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(57) Sang ché dé cap dén phuong phép tiét tring lactoferin ¢ nhiét d6 cao
trong thoi gian ngdn ma van duy tri duge hoat tinh cua lactoferin. Sang ché dé
cap dén phuong phéap san xuat dung dich nuéc chua lactoferin, phuong phap
nay bao gdm budc tiét trung dé tiét trung bang nhiét dung dich nudc chua
lactoferin, & nhi¢t do la 100°C hoac cao hon, trong do téng ham luong theo
khéi lugng protein khong phai lactoferin 14 1/12 hodc nhé hon ham luong theo
khéi luong lactoferin. Sang ché ciing dé& cdp dén dung dich nuéc chua
lactoferin trong d6 tong ham luong theo khéi lugng protein khong phai
lactoferin 1a 1/12 hodc nhé hon ham lugng theo khoi lugng lactoferin, va dung

dich nay khong chira vi khuan song.
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Linh vuc ky thuit dwoce dé cip

Sang ché d& cap dén phuong phép san xuét dung dich nuéc chia
lactoferin, va cu thé hon 14 dé cép dén phuong phap san xuat dung dich nudc
chira lactoferin, bao gém budc tiét trung.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Qua trinh tiét trung san phém thuc phém duoc thuc hién dé dam béo
kha ning bao quan va su an toan ctia san phidm thuc phdm. D4i véi nhidu san
phim thuc phim, viéc tiéu diét vi sinh vt bang cach gia nhiét dugc thuc hién
dé tiét trung. Cling nhu vdi lactoferin, 1 nguyén lidu thuc phidm ma dang duoc
sir dung phd bién gan déy, thi mot s6 phuong phap dd duoc dé xuat dé tiét
tring bang nhiét lactoferin trong khi van giit dugc hoat tinh ctia né.

Vi du, tai liéu sang ché 1 duoc trich dan dudi ddy bdc 16 phuong phép
lién quan dén viéc tiét tring bang nhiét dung dich nudc chira lactoferin sau khi
didu chinh cudng d6 ion cta dung dich nuéc sao cho né thdéa min cong thirc
da dinh trudce. Tai li€u sang ché 2 duoc trich dan dudi day bdc 10 phuong phép
lién quan dén viéc diéu chinh do pH cua chét 1ong chia lactoferin 1a 1,0 hodc
cao hon va 6,5 hodc nho hon, va gia nhiét chét long nay & nhiét do la 60°C
hodc cao hon.

Tai liéu sang ché 3 dugc trich dan duéi day boc 16 ché phém lactoferin
6n dinh nhiét bao gém lactoferin va it nhdt mot chat dn dinh duoc chon tir este
cua glyxerin va axit béo, natri casein, va lexithin. Tai li€u sang ché 3 boc 16
ché phdm c6 thé dugc gia nhiét & nhiét d6 12 90°C hodc cao hon ma khéng lam
b4t hoat lactoferin. Tai liéu sang ché 4 duoc trich din dudi day boc 16 ché

pham protein 6n dinh nhiét bao gdm phan protein co ban tir sita va it nhat mot
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chat 6n dinh dugc chon tir polysacarit dau nanh, gdbm xanthan, pectin, gém
arabic, gom ghatti, caragenan, géom bd mé hitu co, natri casein, lexithin, va
carboxymetyl xenluloza. Tai liéu sang ché 4 boc 16 ché phdm c6 thé dugc gia
nhiét & nhiét do 1a 90°C hodc cao hon ma khéng lam bat hoat phén protein co
ban tur sfta.

Danh sach tai liéu trich dan:

Tai liéu sang ché:

Tai liéu sang ché 1: Cong bb don yéu cau cip patent Nhat Ban sb H2-108629
Tai liéu sang ché 2: Cong bb don yéu cau cip patent Nhat Ban sé H3-215500
Tai liéu sang ché 3: Cong bd don yéu cau cip patent Nhat Ban s6 2010-180219
Tai lidu sang ché 4: Cong bd don yéu cau cip patent Nhat Ban sb 2014-193125
Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Vén dé ky thuat can giai quyét:

