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pham chirc ning & ca.
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Linh vic k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché @& cap dén thirc an chirc ning chira vién thirc an cho c4, phwong phap
san xudt thirc an chirc nang nay, hé phan phdi qua duong miéng bao gdm etylendiamoni
alginat. Ngoai ra, sang ché dé cap dén cac phuong phap san xuét cac hat etylendiamoni
alginat va cac phuong phap san xuét thue phim chirc ning & dang vién chia it nhit mot

chit c6 hoat tinh sinh hoc.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

C6 nhu cdu cao vé& hé phan phdi qua dudng miéng chira dugc chit hozc thude c6
hoat tinh sinh hoc, cac hop chét va cac ché phadm cho céc muc dich phong va didu tri

bénh.

Viéce sir dung t6i wu cac chét c6 hoat tinh sinh hoc nay 13 quan trong d6i véi viee
hép thu tiép theo clia chiing v hiéu luc ctia ching trong sinh vét. Do d6 c4ch thirc ma
céc chit c6 hoat tinh sinh hoc nay duoc str dung 12 rit quan trong. Phan phdi thudc qua
dudong miéng 13 phuong phép nudt duge chit véi muc dich giai phéng n6 vao dudong
tiéu hoa clia nguoi va dong vét.

Trong nhidu nim gin ddy, viéc st dung cac thanh phan chirc ning trong cong
nghiép nubi tréng thily san gia ting nhanh va hién nay nhiéu loai thuc phim chirc ning
da sn c6 rong rai dé sir dung trong nganh nudi ca. Lién quan dén didu nay, c6 mot
nghién ctru dang duoc thuc hién dé phat trién hé phan phdi qua dudng miéng d phan
phdi cac chit ¢ hoat tinh sinh hoc nhay cam cho c4. Phuong phap thuan tién nhét va it
gdy cing thing nhit dé sir dung céc thubc va cac dugc chét khac cho c4 nudi 13 qua

dudng thire an.

Khi st dung qua dudong miéng, c6 mot khé khan 1a kha ning bét hoat hodc pha
v hoat chét trong trong da day trude khi ching c6 thé duge hap thu & rudt. Nhiéu chat
c6 hoat tinh sinh hoc nhay cdm v6i nhiét va c6 xu hudng thodi bién do axit hodc do
phan giai protein trong dudng tiéu héa. Pic biét 1 vé6i cac protein. Mot van dé khéc 1a

phai phan phi dén ding co quan dich dé hap thu ciing nhu hap thu mét cach hiéu qua.
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Do d6 hidu biét vé sinh 1y hoc tiéu hoa cua c4 12 rit quan trong d& phan phdi cac
chit ¢6 hoat tinh sinh hoc nhu protein diéu tri qua dudng miéng. C4 hdi Pai Tay Duong
(Salmo salar), 12 1oai c6 gia tri kinh té dbi v6i cong nghiép nudi trdng thity san, 1a cé c6
da day voi duong tiéu héa kha ngin. Puong tiéu héa ciia c4 hdi 12 cé 4n thit ¢6 thé duoc
chia nhé thém thanh rudt trudc (miéng, thuc quan va da day), ruft gitta (thi mu ha vi
ho#ic rudt gan va rudt gitta) va doan cudi rudt phoi hodc rudt xa két thiic & truc trang.
Tiéu héa 14 qua trinh chuyén héa bao gbm hoa tan va thoai bién cac chét dinh dudng

thanh c4c thanh phin nho hon ma dugc hip thu d€ ding hon vao dong mau.

Céc thanh phén tiéu héa chinh dugc tiét vao da day 1a pepsinogen va axit
hydrocloric (HCI) va su tiét ca hai chit nay déu dugc kich thich boi viée dua thirc an
vio. P duoc chi ra 1a d6 pH da day trung binh 14 2,7 ting dén 4,9 khi c4 hdi cdu vong
(Oncorhynchus mykiss) chuyén tir trang thai d6i sang trang thai dugc cho &n (Bucking,
C. va Wood, C. M. 2009. The effect of postprandial changes in pH along the gastro-
intestinal tract on the distribution of ions between the solid and fluid phases of the
chyme in rainbow trout. Aquaculture Nutrition, Tép 15, phat hanh 14n 3, trang 282-296).

Do pH ting dugc duy tri trong tAm gio sau khi an.

Hau hét cac protein déu bi thoai bién béi tac dung cua HCI va pepsin trong da
day. Sau khi di vao da day, hdn hop cta céc chét dinh dudng hoa tan va nguyén liéu
thirc an da ti€u hoa mot phﬁn di vao tai mu ha vi. Tai mu ha vi nay tao ra mét khoang,
trong d6 cac enzym phin gidi protein khdc nhu trypsin, chymotrypsin va
aminopeptidaza dang thuc hién su thity phan peptit. D3 biét 15 1a hau hét cac protein
duoc hip thu vao dong mau dudi dang céc axit amin ty do va cac peptit ngin trong ving
mon vi. Khi dich nudi axit di téi rudt gé‘m, né dugc trung hoa nhanh béi bicacbonat
(HCOs") trong mét va dich tuy. Bucking va Wood (2009) da quan sat thiy d6 pH trung
binh 14 8,2 trén toan bd doan rudt & ca bi bé d6i. Sau khi cho an, d pH giam xuéng 7,5
& rudt gin va rudt giita, trong khi d6 né van gin nhu khong thay dbi & doan xa. Tuy
nhién, d6 pH trong rudt lai tdng sau khi cho an, dat dén gia tri cao nhét cia né sau tam
gid. O thoi diém do6, d6 pH c6 thé 13 cao hon 8,5 doc theo toan by dudng rudt véi xu

huéng ting vé phia phan xa.
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Mic di méi trudng phén giai protein khic nghiét trong rudt trude va rudt gitra,
mot sd protein vugt qua dugc téi rudt xa, tai d6 chung coé thé duogc hép thu. Rudt xa
duoc xem 12 vi tri hip thu quan trong nhét ciia c4c peptit 16n bao gdm cac khang nguyén
duogc str dung trong cac vacxin duong ubng. Do d6 cac chat dai phan ti nhu protein can
duoc str dung cho cé, thyce su di dén duoc phﬁn xa ctia rudt 12 rét quan trong cho su hép
thu hiéu qua cda ching. D& bao vé cac dugce chit dai phan tir c6 hoat tinh sinh hoc khdng
bi phé v& trong da day, ching thuong dugc lién hop véi hé phan phbi qua dudng miéng,

vi du bing c4ch bao nang trong polyme thich hgp.

Mot khé khin khéc trong viéc phan phdi cac chat 13 & chd thoi gian cua nguyén
liéu thire an di qua toan bd hé ti€u hoa cua ca &n thit co thé 1a rét ngin. Thoi gian di qua
nay phu thudc vao khau phén in, thinh phén va cu tric thirc &n, va c6 thé 1a tir 5 dén
35 gid sau khi &n thtre an.

Do d6 Iya chon ding chét phan phdi thich hop 14 rit quan trong. Dic diém quan
trong cho su phu hop cua hé phin phéi qua dudng miéng 1a do tan thich hop cua chit
phan phéi dé giai phong thanh phan c6 hoat tinh sinh hoc & ding thoi diém va vi tri

trong hé dudng rudt.

Céc alginat lién két chéo 1a c4c polyme thudng duoc st dung trong cc hé phén
phdi qua duong miéng. Céc dic diém lién két chéo cua alginat tao co s& cho nhiéu k§
thuat bao nang khic nhau bao gdm ca quy trinh ép va nhii twong. Céc alginat c6 thé
duoc lién két chéo bing cach sir dung nhiéu chét lién két chéo da biét. Chat lién két

chéo dugc sir dung phd bién nhit 1a Ca?".

Nhiéu san phém khac nhau (chét dinh dutng, dugc chét, va vacxin) c6 thé dugc
dua vao chét nén alginat d& tranh bi pha hity do o pH thdp va cdc enzym phén giai
protein. Cac alginat 1a cic polysacarit dwgc phan lap tir tdo ndu nhu Ascophyllum
nodosum, Durvillaea sp., Ecklonia sp., Laminaria sp., Lessonia sp., Sargassum sp. va
Macrocystis pyrifera dugc tim thdy trong nudc ven bién trén toan cau. Tao bién bao
g0m hai dang axit uronic: mannuronic (M) va guluronic (G). Hai khéi chudi polyme
lidn k& c6 thé duogc lién két chéo véi cac cation da hoa tri (vi dy, Ca?* hodc Ba?") bang
cach twong tic v6i cac nhém carboxylic trong axit uronic, ma dan dén viéc tao thanh

mang gel. Alginat lién két chéo tao thanh c6 sy twong thich sinh hoc rat tot trong cac
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mo chii va c6 thd thoai bién sinh hoc theo cach kiém soat duge. Cac chét c6 hoat tinh
sinh hoc d& phén phéi qua duong miéng thudong dugc bao nang hodc giit trong alginat
trong qua trinh li€én két chéo, cu thé 12 bang cach bao nang vao cac hat alginat nhé. Céac
hat alginat lién két chéo thuong bén & d6 pH thép va hoa tan & d6 pH cao hon. Do d6,
su giai phong nhanh hon tir cic hat alginat xdy ra trong rudt (cac didu kién kiém), sau
khi c4c hat nay di qua moi trudng phén giai protein va axit cia da day. Cac ddc tinh nay
lam cho alginat tr¢ thanh hop chét hiéu qua dé sir dung 1am hé phan phdi qua dudng
miéng & nguoi va dong vét co vu.

