tir 1% dén 7% khéi

luong; tinh theo tdng khéi luong chat kho co trong chiét Xuét tao.

7. Chiét xuét tao thudc bd Rong cai bién (Ulvales), cu thé chiét xuit tao luc thudc chi
Rong cai bién (Ulva), sit dung dé didu hoa dap tng mién dich & ngudi hodc dong vat;
duoc didu ché bang phuong phap bao gdbm cac budc sau: a) rira tdo va lam sach cét; b)

nghién tao; c) phan tach pha rén ciia hdn hop tao di nghién khéi pha 1ong ctia né; d) 1am
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trong pha Idng; e) si€u loc dich trong thu dugc & budc d) bang mang loc ¢6 kich c&

50kDa hodc nho hon; va f) ¢6 dich loc thu dugc ¢ budce e), sau dé lam kho.

8. Chiét xudt tdo dé st dung theo theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6
chiét xuét tdo nay c6 tac dung biéu hién cc phan tir lién két va chemokin, t6t hon néu IL-

8 va/hoac IL-1o va/hoac IL1-B va/hodc IL-6 va/hodc TNF-a va/hodc CCL20.

9. Chiét xuét tdo dé sir dung theo theo diém bit ky trong s6 cac diém néu trén, dudi dang

ché phdm b sung kich thich mién dich.

10. Chiét xuét tao dé st dung theo theo diém bt ky trong sb cac diém néu trén, trong d6

chiét xuit tao nay dugc bao ché thanh dugc phém hodc thuc phém.

11. Chiét xuét tdo dé st dung theo diém 10, trong d6 chiét xuit tdo nay duge st dung &
lidu lrgng trén ngudi ndm trong khoang tir 0,1 dén 100mg/kg hoic & lidu luong trén dong

vét nim trong khoang tir 1 dén 200mg/kg.

12. Chiét xuét tao d& st dung theo theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6
polysacarit dang polyanion dugc sulfat héa va khong dugce sulfat hoa cé khéi Iuong phan

ttr nh6 hon hodc bang 15kDa.

13. Chiét xuit tdo dé st dung theo theo diém bit ky trong s6 cac diém tir 1 dén 6, trong
d6 chiét xut tao nay dugc diéu ché bang phuong phap bao gdm cac budc sau: a) rira tao
va 1am sach cat; b) nghién tao; c¢) phan tach pha rén ciia hdn hop tio di nghién khoi pha
long ctia né; d) lam trong pha 16ng; ) si€u loc dich trong thu dugc & buédce d) bang mang

loc ¢6 kich c& 50kDa hodc nhé hon; va f) ¢6 dich loc thu duge & budce e), sau do 1am kho;

14. Chiét xuit tao dé st dung theo diém bét ky trong s6 cac diém 7 hodc 13, trong d6 dich
trong thu dugc & bude d) ciia phuong phap diéu ché dugc siéu loc qua mang cé kich c&

bang 15kDa hodc nhé hon.

15. Chiét xuét tio dé sir dung theo theo diém bat ky trong sb cac diém tir 7, 13 hoic 14,
trong d6 chiét xuét tao thu dugc & budc f) ctia phuong phép didu ché dugc tinh ché, t6t

hon néu bang phuong phép siéu loc.
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