M5t s vi khudn can tiét trung 1a rat kho tiéu diét. Vi duy, vi khudn sinh
bao tir 1a khoé tiéu diét. Dé tiét tring vi khuin khé tiéu diét, d6i khi can st dung
nhiét do tiét trung cao trong qua trinh ti€t trung vi khuén béng nhiét. Phuong
phép tiét tring bang nhiét nay cé thé bao gdm phuong phap xi ly nhiét & nhiét
d6 cuc cao (UHT) (x Iy nhidt & 120 dén 150°C trong 1 dén 5 gidy) va phuong
phép tiét trung trong thoi gian ngén & nhiét do cao (HTST) (x 1y nhiét & 72
dén 75°C trong 15 gidy). Khi khong thé ap dung nhiét do tiét tring cao,
phuong phéap co thé 4p dung 1a st dung, vi du, nhiét do thip va thoi gian gia
nhiét kéo dai. Vi du vé& phuong phép tiét tring bang nhiét do thap niy c6 thé 1a
phuong phap tiét trung trong thoi gian dai ¢ nhiét do thap (LTLT) (xi 1y nhiét
& 62 dén 65°C trong 30 pht).

Piéu kién tiét trung duoc ap dung cb thé khéac nhau phu thudc vao loai
san phém thuc phém. Viéc tiét tring & nhiét d6 ddc biét cao duoc yéu cau khi

san xuat san pham thuc pham c6 kha ning bao quan trong thoi gian dai va

2/142



45353

dugc phan phéi & nhiét d6 phong. Vi dy, dé tiéu diét bao tir Clostridium
botulinum ma duoc biét dén 1a vi khuan gdy ngd doc thuc phém, thi diéu kién
tiét trung cua nhiét do gia nhiét la 120°C va thoi gian gia nhiét 1a 4 phtt hoac
lau hon 14 can thiét trong qua trinh tiét trung san phdm thuc phim chung cit
ma c6 kha nang bao quén trong thoi gian dai. Phuong phap UHT la cong nghé
chinh trong qua trinh tiét tring bang nhiét cic san pham thuc phdm dang léng
nhu d6 uéng nhe, dd udng sita, hodic nudc khoang.

Cfing rét hitu ich dé str dung lactoferin 1am nguyén liéu thuc phim néu
lactoferin c6 thé duoc tiét tring & nhiét do cao trong thoi gian ngén trong khi
van gitt duoc hoat tinh cua lactoferin.

Nhu duge mo ta néu trén, c6 mot sd phuong phép dugc bde 10 dé tiét
trung lactoferin. Tuy nhién, dé ap dung nhiét do tiét trung 120°C hodc cao hon
trong phuong phép dugc mb ta trong tai liéu sang ché 1 dugc trich dan & trén,
vé mat 1y thuyét thi can thiét phai tao cudng d6 ion & 0,1pM hodc nhd hon
bang mubi. Khi phuong phap dugc md ta trong tai lidu sang ché 2 duoc trich
dan & trén duoc st dung, khong thé duy tri hoat tinh cua lactoferin néu né
dugc tiét trung & nhiét do cao 120°C hodc cao hon. MBbi trong s6 cac ché phém
trong tai liéu sang ché 3 va 4 duoc trich dan & trén déu bao gdm chét 6n dinh.
Chét 6n dinh 1am thay dbi huong vi va/hodc cac dac tinh vat ly va, ngoai ra, cd
thé 1am phat sinh chi phi.

Do d6, phat sinh nhu cau vé phuong phip méi dé tiét trung lactoferin &
nhiét dd cao trong thoi gian ngan ma van duy tri duge hoat tinh cta lactoferin.
Céch thic giai quyét van dé:

Céc tac gia sang ché da phét hién ra phuong phap méi dé tiét trung
lactoferin ¢ nhiét d6 cao trong thoi gian ngén ma van giit duge hoat tinh cta
lactoferin.

Do d6, sang ché dé xuat cac muc dudi day.
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[1] Phuong phép san xudt dung dich nudc chta lactoferin, bao gém
bude tiét trung dé tiét tring dung dich nudc chira lactoferin bang nhiét, trong
d6 tong ham luong theo khéi luong protein khong phai lactoferin 1a nhé hon
hoac béng 1/12 ham luong theo khéi lugng lactoferin, & nhié€t dé 100°C hodac
cao hon.

[2] Phuong phap theo muc [1], trong d6 ndng d6 mudi cta dung dich
nudc chira lactoferin dugc dua vao budc tiét trung 1a SmM hodc nhd hon.

[3] Phuong phap theo muc [1] hodc [2], trong d6 ndng dd lactoferin
cua dung dich nudc chira lactoferin dugc dua vao budc tiét trung 1a 400mg/ml
hodc nho hon.