Hau hét c4c nghién ctru dugce thyc hién dén nay déu tap trung vao sy hoa tan chét
nén alginat trong c4c diéu kién thich hop ddi véi hé tiéu hoa ctia ngudi nhu d6 pH=1,1-
2,0 va do pH=6,8-7,4 & nhiét do 12 37°C. Nhu da dé cap trén day, c6 thé thdy 1a do pH
> 2,7 13 phd bién nhét trong da day ciia c4 hdi. Pong thoi 4o pH > 7,5 1a chiém wu thé
trong cac doan rudt, mic du 46 pH > 8,5 cling khong phai 1a didu kién bat thuong. Ngoai
ra, tbc @0 di qua rudt va cac diéu kién nhiét @6 trong c4c qua trinh tiéu hoa la rat khac
nhau & cac dong vat bién nhiét so véi sinh vét hing nhiét nhu dong vét c6 vi. Vi dy,
nhiét 6 mia dong c6 thé thap hon 4°C trong khi nhiét @ mua he c6 thé 6 gia tri cao

nht trén 18°C trong nudc bién Na-uy, ma tai d6 ca hdi Dai TAy Dwong dugc nudi.

Céc chét nén alginat thuong dugc bibt 1a khong thich hop hogc hiéu qua dé phan
phéi céc chét c¢6 hoat tinh sinh hoc vao dudng tiéu héa dudi ctia dong vat cé rudt ngén.
Nhuoc didm chinh ctia hé phan phdi qua dudng miéng chira alginat thuong dugc biét 1a
kha ning hoa tan khong hoan toan hodc khong du trong hé rudt ¢6 do dai gidi han. Diéu
ndy dic biét ding v6i c4 an thit va an tap thich nguyén li¢u dong vat ma thuong co
duong rudt ngén nhu ¢4 hdi, ca vuoe, ¢4 trap, ca tuyét, ca bon ludi ngya, ca bon, cd bon
flounder, ca ba sa va cd md. Do rut ching ngin, thoi gian luu cta nguyén liéu thie an
cling nhu thoi gian cira sb dé giai phong va hép thu céc thanh phin hoat chit bi gi6i
han.

Do d6, van d& k¥ thuat muc tiéu cla sdng ché 1a d& xuét chit mang dé phan phéi
qua dudng miéng chat c6 hoat tinh sinh hoc, cu thé 1a cdc dugc chét dai phan tir va cac

protein di€u tri vao rudt cia dong vét.
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Cu thé 13, myc dich cia sang ché 1 d& xuét hé phan phéi qua dudng miéng hoa

tan nhanh va khéng phu thudc nhiét dg, cu thé 1a cho céc loai séng trong nudc lanh.

Cu thé hon, muyc dich cua sang ché 1a & xuét hé phan phdi qua dudng miéng dé

st dung & ¢4, cu thé 1a ca c6 da day va duong rudt ngan.

Ngoai ra, muc dich cua sang ché 1 dé xuat hé phan phoi qua dudng miéng dé st

dung & c4 an thit hodc &n tap c6 da day, va cu thé 14 cho c4 nude lanh nhu c4 hdi.

Muc dich khéc cia sang ché 1a dé xut hé phan phdi qua dudng miéng bao vé
chét c6 hoat tinh sinh hoc khong bi thoai bién do axit va do phan giai protein trong da

day va sau d6 giai phong ching trong ving rudt & do pH kiém.
Ban chit ky thuit ciia sang ché

Theo khia canh thit nhét, sang ché d& cap dén hé phan phdi qua dudng miéng
chira etylendiamoni alginat va it nhit mot chit c6 hoat tinh sinh hoc dé sir dung trong
viéc phong ngira va/hodc didu tri bénh. Hé phan phdi qua dudng miéng ndy nhd cac dic
diém hoa tan t6t hon ctia n6 13 dic biét thich hop dé sir dung & dong véat, dac bigt 1a &
dong vat c6 dudng rudt ngén nhu c4 4n thit va in tap ua thich nguyén liéu dong vat. Cu
thé 13, hé phan phdi qua dudng miéng ndy rat thich hop @& phan phdi qua miéng cic

chit c6 hoat tinh sinh hoc cho dong v4t bién nhiét ma c6 thé tiéu héa & nhiét do thép.

Tét hon, néu chét c6 hoat tinh sinh hoc ndy dugc bao nang hodc dugc giir trong

etylendiamoni alginat.

Tt hon nita, néu chit c6 hoat tinh sinh hoc can dugc phén phéi dugc chon tur
nhém bao gdm protein, peptit, vacxin, khang thé, khang nguyén, hormon, enzym, chit
kich thich mién dich, thudc, loi khudn, chit xo kich thich sw phat trién cta loi khuén

trong rudt (prebiotic), polynucleotit, nucleotit, va axit amin.
Trong mot phuong an duge wu tién hon, hé phan phdi qua duong miéng duge sir
dung cho dong vt bién nhiét c6 duong tiéu héa bao gém rudt va da day, t5t hon, néu &

loai nudce lanh, tot hon nita néu 1a cé.
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Trong mot phuong én duge vu tién khac, sang ché dé cap dén hé phan phdi qua
dudong miéng dé str dung & ca dugce chon tir nhém bao gdm loai n tap va an thit, tbt

hon, néu tir loai ca nwde lanh.

Cu thé 13, hé phan ph6i qua duong miéng nay thich hop dé€ st dung & ¢4, tot hon,
néu 13 ca c6 da day, tot hon nita 1 cho c4 c6 duong rudt ngan, tot nhat 1a & loai dugc
chon tir nhém bao gdm c4 hoi, c vugce, ca trap, ca tuyét, ca bon Iudi ngua, ca bon sao,

ca bon flounder, ca m1, ca ngtr, ¢4 r0 phi, va c4 tra.

Theo khia canh thir hai, sang ché dé cap dén etylendiamoni alginat dé st dung
1am hé phén phéi qua dudng miéng d8 phong ngira vi/hodc didu tri bénh. Viéc st dung
duoc wu tién hon 13 & c4, tdt hon, néu & loai an tap hodc an thit. Tham chi tét hon nita,

1a sir dung & ca nude lanh.

Tbt hon, néu chét nén alginat 13 & dang hat, t5t hon, 13 hat tron, va tét nhét 12 &
dang céc hat hinh cau. Tt hon, néu cac hat tron etylendiamoni alginat c6 ¢& hat trung
binh nim trong khoang tir I pm dén 10 mm, t6t hon nita, néu ndm trong khoang tir 300
pm dén 2000 pm. Trong mdt phuong én duge vu tién khac theo sang ché, c& hat trung
binh nay khong 16n hon 300 pm, t6t hon, néu khéng 16n hon 200 pm, tét hon nita, néu
khéng 16n hon 100 pm va t6t nhét 12 khong 16n hon 25 pm. Day 1a wu diém khi két hop
v6i cac vién thitc &n trong may bao chan khéng. Méc du ¢& hat trung binh duoc wu tién
hon @ b sung vao truée khi ép 12 nhé hon 300 pm, c& hat nim trong khoang tir 300
um dén 2000 pm ciing chép nhén dugc. Ngoai ra, ¢& hat trung binh dugc wu tién hon
cta hat tron alginat dé st dung bang duong miéng doc 14p 12 16n hon 100 pm va s& phu

thudc vao kich thudce cia ca sinh vat va liéu dich.

Theo khia canh thtr ba, sang ché dé cap dén thuc pham chirc ning chira it nhét
mdt cht c6 hoat tinh sinh hoc dugc bao nang hodc gift trong etylendiamoni alginat.
Viée két hop chit c6 hoat tinh sinh hoc dd dugc bao nang trong alginat vao céc vién
thire #n 13 thao tic cin thiét khi n6 tré thanh thirc dn cho dong vat, dic biét 1a thic an
cho c4. Viéc két hop hitu hidu vao vién thirc 4n 1am giam sy mét thanh phan c6 hoat

tinh sinh hoc do xt 1y thirc &n va dam bao cung cép dn dinh cac liéu da dugc ké don.

Tét hon, néu alginat chira chit c6 hoat tinh sinh hoc trong thuc phim chirc ning

la & dang céc hat tron.
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Tt hon, néu etylendiamoni alginat dugc tao hinh thanh cac hat, tdt hon, néu 14
c4c hat tron va tot nhit 13 & dang cac hat hinh cau. Trong mdt phuong an duge uwu tién
hon theo sang ché ¢& hat trung binh cta c4c hat tron alginat khong 16n hon 2000 pum,
t6t hon, néu khong 16n hon 1000 pm, t6t hon nita, néu khong 16n hon 300 pm, va tt

nhét 13 khong 16n hon 25 pm.

Theo mdt khia canh khéc nita, sang ché @ cap dén thuc phdm chirc ning chira it
nhét mot chét c6 hoat tinh sinh hoc duge bao nang trong etylendiamoni alginat dé sir
dung trong viéc phong ngura va/hodc didu tri bénh. St dung wu tién hon cia thuc phim
chitc ning nay 1a & ca.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché @ cap dén quy trinh san xuét cac hat
etylendiamoni alginat chira it nhét mot chét c6 hoat tinh sinh hoc bang qué trinh lién két
chéo alginat véi etylendiamoni nho d6 hinh dang alginat mong mubn duoc tao ra bing
(i) phuong phép ép trude khi xir ly trong dung dich etylendiamoni hodc (ii) phuong
phap nhii twong. Trong quy trinh nay, hinh dang va kich thudc mong mudn cia alginat
ddu dugc tao ra bang phuong phap ép trude khi xit 1y trong dung dich etylendiamoni

hoic bing phuong phap nhil trong két hop véi etylendiamoni nay.

Phuong phap ép (i) ¢6 thé duge chon tir nhém bao gbm k¥ thuat phun dugc hd
trg béng khi dong luc hoc, k¥ thuét phé v& phun t?mg dién tir, k¥ thuat in phun muec, k¥
thuat in 3D, k¥ thut phun di€n, va sy nhé giot do dong khi d6ng truc va trong d6 phurong
phép nhii twong (ii) c6 thé 12 phuong phép duge chon tir nhém bao gbm phuong phap
tu giot, phuong phép tao gel trong, va phuong phép tao gel ngoai.

Quy trinh nay c6 thé bao gdm céc bude sau day:

(i) bao ché ché phdm bao nang bang cach hoa tan alginat trong dung dich chura it nhét

mot chit c¢6 hoat tinh sinh hoc can duogc phén phéi,

(ii) tao ra tia chira cac giot alginat v6i sy hd trg cua ap suit khong khi bang cich ép
dung dich trong budc (i) qua voi c6 kich thude thich hop dugce dat trong budng ting ap
dwgc lip v6i cira ra c6 kich thu6c phi hop v6i voi nay,
(iii) tip trung tia chira cac giot nho trong budc (ii) Ién dung dich lién két chéo chira

etylendiamin dihydroclorua, sau d6
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(iv) loc ra céc hat tron alginat thu duoc.

Ngoai ra, sang ché dé cap dén quy trinh san xuét thuc phdm chirc ning chia it
nhét mot chét ¢ hoat tinh sinh hoc, trong d6 quy trinh nay bao gbm céac bude sau day:
(i) didu ché huyén phu dau chira cac hat tron etylendiamoni alginat ma chét c6 hoat tinh
sinh hoc da duoc gitt hodc bao nang trong do,

(ii) trén huyén phu ctia buéc (i) v6i vién thirc dn trong méay bao chén khong,

(iii) rat khong khi tir may bao tao ra mdi trudng c6 ap suat giam, va
(iv) tir tir tra lai 4p suAt khi quyén bing céch dé khong khi di vao lai méy bao ma day
huyén phi ctia budc (i) vao céc 16 rng cua vién thirc an.

Bén canh viéc dua (cac) chit ¢ hoat tinh sinh hoc da dugc bao nang vao thirc an
sau khi ép, viéc dua (cac) chét c6 hoat tinh sinh hoc d& dugc bao nang vao trudce khi ép
1a kha thi.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché @& cap dén quy trinh san xuét thuc phim
chtc ning chia it nhit mot chdt c¢6 hoat tinh sinh  hoc
trong d6 quy trinh nay bao gbm céc bude sau day:

(i) diéu ché hdn hop khod bing cach trén cAc hat tron etylendiamoni alginat chtra it nhét
mot chit c¢6 hoat tinh sinh hoc véi bt thitc dn chira thanh phéan thirc in khong chira dau
khac,

(ii) bao ché chit ép bang cach ép hdn hgp khd trong bude (i) bang cach sir dung may ép
hoic bang cich str dung may ép vién,

(iii) tao ra céc vién nén bing cach sdy kho chit ép trong budc (ii) trong budng sdy, va
(iv) tao ra thirc 4n thanh phdm bing c4ch bao dau céc vién nén cia budc (iii) trong quy
trinh bao ngdm chan khong.

Céc phuong an dugc vu tién hon cling dugc x4c dinh trong cac diém yéu cau bao

ho doc lap.
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MO ta vin tit hinh vé

Céac phuong 4n cta sdng ché s& duge md ta, bang cac vi du kem theo céc so do

sau day, trong do:

Fig. 1 thé hién céc hinh anh qua kinh hién vi soi ndi (SMZ) (Leica MZ10 F) cua
a) cac hat tron Ca-alginat dugc nhdi bing dextran xanh (BD-Ca-alg; dirung binh = 3,0 mm),
b) cac hat tron EDA-alginat dugc nhdi bing dextran xanh (BD-EDA-alg; dirung binh = 3,7
mm);

Fig. 2 thé hién profin hoa tan duéi dang dudng cong cia ti 1 phan trim giai
phéng dextran xanh (BD) tich lily trung binh tir c4c hat tron alginat theo thoi gian. Cac
thir nghiém hoa tan dugc thuc hién trong dém kali hydro phthalat /HCI (d6 pH=3,0)
trong 15 phut sau d6 14 dém phosphat (460 pH=8,0) trong 50 phut tiép theo. Su giai
phéng 13 duéi LoQ (3,9 x 107 mg ml™) trong mdi truong axit do d6 fig nay chi mo ta
su giai phong trong mdi trudng hoa tan kidm. Céc thanh sai sb thé hién d6 léch chudn
(SD) dya trén nim miu & mdi diém. BD-EDA-alg ky hiéu céc hat tron etylendiamoni
alginat dugc nhdi béng BD; BD-Ca-alg c6 nghia 14 cac hat tron canxi alginat dugc nhdi
bang BD;

Fig. 3 thé hién ndng 6 HRP trong bbn khoang tiéu hoa (da day, tGi mu ha vi,
rudt gitta va rudt xa) cua ba nhém ca hdi Pai Tay duong (Ca-alginat, EDA-alginat va
dbi chimg). Thanh sai s6 thé hién c4c khoang tin cay 95%. Nhom Ca-alginat nhan HRP
duoc bao nang trong canxi alginat (HRP-Ca-alg). Nhom EDA-alginat nhdn HRP duoc
bao nang trong etylendiamoni alginat (HRP-EDA-alg). Nhom d6i ching khong nhén
duoc bit ky HRP nio.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xut hé phan phdi qua dudng miéng méi d& phan phéi cac chét c6
hoat tinh sinh hoc dén ru6t. Hé phan phéi qua duong miéng nay la déc biét thich hop dé
st dung trong céc sinh vét c6 dudong rudt ngin nhu c4 #n thit. Cu thé 13, hé phan phdi
qua duong miéng nay la thich hop dé phan phdi qua miéng céc chét ¢6 hoat tinh sinh

hoc vao dong vat bién nhiét ma c6 thé tiéu héa & nhiét do thap.
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Theo sang ché, natri alginat dugc lién két chéo véi etylendiamin dihydroclorua
d8 tao ra etylendiamoni alginat. Uu diém ciia phuong phép nay 1a khong bao gdm chat
hoa hoc khac. Ngoai ra, phuong phap di duoc md ta dé lién két chéo alginat véi
etylendiamoni hydroclorua 1a nhanh hon, d& dang hon, it ton kém hon, va khong bao

gdm céc chit héa hoc nguy hidm so véi cac phuong phéap da biét khéc.

Theo sang ché, etylendiamoni alginat dwgc sir dung 1am hé phén phéi qua dudng
miéng cho cac chit c6 hoat tinh sinh hoc, cu thé 13 & ca. Cac chat nay dugc bao nang
hodc giit trong chit nén etylendiamoni alginat trong qué trinh lién két chéo alginat v6i
c4c dication etylendiamoni. T6t hon, néu cac vi hat tron alginat nhé duge tao ra trong
qué trinh lién két chéo bao gbm hai buéc chinh: 1) tao ra céc giot alginat bang thiét b
nhu diu phun hoc dau xit dugc 14p v6i voi nhu duge tim thay trong k§ thut phun dugc
hd trg bing khi dong luc hoc hodc bing cac phuong phap khac da biét d6i v6i ngudi co
kién thirc trung binh dé tao ra cac giot chét 16ng (vi dy, k¥ thuét phun dugc hd trg béng
khi dong lyc hoc, k¥ thuit phé v& phun tang dién tir, k§ thuat in phun myc, k¥ thuét in
3D, k¥ thuét phun dién, k§ thuat nho giot nho dong khi déng truc v.v...); 2) thu céc giot
alginat vao dung dich li€én két chéo chira etylendiamoni. Ngoai ra, phuwong phap nhii
tuong (vi du, phuong phép tu giot, phwong phép tao gel trong va phuong phép tao gel

ngoai, v.v...) ¢6 thé dugc st dung két hop véi etylendiamoni.

Chét nén etylendiamoni alginat thuong c6 dang hat hinh hoc bét ky d6i véi cac
hat, vi du, hinh sgi, hinh cAu, hinh xuyén, hinh elip tron xoay va con bao gém cac soi
va bong. Tbt hon, néu cac hat ndy duoc tao hinh can dbi, mic du chét nén alginat nay
ciing c6 thé & dang hat dugc tao hinh khong cén db6i. Trong mot phuong 4n duge vu tién

hon chit nén nay 12 & dang céc hat tron, t5t hon nita néu & dang cé4c hat hinh cau.

Céc hat tron alginat tao thanh chira (cac) chit ¢6 hoat tinh sinh hoc c6 thé duoc
sir dung bang dudng tiéu héa trong thirc dn hodc ngoai thire dn (doc 1ap, d6i véi thire
an) cho sinh vat dich. C& hat trung binh dugc wu tién cla hat tron alginat nim trong
khoang tir 1 um dén 10 mm. D& két hop véi cac vién thic dn trong may bao chan khong,
¢ hat trung binh clia céc hat tron alginat thudng c6 thé nam trong khoang tir 300 pm
dn 2000 pm. Tuy nhién, ¢ hat trung binh dugc wu tién hon @ b6 sung vao trude khi

ép 12 nhé hon 300 pm. C& hat dwoc wu tién hon 1 nho hon 300 pm, t6t hon nita néu
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nhd hon 100 um va t5t nhat néu nhé hon 25 pm. C& hat trung binh dugc wu tién hon
cia hat tron alginat dé sir dung doc 1ap (khong két hop v6i thirc an) 1a 16n hon 100 pm.
Dé str dung nhur vay, c& hat cta hat tron s& phu thudc vao ca kich thude dong vat va
lidu dich va c6 thd duge diéu chinh tuong tng. Tuy nhién, duong st dung uu tién hon

cho c4 1a dudng miéng véi cac hat alginat trong thirc an.

C4c hat tron alginat nho chira (cac) chit c6 hoat tinh sinh hoc dwoc két hop wu
tién vao cac vién thirc in bang quy trinh thich hop nhu bao ngdm trong chén khoéng,
trudce khi chung dugce st dung bing dudng miéng cho céc sinh vét dich, nhu ca. Ngoai
ra, cac hat tron cé thé duoc tron vai cac thanh phﬁn thie dn khac trude khi tao vién.
Céc thanh phéan nay c6 thé, vi du, 14 c4c thanh phén thirc #n thong thuong da dugc biét
dbi v6i nguoi ¢6 kién thire trung binh. Tdt hon, néu cac hat tron alginat chira mot hodc
vai thanh phin c6 hoat tinh sinh hoc dugc tron voi bot ban diu (hdn hop kho chira tht
c4 cac thanh phan thirc dn ngoai trir dau) trude khi ép hodc cach thirc bat ki khac dé tao

ra cac vién thirc an.

Mo ta chi tiét v& quy trinh duge wu tién theo séng ché dé lién két chéo alginat
voi etylendiamin dihydroclorua ciing nhu quy trinh dugc uwu tién d8& san xuét cac hat
tron etylendiamoni alginat nhé dugc nhdi béng mdt hodc nhiéu chit c6 hoat tinh sinh
hoc dugc cung cép trong phan thir nghiém dudi day. Ngoai ra, quy trinh dugc wu tién
theo sang ché dé két hop cac hat tron alginat vao vién thirc dn dugc cung cép trong

phan thir nghiém.
Vi du thwe hién sdng ché

Phén thir nghiém:

Téac dung cua etylendiamoni alginat (EDA-alginat) dugc kiém tra va dugc ching
minh trong hai thiét bi thir nghiém khéc nhau trén in vitro va in vivo. Cac két qua thu
duoc dugc so sanh voi hé phan phéi qua dudng miéng thong thuong dya trén alginat
duoc lién két chéo véi Ca®* (Ca-alginat).

Nhu d3 mo ta trén ddy, cac diéu kién tidu hoa & ca, 1a bién nhiét va dic biét 1a &
c4 &n thit ¢6 rudt ngin, khéc véi cac didu kién tiéu hoa ctia nhiéu sinh vat khac, dic biét
1a v6i dong vat c6 va va ngudi. Do d6, trong sang ché, hé phan phdi qua dudng miéng
theo sang ché dugc thir nghiém, ca trong thir nghiém hoa tan chuin da biét ciing nhu

trong thir nghiém, ma da duoc diu chinh cho thich hop véi cac didu kién tiéu héa dién
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hinh cho ¢4 hdi bién nhiét. Thit nhét, su giai phong dextran xanh tir Ca-alginat va EDA-
alginat dugc thir nghi€ém in vitro trong thir nghi€ém hoa tan chuén (dd pH=1,2 va do
pH=6,8 & 37°C). Thit hai, sy giai phong tir cac alginat twong tu dugc thir nghiém trong
mdi trudng hoa tan kiém c6 @9 pH= 8,0 va do pH=8,6 & 18°C. Dya vao cac két qua tir
cac thir nghiém trudec, chién luoc thir nghiém hoa tan méi (46 pH=3,0 sau d6 do pH=8,6
& 4°C hogic & 18°C) dugc phat trién. Cubi cing, su giai phong peroxidaza ci cai ngua
(HRP) tir ca Ca-alginat va EDA-alginat dugc danh gid in vivo trong thir nghiém cho an
dé ching minh sy phit hgp cua etylendiamoni alginat nhu 1a hé phén phéi qua duong

miéng cho cac dai phén tir ¢ ca.

Céc nguyén liéu dugc st dung trong cac thir nghiém

Natri alginat (Protanal LF 20/40) thu dugc tir FMC BioPolymer AS (Na Uy).
Peroxidaza ct cai ngwa (HRP, P/N 31491, Thermo Fisher Scientific) thu dugc tir Perbio
Science UK Ltd. Nu6c khir ion (nuée DI, thude thir phan tich) duge mua tir Fishe
Chemical Ltd. (UK). Céc thudc thir sau ddy duoc mua tir VWR Ltd (UK): canxi clorua
dihydrat (AnalaR NORMAPUR®, thudc thir phan tich ACS), natri bicacbonat (AnalaR
NORMAPUR®, thudc thir phan tich ACS), natri hydroxit (>98%, bong, Alfa Aesar),
kali hydro phtalat (>99%, Alfa Aesar) va axit hydrocloric (37%, AnalaR
NORMAPUR®, thudc thir phéan tich). Céc thubc thir sau ddy dugc mua tir Sigma-
Aldrich Ltd. (UK): etylendiamin dihydroclorua (98%, Aldrich), glyxin (=99%,
ReagentPlus®), dinatri phosphat dihydrat (=99%, thudc thir phan tich), mononatri
phosphat dihydrat (>98%, thudc thir phén tich), dextran xanh, BD (khéi lugng phén tir.
=2.000.000; [xanh ph&n Gng 2] =t 0,10 dén 0,12 mmol g dextran) va hé co chit long
3,3",5,5'-tetrametylbenzidin (TMB) (st dung dugc ngay). Vién nén EWOS Opal 200
(BP, 5,8% chét béo) dugc san xuit tai Trung tAm K¥ thuat cia EWOS Innovation AS &
Dirdal (Na Uy). Dau ca (EWOS ID: 20180) thu dugc tir Egersund Sildoljefabrikk AS
(Egersund, Na Uy).

Cac dung dich gbc:

Ché phim bao nang dextran xanh (BD-EncForm) dugc bao ché bang céch hoa
tan natri alginat (2,0% khéi lugng/thé tich) trong dung dich BD (50,0 mg ml™) & nhiét
d6 xung quanh.
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Pém c6 @ pH=1,2: dém natri clorua/axit hydrocloric (NaCI/HCI, d6 pH=1,2)
duoc diéu ché bing cach tron dung dich NaCl (250 ml, 23,38 g 1!, NaCl 0,4M) v6i dung
dich HC1 0,4M (425 ml). Truée khi 1am ting thé tich dén 1000 ml bing nuéc DI, &6 pH

ctia dung dich dém duoc didu chinh dén 1,2.

Pém c6 d6 pH=3,0: Dung dich kali hydro phtalat (500 ml, 81,69 g 1", KPH 0,4M)
duoc két hop véi dung dich HCI (223 ml, HCI 0,4M) dé tao ra dung dich géc chira dém
KPH/HCI (d6 pH=3,0). Dung dich dém nay duoc bd sung thém nuée DI dén tong thé
tich 1a 1000 ml.

Dém c¢6 d6 pH=6,8: Dung dich mononatri phosphat dihydrat (255 ml, 62,40 g I
1 NaH,PO4-2H,0 0,4M) duoc tron v6i dung dich dinatri phosphat dihydrat (245 ml,
71,20 g I'!, Na,HPO4-2H20 0,4M) dé tao ra dém phosphat (d6 pH=6,8). D&ém tao thanh
duoc didu chinh dén d6 pH=6,8 trude khi ting thé tich dén 1000 ml bang nude DI.

Pém c6 d6 pH=8,0: Dém phosphat (46 pH=8,0) duoc tao ra bing céch két hop
dung dich mononatri phosphat dihydrat (26,5 ml, 62,40 g I'!, NaH2PO4-H20 0,4M) véi
dung dich dinatri phosphat dihydrat (473,5ml, 71,20 g I'l, Na,HPO4-2H,0 0,4M). Dung
dich dém tao thanh duoc didu chinh dén d6 pH=8,0 va sau d6 dugc pha loéng v6i nudce

DI dén thé tich cudi cuing 1a 1000 ml.

Pém c6 36 pH=8,6: Dung dich glyxin (250 ml, 30,03 g I'!, Gly 0,4M) dugc tron
v6i dung dich natri hydroxit (20 ml, 16 g I'!, NaOH 0,4M) dé tao ra dém Gly/NaOH.
Sau khi didu chinh @ pH dén 8,6, dung dich dém duogc tao ra duge pha lodng dén thé
tich 1000 m1 bang nuéc DI.

Natri bicacbonat (150 g 1"}, NaHCO3) dugc hoa tan trong nude DI dé tao ra dung
dich NaHCOs bdo hoa. Céc tinh thé NaHCO; khong tan bt ky dugc loc ra trude khi st
dung.

Ché pham bao nang peroxidaza ct cai ngga (HRP) (HRP-EncForm) dugc bao
ché bing cach hoa tan natri alginat (2,0% khdi lvgng/khdi lugng) trong dung dich HRP
(400 pg ml'! nuée DI) ¢ 4°C.
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Dung dich géc HRP (5 mg m1™) dugc didu ché bing cach hoa tan bot HRP (10,0
mg) trong nudc DI (2,0 ml). Céc phan phan wéc cua dung dich HRP nay (20,0 pl) dugce
bao quan & -20°C trude khi thiét 1ap duong cong chuén trong thir nghiém enzym nay.

Cac dung dich lién két chéo (dung dich CaCl, va dung dich EDA-2HCI) duge
didu ché bing cach hoa tan riéng canxi clorua dihydrat (36,8 g I, CaCl>-2H20 0,25M)
va etylendiamin dihydroclorua (33,3 g I'!, EDA-2HCI 0,25M) trong nuéc DI

Thir nghiém hoa tan in vitro ctia cac vi hat alginat

Dextran xanh (BD) dugc chon 1am hop chat mau cho su giai phong duge kich
thich ciia cAc thanh phan duoc chét (API) tir cht nén alginat.

Bado ché hat tron alginat duoc nhoi bc°mg dextran xanh

BD-EncForm ([BD] = 50,0 mg ml!) dugc ép tir xylanh nhya 60 ml (BD
Plastipak™) qua kim (dudng kinh trong = 2,0 mm) vao dung dich lién két chéo. Téc do
dong (50,00 ml gio!) duge duy tri hing dinh bang bom xylanh (Harvard PHD4400,
Harvard Apparatus Ltd, Edenbridge, Anh) lam vi¢c theo ché d5 thé tich (thé tich dich
= 1,50 ml). Hé thdng nay dugc sir dung & ép 80 mé BD-EncForm mdi mé 1,50 ml. Cac
dung dich lién két chéo, dung dich CaCl, (40 x 10,0 ml) va dung dich EDA-2HCI (40
x 10,0 ml) dugc st dung 14n lugt dé tao ra cac hat tron BD-Ca-alg (40 mé) va BD-EDA-
alg (40 mé). Mdi mé gidng nhau & chd céc hat tron alginat dugc tach ra tir dung dich
lién k&t chéo 10 phut sau khi hat tron cudi cing dugc tao ra. Sau do, céc hat tron alginat
thu duge duge nhdi bing BD duogc ria bang nude DI (3 x 5 ml). Céc hat tron BD-Ca-
alg (10 mé) va BD-EDA-alg (10 mé) duge st dung dé x4c dinh hiéu suit bao nang trong
khi cac mé con lai duge st dung trong thir nghiém hoa tan. Sy phén bd c& hat va hinh
dang hat dugc x4c dinh bang kinh hién vi soi ndi (Leica MZ10 F, Leica Microsystems,
Wetzlar, Dtrc).

Hiéu sudt bao nang ciia dextran xanh

Hat tron BD-Ca-alg (10 mé) va BD-EDA-alg (10 mé) duoc bd sung vao dung
dich NaHCOs3 bdo hoa (20 x 9,0 ml, 46 pH = 8,0). Do do, tAt c4 cac hat dugc hoa tan
hoan toan sau hai gi&s trong khi khudy. Dé thé tich ciia tét ca cdc mAu bing nhau, mirc

thé tich ctia cac dung dich tao thanh dugc diéu chinh dén 10 ml bang nuée DI. Céc dung
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dich méi tao ra nay (n = 20) dugc loc qua cac dau loc xylanh (0,45 um, VWR) trudce
khi phu 1én dia polystyren 96 16 (Nunc™, Sigma-Aldrich) cho thir nghiém diém két
thiic. D6 hip thu cia BD dugc do bang céach sir dung may doc khay vi thé VERSAmax
(Molecular Devices LLC, Sunnyvale, CA, M) & 610 nm va 24°C. Nong d6 BD cua
c4c mau dugc x4c dinh bing cach st dung dudng cong chuén nidm trong khoang tir 1,0
dén 3,9 x 10 mg ml!. Cac dudng cong chudn dugc tao ra bing cach lap dd thi cac
ndng d6 BD cta chin dung dich pha loang tuén ty hai 1an cia dung dich BD (1,0 mg
ml!) theo do hp thu. Dung dich BD (1,0 mg ml") thu dugc tir BD-EncForm ([BD] =
50,0 mg ml™') biang cach stt dung dung dich NaHCO;3 bdo hoa lam chét pha lodng.

A. Thit nghiém hoa tan chudn

May do do hoa tan (Caleva 8ST, Caleva International Ltd, Anh) dugc lép 6ng
hoa tan (V = 1000 ml) va céc gié quay bing thép khong gi (mit ludi 40) dugc st dung
d& danh gia su giai phong BD tir hai loai hat tron alginat khac nhau. H¢ thdng nay tudn
theo cac quy dinh chudn ddi véi Thiét bi 1 dugc dit ra bsi Duge dién My (USP) va

dwoc mo ta trong Chuong Tong quan <711>.

MBbi truong hoa tan (300 ml; dém NaCl/HCI, d6 pH=1,2 hodc dém phosphat, d6
pH=6,8) dugc b sung vao mdi éng va sau d6 dé 6n hoa qua dém & 37°C. Thir nghiém
hoa tan bit diu trong vong 2 gid sau khi tao ra cac hat tron alginat theo quy trinh dugc
md ta trén ddy. Céc hat tron alginat (BD-Ca-alg hoac BD-EDA-alg) dugc dat vao gid
quay (100 vong/phut) va sau do dugc nhin chim vao cac dng hoa tan. Céc thit nghiém
sau ddy dugc thuc hién ndm 1an & 37°C: Thur nghiém 1) BD-Ca-alg & 40 pH=1,2, Thir
nghiém 2) BD-EDA-alg & 46 pH=1,2, Thir nghiém 3) BD-Ca-alg ¢ d6 pH=6,8 va Thir
nghiém 4) BD-EDA-alg & 46 pH=6,8.

Céc mau (1,0 ml mAu!) dugc 1y tir ng nay cach nhau ndm phut trong 50 phit.
Sau d6 thé tich trong duong ciia mdi trudong hoa tan (1,0 ml, 37°C) duoc bd sung vao
dé giit mirc chét 16ng trong cac 6ng hang dinh. TAt ca cac mAu duge loc qua dau loc
xylanh (0,45 pm, VWR) trude khi dét ching 1én dia polystyren 96 16 (Nunc™, Sigma-
Aldrich) cho thir nghiém diém két thic. Viée doc dia dugc thuc hién bang méy doc khay
vi thé VERSAmax (Molecular Devices LLC, Sunnyvale, CA, M§) & 610 nm va 24°C.
Lugng BD giai phong duge xac dinh bang cach ap dung phép tiép can dudng cong

-16-



40784

chuén. Céc dudng cong chuin dugc tao ra bing cach lap dd thi cic ndng d6 BD cua
chin dung dich pha lodng tudn tu hai 1in cia dung dich BD (1,0 mg ml™") theo do hép
thu ndm trong khoang tir 1,0 dén 3,9 x 10 mg ml". Dung dich BD (1,0 mg ml"") thu
dwoc tir BD-EncForm ([BD] = 50,0 mg ml™) bang cach stt dung dém thtr nghiém lam
chét pha loing.

B. Ddnh gid méi truong hoa tan kiém

Pé lua chon mdi truong hoa tan kiém, 13 dai dién cho rudt ca hoi vé nhiét d6 va
@b pH, bén thir nghiém hoa tan dugc thyc hién nhu d3 mo ta trong phén truée. Céc thi
nghiém sau ddy dugc thuc hién 13p lai ndm 14n trong mdi trudong hoa tan (d¢m phosphat,
d6 pH= 8,0 va dém Gly/NaOH, d6 pH=8,6) & 18°C: Thir nghiém 5) BD-Ca-alg & d0
pH=8,0, Thir nghiém 6) BD-EDA-alg & dd pH=8,0, Thir nghiém 7) BD-Ca-alg & dd
pH=8,6, va Thir nghiém 8) BD-EDA-alg ¢ d0 pH=8,6. Néng d6 BD trong cac mau dugc
xac dinh theo cach twong tw nhu da duge mo ta trude day trong thir nghiém hoa tan

chuén.
C. Chién lwoc thir nghiém hoa tan méi dwoc lam cho phii hop véi cd

Céc didu kién duoc 4p dung trong thir nghiém nay 1a phu hop voi cac didu kién
ma céc hat tron alginat thuong dugc tiép xtic trong qu4 trinh di qua duodng tiéu héa cua
cd hoi Pai Tay Duong. Do d6, cac hat tron alginat dAu tién dugc nhan chim vao méi
trudng hoa tan axit hoa (dém KPH/HCI, d6 pH=3,0) trong 15 phut va sau d6 dung dich
dém axit dugc thay thé bing méi truong hoa tan kiém (dém phosphat, 40 pH=8,0).
Trong thir nghiém nay, Thiét bi UPS 1 gibng nhu dd md ta trude ddy dugce sir dung. pé
lp lai céc didu kién ty nhién ma c4 hdi Pai T4y Duong sbng trong d6 mot cach day du
nhét c6 thé, hai nhiét d6 khac nhau (4°C va 18°C) duoc 4p dung trong thit nghiém nay.
Céc nhiét do da chon thuong tuwong Gmg v6i nhiét @6 nude trong mua he va mua dong &
bd bién Na Uy. Do do, bbn thir nghiém hoa tan sau ddy dugc thuc hién nam lan: Thir
nghiém 9) BD-Ca-alg & do pH=3,0 — 8,0 va 4°C, Thir nghiém 10) BD-EDA-alg ¢ d0
pH=3,0 — 8,0 va 4°C, Thir nghiém 11) BD-Ca-alg & d6 pH=3,0 — 8,0 va 18°C, Thu
nghiém 12) BD-EDA-alg & d6 pH=3,0 — 8,0 va 18°C. Mau dAu tién dugc lay sau 15
phit trong dém KPH/HCI (d6 pH=3,0). Viéc 14y thém mAu, bt dau 5 phut sau khi thay

thé méi trudmg hoa tan, dwgc thyc hién nhu da mé ta truée ddy trong quy trinh chuin.
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Tuong tu, thir nghiém diém két thiic duge thuc hién theo theo quy trinh d& m6 ta trong
cac phén truée. Hidu suét bao nang ciia BD dugc xem xét khi tinh todn ti 1¢ phé‘m tram

giai phong tir cac hat tron alginat.
Phaén tich thong ké

Profin hoa tan ctia BD duoc thé hién duéi dang dudng cong cua ti 1& phan trim
gi4i phong BD tich liiy trung binh v6i céc thanh sai s6 (khoang tin cdy 95%) theo thoi
gian dugc taora bing cach str dung chirc nidng Phan tich s6 1iéu va Db thi phan tan trong

Microsoft Excel 2010.
Két qua

Hiéu suét bao nang trung binh ctia BD trong BD-Ca-alg va BD-EDA-alg 14n luot
12 90% (SD = 4%) va 70% (SD = 4%). Kich thudc trung binh ctia hat tron Ca-alginat la
3,0 mm trong khi kich thuéc trung binh cua céc hat tron EDA-alginat la 3,7 mm. Hinh

dang ctia hat trdn 13 hinh ciu ddi véi ca hai loai hat (Fig.1).

Su giai phéng BD tir hat tron Ca-alginat va EDA-alginat déu thip hon giéi han
dinh lwong (LoQ = 3,9 x 10~ mg ml") cua thir nghiém trong céc thir nghiém hoa tan
chuin (Thit nghiém 1 va 2 dugc thuc hién & 4o pH=1,2 & 37°C; Thir nghiém 3 va 4
dugc thuc hién & d pH=6,8 & 37°C).

Tuong tu, su giai phong BD tir ca hai loai hat tron alginat déu thip hon LoQ trong
cac thir nghiém dugce thuc hién trong mdi trudng hoa tan kiém (Tht nghiém 5 va Thu
nghiém 6 dugc thuc hién & do pH=8,0 ¢ 18°C; Thtr nghiém 7 va Thir nghiém 8 duoc
thyc hién & d6 pH=8,6 & 18°C). Tir thir nghiém in vitro niy c6 thé thy 1a ca chit nén
Ca-alginat va EDA-alginat déu hoa tan it trong cac dung dich dém c6 4 pH=1,2 6 37°C,
d6 pH=6,8 & 37°C, d6 pH=8,0 & 18°C va d9 pH=8,6 & 18°C trong khoang thoi gian 1a
50 phut.

Trong c4c thir nghiém hoa tan (Thtr nghiém 9 — 12) dwgc lam cho phu hop véi
cac diu kién ma trong d6 c4 hdi tiéu héa alginat, s giai phong dang ké BD duogc quan
sat thiy trong ca bén thir nghiém. Sy giai phong, 12 thap hon LoQ & dd pH=3,0, la kha
nhanh sau khi tang d6 pH tir 46 pH=3,0 dén d6 pH=8,0. Tir Thir nghiém 12 & 18°C (Fig.
2), ¢6 thé thdy ring 50% BD dugc gidi phong tir BD-EDA-alg sau 23 phit, trong khi
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85% BD duogc giai phong sau 40 phut. Nhu da thdy trong Thir nghiém 10 vé6i hat tron
BD-EDA-alg tuong trr dugc thuc hién & 4°C, ti 18 giai phong 50% va 85% dugc ghi lai
14n Iwot sau 19 va 39 pht. Téc @) hoa tan cia BD-Ca-alg (Thir nghiém 11) ¢ 18°C thép
hon mot chut so véi téc dd giai phong tir BD-EDA-alg ¢ ca 4°C va 18°C. Do d6, 50%
BD tu do trong dung dich sau 26 phit. Ngoai ra, 85% BD dugc gii phong trong vong
48 phut. Tuy nhién, chi vi 30% BD duoc hoa tan sau 49 phut, tdc @6 hoa tan ctia BD-
Ca-alg & 4°C (Thir nghiém 9) 14 thép hon nhiéu so v6i ba thir nghiém con lai. Dy doén
truée vé tbe do hoa tan duge tinh toan béng cach sir dung ham Xép xi bac hai dugc thé
hién trong Bang 1.

Béang 1: Cac duong cong hoa tan li€n quan dén su giai phong dextran xanh (BD) tir
CE}nXi (BD-Caz-alg) va etylendiamoni alginat (BD-EDA-alg) o 4°C va 18°C.’Céc ham
x4p xi bac nhat va béc hai cia duong cong hoa tan dugc the hi¢n v6i cac hé so xac dinh

(R?) tuong tng. SO liéu rit phit hop v6i ca ham tuyén tinh va khong tuyén tinh cach
nhau 0 dén 50 phit sau khi thay d6i méi trudng hoa tan.

San phim Béc Duong cong hoa tan R?

Bacnhit y=2,2101x-3,9877 0,97
BD-EDA-alg & 18°C
Bachai  y=-0,0112x%+2,7696x-8,1836 0,98

Bicnhit y=2,1061x+2,251 0,96
BD-EDA-alg & 4°C
Bachai  y=-0,0264x%+3,4249x-7,6404 0,99

Bac nhit y=1,8109x+1,7095 0,99
BD-Ca-alg & 18°C

Bachai  y=-0,01x%+2,3088x-2,0247 1,00

Bacnhit y=0,5760x+4,0063 0,95

BD-Ca-alg & 4°C
Bachai  y=-0,0067x>+0,91121x+1,4852 0,98

Dugc chit, dugc bao nang trong céc chét nén alginat, cht yéu duoc giai phong

bang hai co ché: 1) khuéch tan duge chit qua céc 16 clia mang polyme va 2) thoai bién
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mang polyme. Khéc véi cac duge chét khéi lugng phan tir thip, dextran xanh (Khéi
luong phan tir = 2.000.000) 12 qua 16n nén n6 khong thé khuéch tan qua cac 18 cia chét
nén alginat néu cac 16 ndy khong gian thém (Kim, C. va Lee, E., 1992. The controlled
release of blue dextran from alginat beads. Int. J. Pharm. 79, 11-19). Do do, hau hét su
giai phong BD tir cac chét nén alginat c6 1& xay ra do su thoai bién mang polyme. Trong
céc thir nghiém trudc, toc d9 giai phong rat thip cla isothioxyanat dextran huynh quang

(khdi lwong phan tir = 145.000) dugc quan sat thiy & 46 pH=7,4 trong gid dAu tién.

Su thoai bién EDA-alginat rat it dugc du doan xdy ra & do pH=3,5 — 7,0 vi hau
hét etylendiamin (dang khong tich dién) s& tdn tai dudi dang etylendiamoni (tich dién
duong) ¢ do pH <7,0 va hau hét alginat (axit alginic) s& dugc khir proton (tich dién am)
& d6 pH > 3,5.

Theo cac két qua thir nghiém dugc trinh bay trong séng ché, cach hidu qua dé
1am yéu cAu tric lién két chéo cua chit nén alginat 13 stt dung mdi trudong hoa tan axit
héa (d6 pH < 3,5) trude khi str dung moi trudng kiém (46 pH > 7,0). Khong bi rang
budc boi ly thuyét, co ché sau day cé th8 dugc 4p dung: O d pH thip hon 3,5 (axit
alginic, pKa = 1,5-3,5), ion hydro (H") thay thé etylendiamoni trong mang alginat tao
ra cAu trac khong lién két ctia axit alginic. Mc du axit alginic hoa tan trong nude kém,
n6 c6 thé chuyén hoéa dé dang thanh dang hoa tan trong nudc (vi du, natri alginat) & do
pH cao hon. Ddng thoi, do pH kiém ting din (d6 pH > 7,0) 1am gidm dan do bén lién
két chéo cua etylendiamoni do khir proton ctia cdc nhém amin cua n6 va chuyén hoa
thanh etylendiamin, dang khong tich dién. Do d6, viéc xur ly trude bang mdi trudng axit
hoa (d6 pH < 3,5) ¢ thé tao ra tdc do giai phong nhanh hon nhiéu so véi viée xir Iy truc
tiép bing mdi truong kidm (4o pH > 7,0). Do d6, c4c diéu kién chuan dugc 4p dung
chung trong c4c thir nghiém hoa tan (46 pH = 1,2 va 6,8 ¢ 37°C) thuong khién cho tdc

d6 hoa tan rat cham.

Biing céch st dung I4n lugt méi trudng c6 4o pH = 3,0 sau d6 12 4o pH = 8,0, toc do
gidi phéng cao dugc thé hién trong Fig. 2 dat duge. Nhu duge dé cép trén ddy, viéc dua
c4c hat tron alginat vao dém axit héa (d6 pH = 3,0) trong khoang thoi gian ngin c6 thé
chuyén héa mot s6 EDA-alginat thanh axit alginic. Do d6, axit alginic va EDA-alginat

con lai bit k¥ s& duge hoa tan d& dang khi dém axit duoc thay thé bang dém kiém (d0
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pH = 8,0) trong khi EDA s& tr¢ thanh tich dién it hon. Theo cach tuong tu, tdc d0 rd cua
chit nén Ca-alginat ting dan khi @ pH cia mdi trudng hoa tan tang. Dong thoi, stre hit
ciia natri tich dién (Na*) d6i v6i cac nhém carboxylic cua alginat ting dan khi do pH
16n hon 8 (Oberyukhtina, 1., Bogolitsyn, K., Popova, N., 2001. Physicochemical
properties of solutions of natri alginat extracted from brown algae Laminaria digitata.
Russ. J. Appl., 74, 1645-1649). Mt khac, canxi phosphat c6 thé bat diu két taa d& dang
tir hé chira dém Ca®* va phosphat & d6 pH > 6,7 (Feenstra, T.P., De Bruyn, P.L., 1979.
Formation of canxi phosphats in moderately supersaturated solutions. J. Phys. Chem.
83, 475-479). Theo sang ché va chién lugc thir nghiém hoa tan méi dugc phét trién, c6
thé thiy ring EDA-alginat c6 hi€u qué cao va ¢ kha nang lam hé phan phéi qua dudng
miéng trong cac diéu kién thuong dugce thdy & c4, trong d6 d6 pH da day 14 2,7 - 4,9 va
dopHruot1la 7,5 - 8,5.

Thudng duge biét 14 d9 tan cia alginat lién két chéo 13 phu thudc do pH va nhiét
do. Theo Fig. 2, c6 thé két ludn 13 d6 tan ctia EDA-alginat 13 phy thudc d6 pH, nhung
bét ngd 12 khong bi anh hudng béi nhiét do nam trong khodng tir 4 — 18°C. Nguoc lai,
tbc do giai phong ctia BD tir chit nén Ca-alginat 12 thip hon déng ké so véi téc do giai
phong tir EDA-alginat & 4°C va Ca-alginat ¢ 18°C. Didu nay phi hop véi cac két qua
tir thir nghiém in vivo dugc thyc hién ¢ 5°C (xem duéi day). Do do, theo sang ché, c6
thé chimg minh dugc 12 etylendiamoni alginat dac biét thich hop lam hé phan phdi qua
duong miéng & cc sinh vét bién nhiét nhu ca.

Thir nghiém hoa tan iz vivo clia cac vi hat alginat

Hiéu qua cia etylendiamoni alginat 1am h¢ phan phéi qua dudng miéng theo sang
ché dugc thir nghiém thém trong thir nghiém in vivo véi cd hdi Pai Tay Duong (Salmo
salar).

Bdo ché cde vi hat alginat dwoc nhéi bc%ng HRP:

Céc vi hat canxi alginat (HRP-Ca-alg) va etylendiamoni alginat (HRP-EDA-alg)
duoc nhdi bing HRP duogc tao ra trong quy trinh bao nang duoc goi 1a k¥ thuat phun
dugc h3 trg bing khi dong luc hoc. Trong quy trinh phun dugc hd trg bang khi dong
luc hoc nay, tia chira giot alginat dugc tao ra bang cach ép HRP-EncForm (2 x 240,0 g)
qua dau phun bing 4p suat khong khi. Pau phun nay duge lip véi voi (@ = 500 pm) va
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ctra ra (@ = 500 pm) c6 cing kich thudc. Tia tao ra dugc hudng vé phia bé mit cia
dung dich lién két chéo tir khoang cach 100 mm. Dung dich lién két chéo, dung dich
CaClz (500 ml, 4°C) va dung dich EDA-2HCI (500 ml, 4°C) dugc st dung dé 14n luogt
tao ra cac vi hat HRP-Ca-alg (240,0 g) va HRP-EDA-alg (240,0 g). Téc d6 dong (100
ml gio!) cia dung dich alginat dugc kiém soat bang bom xylanh chinh x4c cao (PHD
4400, Harvard Apparatus Ltd, Edenbridge, Anh). Ap suét khong khi trong quy trinh nay
duoc duy tri ¢ 3,00 bar béng Bo diéu chinh d6 chinh xdc (IR1000, SMC Corporation,
Tokyo, Nhat). Céc vi hat tao thanh duoc loc ra bang cach loc hiit va rira bang nuéc DI
(3 x 20 ml) trudc khi bao quan & -20°C. Khéi luong thu duge cua céac vi hat HRP-Ca-
alg va HRP-EDA-alg 14n Iuot 12 81,54 g va 78,29 g. Hé nhifu xa laze (HELOS BR
CUVETTE, CUV-50ML/US, m6 dun quang hoc R5, Sympatec GmbH, Clausthal-
Zellerfeld, Btc) dugce st dung dé do ¢4 hat tron alginat dugc tao ra & budce séng A =

632,8 nm. Dudng kinh trung binh cua cac vi hat 1a 25-26 um.

Néu céc hat thu dugc s& duoc két hop vao vién thitc #n qua bé mit, thi duong
kinh ctia vi hat nay phai phit hop véi kich thuéce 15 cua vién. Diéu nay dat duge nhd quy

trinh dugc mo ta trén day.
San xudt thikc dn thik nghiém

Hai loai thirc &n thir nghiém (5,0 kg mdi mé) chira HRP dugc tao ra bang cach
phu céc vi hat HRP-alg (dirung vi = 25 — 26 pm) da dugce tao huyén phi trong diu c4
(1210,0 g) lén vién nén EWOS Opal 200 (BP) trong quy trinh phii ngdm chin khong
(Bang 2).

Bang 2: Thanh phén ctia thirc dn thir nghiém HRP-Ca-thirc &n, HRP-EDA-thirc &n va
Ctrl-thttc an

Hbn hop dau

Tén thic &n Diuci HRP-Ca- HRP-EDA- DP'lel  Tonglg]
[e] alg' [g] alg' [g]

Ctrl-thirc &n 1210,00 0,00 0,00 3790,00  5000,00
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HRP-Ca- thicin 121000 g1 .54 0,00 3708,46  5000,00

1210,00
HRP-EDA- thtrc an 0,00 78,29 3711,71 5000,00

iHRP-Ca-alg — san phdm dugc tao ra bang cach bao nang dung dich HRP trong chét nén
Ca-alginat

iRP-EDA-alg — san phim dugc tao ra bing cach bao nang dung dich HRP trong chét
nén EDA-alginat

3P — vién nén I3 san phim thirc n cho c4 dang ban thanh phém, chit ép kho khéng
tron dau.

HRP-Ca-thirc &n dugc tao ra bang cich bao BP (3708,46 g) bang huyén phit dau
chira HRP-Ca-alg (81,54 g) trong khi HRP-EDA-thirc &n dugc tao ra d& dang bang cach
pht huyén phit diu chira HRP-EDA-alg (78,29 g) lén BP (3711,71 g) trong may bao
chan khong. Thire dn d6i chitng (Ctrl-thtrc &n) khong c6 HRP dugce tao ra bang cach chi
bao BP (3790,00 g) bang dau c4 (1210,00 g).

Thir nghiém ldm sang ca

C4 hdi Pai Tay Duong Salmo salar (Téng s6: n = 495, Mirung binh = 394 g) dugc
phan bé ngAu nhién vao chin thing nuée bién tron (d=1m, V= 0,5 m’, twse = 5°C) &
EWOS Innovation AS (Dirdal, Na Uy) chin tudn truéc khi bét dAu thir nghiém 1am sang.
Cac thung dugc chia nglu nhién thanh ba nhém (Ca-alginat, EDA-alginat va Déi
chirng), véi ba thung dugc xép vao mdi nhém. Sau giai doan thich nghi m6i trudng chin
tudn, nhém c4 Ca-alginat va EDA-alginat dugc xt Iy 14n luot bing HRP-Ca-thirc &n va
HRP-EDA-thirc an. Nhém Déi chimg dugc cho in bang Ctrl-thie an. Viée xtr 1y kéo
dai trong hai tuan sau d6 14y mAu. Tinh trang stc khoe ciia ca rat tot trong khoang thoi
gian thir nghiém lam sang kéo dai 11 tudn.

Ldy mau

Trude khi 14y mAu, c& (n = 15 c4 mi thing) dwoc gy mé bing Finquel® (100
mg I'"). Khéi lwong ciia timg con ca dugc ghi lai cho mdi con ca dugc 14y mau. Cac
mau sau ddy dugc 14y 1) Da day, 2) Tai mu ha vi, 3) Rudt gitra, va 4) Rudt xa. Mbi

khoang tiéu hdéa dugc lay mau dugc mé bing cach cét doc va dit vao binh chira nude
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DI (10,0 m, t = 4°C). Sau khi Iic manh, thanh phén cht rén dugc tach ra khoéi pha long
béng cach loc bﬁng trong luc. Dich loc thu duogc (2 ml) tur mdi binh duoc chuyén sang

6ng Eppendorf va dugc bao quan ¢ -20°C dén khi thir nghiém.
Phan tich mdu

Céc mau duoc 1am tan va ly tAm ling & tbc do 4000 vong/phut trong bdn phit
trude khi str dung. Cac mau da day va tai mu ha vi duge st dung khong pha loéing trong
khi cac mAu rudt xa va rudt gitta duge pha loang 1:200 bang nude DI (4°C) trude khi
thir nghiém. Déi v6i cdc miu rudt gitra va rudt xa da pha loang (1:200) thip hon giéi
han dinh lugng (0,391 ng ml!), cac dung dich pha loang thép hon nhu 1:10 va 1:100
hodc khong pha lodng dugc st dung dé 1am ting do nhay. Thir nghiém dong hoc dugc
thuc hién bang cich dung pipet dua cc phin phan wdc cia cdc mau (50 pl) 1én dia
polystyren 96 156 (Nunc™, Sigma-Aldrich). Phan tng duoc khéi dong bing cach bd
sung co chat 1ong 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin (TMB) (50 pl, 37°C). Phép do do hp thu
duoc thue hién bang cach sir dung may doc khay vi thé VERSAmax (Molecular Devices
LLC, Sunnyvale, CA, M§) & 655 nm. Téc d6 dong hoc duge ghi lai mdi 20 gidy trong
tbng s6 10 phut & 37°C. Ndng do HRP ciia cic mAu niy duge xdc dinh bing cach sit
dung dudng cong chuén 1am cong cu dinh lugng tir 0,391 dén 200 ng ml". Pudng cong
chuén dugc tao ra bé‘mg cach lap dd thi céac néng do HRP cua 10 dung dich pha loadng
tuln tu hai 14n cua dung dich HRP (200 ng ml) theo tbc @6 dong hoc cua ching (dd

dbc cua cac dudng cong d6 hip thy theo thoi gian).
Phén tich thong ké

Céc ndng d6 HRP trung binh véi cac thanh sai s6 (khoang tin cdy 95%) dugc phat hién
ra trong c4c khoang khéc nhau cua dudng tiéu hoa dugc tinh todn va dugce biéu dién

trong dd thi bang cach st dung Théng ké IBM SPSS cho Windows, phién ban 22.0.
Két qua

Trong thir nghiém 14m sang nay, cé tiéu thu trung binh 12-13 g thirc dn trong qua
trinh xtt 1y véi thire an chira HRP dugc bao nang trong alginat. Do d6, ca da dugc xt ly
(Mirung binh = 490 — 500 g) nhén duogc tir 230 dén 240 pg HRP trong khoang thoi gian nay
(Bang 3).
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Biang 3: Liu HRP lién quan dén kich thudc c4 theo don vi khéi luong va lugng thire an
stt dung hang tuan (FI) cho médi con ca. Liéu nay duoc chi ra 12 liéu HRP hang tun cho
mdi con ca (ugcd™ tudn) va lidu HRP hang tudn cho mdi don vi khi luong cd (ngcd”
! tudn). Thirc an duge st dung: khong c6 HRP (Ctrl-thirc an), c6 HRP dugc bao nang
trong canxi alginat (HRP-Ca-thirc &n), HRP dugc bao nang trong etylendiamoni alginat
(HRP-EDA-thtc an).

Kich thuéc FI Lidu HRP! Liéu HRP
Nhom Thirc an ca (gea!tudn™)  (uged’! (pg kg tuan
(2)+SD  =SD tudn!)+SD 1) £SD
Péichimg  Ctrl-thicdn 492 +121  12,7+1,7 0,00 0,00
Ca-alginat ~ HRP-Ca- 495,95 135114 239426 483 146
thire an
EDA-alginat HRP-EDA- 00 108 121409 23217 465450

thirc dn

Lidu IHRP 1a Iy thuyét va gia dinh su hao hut do qué trinh xtt Iy rét it.

Nhom cé (Ca-alginat) duge nudi bang HRP-Ca-thttc in c6 ndéng d6 HRP cao hon
d4ng ké trong rudt xa so v6i cac khoang tiéu hoa (GI) khéc (Fig. 3). Mat khéc, ca dugce
nudi bing HRP-EDA-thtre #n c6 ndéng d6 HRP cao hon dédng ké trong rudt gitta so véi
trong cac doan GI khac. Ngoai ra, nhom nay cling c6 ndng d6 HRP cao hon dang ké
trong rudt xa. Nguoc lai véi cac nhém duoc xir Iy bang HRP, hoat tinh peroxidaza 1a

khé thip trong cac nhém d6i chung.

Theo Fig. 3, c6 thé thiy 14 sy gidi phéng HRP 13 nhanh hon déng ké tir hat tron
EDA-alginat so voi tir hat tron Ca-alginat. Theo céc két qua ciia thir nghiém nay, khong
du kién 1a sy giai phéng duoc chét tir EDA-alginat bi anh hudng boi sy thay doi nhiét
do6 theo mua trong moi truong séng cua ca hoi Pai Ty Duong. Cac dic diém da ching
minh dugc trong thir nghiém nay lam cho hé phan phéi qua dudng miéng dya trén EDA-

alginat rit hiéu qua ddi v6i c4 nhu cé hdi Dai Tay Duong.

Tém lai, séng ché khong nhing chi ra cac khac biét ton tai gifta cac chit nén

alginat lién két chéo khéc nhau ma con xdc dinh duge hé phan phéi qua duong miéng
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méi, hidu qua hon. Cac khéc biét gitta EDA-alginat va Ca-alginat 1a dic biét rd rang vé
t8c d6 hoa tan & nhiét dd thép. Didu nay rit phi hop vdi céc sinh vat bién nhiét song &
nhiét d6 thép nhu c4 hdi Dai Ty Duong. P& nhan biét cdc ddc diém nay cua cic hat
tron alginat, chién lugc thir nghiém hoa tan méi da dé cép trén day dugc phat trién.
Chién lvgc méi ndy 1am cho thir nghiém hoa tan dién hinh cao dbi véi cac didu kién
tidu hoa dugc tim thiy & c4 c6 da day. Do do, cac két qua duge tao ra boi thir nghiém
hoa tan dugc thiét ké lai nay 1a phu hgp cao vdi céc két qua thu dugc tir thit nghiém in
vivo. Trén tit ca, EDA-alginat 13 hé phan phdi rét t6t dugc chat dai phan tir cho dong
vét bién nhiét nhu c4 hdi. Ngoai ra, ¢6 bang chimg thuyét phuc 1a hé phan phéi nay doc
14p v&i nhiét d0 mot cach bét ngd trong khoang nhiét do cua moi truong sdng ctia ca
hdi. Hé qua thye tién cia cac két qua cta thir nghiém nay 1a lugng dugc chat dugc phan
phdi 12 khéng phy thudce nhiét 4 moi trudng khi st dung hé phén phdi qua dudng miéng
ma&i nay.

Uu diém cua cac vi hat tron etylendiamoni alginat nhu 1a hé phan phdi qua dudng
miéng khi dugc két hop vao thirc dn cho cd va dugc sir dung bang dudong miéng cho c4,
12 & chd céc hat tron nay hoa tan hiéu qua trong rudt cd va phéin phéi thanh phan tai
dng vi tri dé hdp thy trong cac diéu kién tiéu hoéa thuong duge thiy & ca. Tuy nhién,
sang ché, mic du dugc phat hién ra 1a dc biét thich hop dé sur dung ¢ c4, khong bi gidi
han vao nhom sinh vét nay va cling ¢ thé dugc stir dung 1am hé phan phéi qua duong
miéng cho céc dai phan tir & dong vat cé v bao gdm ngudi, dong vat ludng cu, bo sét,

chim, giap xac, dong vat thin mém, v.v..

Chét ¢é hoat tinh sinh hoc theo sang ché bao gdm dugc chét, chit, hop chit, ché
phdm bét ky hodc hdn hop ciia chung, ma 13 hiru hi¢u trong viéc phong ngira hoic diéu
tri bénh & sinh vt va 1a thich hop dé bao nang trong alginat va sau d6 phan phdi bing
dudng miéng. Chét c6 hoat tinh sinh hoc nay bao gbm céc chét nhu protein, peptit,
vacxin, khang thé, khang nguyén, hormon, dugc chét, dugc chét dai phan it cu thé, axit
amin, nucleotit, polynucleotit, enzym, va chit c6 hoat tinh sinh 1y bét ky, chét dinh
dudng, chét xo kich thich sy phat trién cua loi khuén trong rudt, loi khun, chit kich

thich mi2n dich va céc chit twong tu.
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Trong ngit canh theo séng ché, thuat ngit sinh vat “nudc lanh” c6 nghia 1a dong
vat bién nhiét bét ky thuong séng trong nhiét d6 moi trudng trung binh 12 khoang 20°C
hoidc thip hon. Tuong ty “c4 nudc lanh” 12 c4 sdng trong nhiét 6 nude trung binh 1a
khoang 20°C hodc thip hon. Vi du dién hinh vé c4 nuéc lanh 1a c4 bién nuéc lanh nhu
c4 tuyét va ho c4 hdi.

Thuat ngit “dudng rudt ngin” hogc “rudt ngin” lién quan dén cé4 c6 nghia 12 tong
dd dai ciia rudt khong 16n hon khoang 2,5 14n @5 dai co thé cua c4 nay.

S& duoc hiéu 13 cac dau hidu cua sédng ché duge mo ta trén day c6 the duge bién
d6i ma khong vuot ra khoi pham vi cua sang ché nhur dugc xé4c dinh trong yéu cau bao

h6 kém theo day.
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Yéu cau bao ho

1. Thitc an chirc ning chira vién thic an cho c4 bao gdm céc 18 rdng, cac 16 rdng
bao gdm huyén phu déu chira c4c hat etylendiamoni alginat c6 kich thuéc hat trung binh
khong qua 2000 micromet, trong d6 cac hat etylendiamoni alginat bao gbm it nhit mot
chét co6 hoat tinh sinh hoc ma dugc bao nang hodc duoc giit lai trong etylendiamoni
alginat, trong d6 thtrc dn chirc nang @8 sir dung trong viéc diéu tri va/hodc phong ngira
bénh & ca nudce lanh.

2. Thitc #n chirc nang theo diém 1, trong d6 huyén phi diu chira cac hat
etylendiamoni alginat dwgc pht chan khong trén vién thirc &n cho ca.

3. Thirc &n chitc ning theo diém 1, trong d6 céc hat etylendiamoni alginat c6 dang
hat tron.

4, Thttc #n chitc ning theo diém 1, trong d6 céc hat etylendiamoni alginat c6 dang
hat hinh ciu.

5. Thirc 4n chirc ning theo diém 1, trong d6 kich thudc hat trung binh khong 16n
hon 1000 pm.

6. Thttc &n chirc ning theo diém 1, trong d6 kich thuée hat trung binh khong 16n
hon 300 pm.

7. Thirc n chitc ning theo diém 1, trong d6 kich thudc hat trung binh khong 16n
hon 25 pm.

8. Phwong phép san xuét thirc &n chirc ning chura it nhit mot chét c6 hoat tinh sinh
hoc trong d6 phuong phap nay bao gbm cac bude sau:

(i) didu ché huyén phu du chira cac hat tron etylendiamoni alginat chira chat ¢6
hoat tinh sinh hoc da dugc giit hodc bao nang trong do,

(ii) trén huyén phti ctia buéce (i) v6i vién thire dn trong méy bao chan khong,

(iii) rat khong khi tir méay bao tao ra mdi trudong co6 ap sudt giam, va

(iv) tir tir khoi phuc lai 4p suét khi quyén bang cach dé khong khi di vao lai may
bao d& ddy huyén phit ctia bude (i) vao cac 10 rdng cia vién thirc an.

9. Phwong phép san xuit thirc dn chic niang chira it nh4t mot chit c6 hoat tinh sinh
hoc trong d6 phuong phap nay bao gbm cac budc sau:
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(i) diéu ché hdn hop khé bing cach tron céc hat tron etylendiamoni alginat duoc
bao hodc giit it nhAt mot chét c6 hoat tinh sinh hoc véi bdt thirc n chira thanh phﬁn thac
4n khong chira diu khéc,

(ii) bao ché chét ép din bing cach ép dun hdn hop kho trong bude (i) bang cach
stt dung may ép dun hodc bang cach sir dung may ép vién,

(iii) tao ra cac vién nén bang cich sdy kho chét ép dun & budc (ii) trong budng
séy,vé

(iv) tao ra thirc n thanh phim bing cach bao dau céc vién nén cua budc (iii)
trong quy trinh bao ngdm chéin khong.
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