[4] Phuong phap theo muc bat ky trong s cac muc tir [1] dén [3], trong
do nhiét do tiét trung béng nhiét trong budc tiét trung [a 120°C hodc cao hon.

[5] Phuong phap theo muc bat ky trong s6 cac muyc tir [1] dén [4], trong
d6 nhiét do va thoi gian tiét tring bang nhiét trong budc tiét trung lan luot 1a
120°C hodc cao hon va 4 phuat hodc lau hon.

[6] Phuong phap theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [1] dén [5], trong
d6 dung dich nudc chira lactoferin duge dua vao budc ti€t trung khong chira
chét on dinh.

[7] Phuong phap theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [1] dén [6], trong
do hoat tinh ¢ ché COMT cuia lactoferin trong dung dich nudc chira lactoferin
dugc dua vao budc tiét tring duoc duy tri & muc 80% hodc cao hon sau bude
tiét trung.

Séang ché ciing dé xuét nhu sau.

[8] Dung dich nude chira lactoferin trong do tong ham lugng theo khéi
luong protein khong phai lactoferin 1 nhé hon hodc bang 1/12 ham lugng theo
khéi luong lactoferin, va dung dich nay khéng chura vi khuén séng.

[9] Dung dich nudc chira lactoferin theo muc [8], co ndng d6 mudi 1a
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5mM hodac nho hon.

[10] Dung dich nudc chira lactoferin theo muc [8] hoac [9], c6 né)ng do
lactoferin 1a 400mg/ml hodc nhé hon.

[11] Dung dich nuéc chira lactoferin theo muc bét ky trong s cac muc
tir [8] dén [10], khong chira chat 6n dinh.
Hiéu qua cta sang ché:

Theo sang ché, c6 thé tiét trung lactoferin & nhiét d§ cao trong thoi
gian ngan ma van duy tri dugc hoat tinh cia lactoferin.

Hiéu qua cta sang ché khong bi gi¢i han ¢ hiéu qua niy, va c6 thé
cling bao gdm nhitng hiéu qua nhu dugc mé ta trong ban mad ta nay.
MBS ta van tit cac hinh vé

FIG.1 14 biéu dd thé hién két qua do do van duc cua dung dich nudc
chtra lactoferin sau khi hap tiét tring.

FIG.2 1a biéu dd thé hién két qua do do van duc cua dung dich nudc
chira lactoferin sau khi hép tiét trung.

FIG.3 1a biéu d6 thé hién két qua do d6 van duc ctia dung dich nudc
chtra lactoferin sau khi hap tiét trang.

FIG.4 1a biéu dd thé hién mbi twong quan giita hoat tinh tc ché COMT
va do duc ctia dung dich nudc chira lactoferin.

FIG.5 12 biéu dd thé hién két qua phén tich HPLC ctia dung dich nuéc
chtra lactoferin.

FIG.6 1a biéu dd thé hién két qua do hoat tinh trc ché COMT ctia dung
dich nuéc chira lactoferin.

FIG.7 13 biéu dd thé hién két qua do hoat tinh khéng khuan cia dung
dich nudc chira lactoferin.
MG ta chi tiét sang ché

Céac phuong an dugc uu tién theo sang ché dugc mé ta. Sang ché
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khong nham muc dich gidi han cic phwong an duge wu tién, va cé thé tuy y
bién dbi trong pham vi ctia sang ché.
1. Phwong phap san xuat dung dich nudc chira lactoferin

(1) Budc tiét trung

Phuong phap san xuit theo séng ché bao gdm budc tiét tring dé tiét
tring dung dich nuéc chtra lactoferin bang nhiét, trong dé tong ham lwong
theo khdi lugng protein khong phai lactoferin 14 nhé hon hodc bang 1/12 ham
lugng theo khoi lugng lactoferin, & nhiét do 100°C hoac cao hon. Budc tiét
tring ¢6 thé tiét tring lactoferin & nhiét do cao trong thoi gian ngdn ma van
duy tri dugc hoat tinh cta lactoferin.

Lactoferin 1a glycoprotein lién két st ma ton tai trong chit 16ng trong
co thé nhu sita, nuée mét, nude bot va méau. Lactoferin cé trong sita dong vét
¢d va nhu ctru, dé, lon, chudt, trau, lac da, bo Tay Tang, ngua, Itra, lac da
khéng budu, bo hoac nguoi.

Lactoferin d& st dung theo sang ché c6 thé 1a mét loai ¢6 ngudn gbc tir
stta ciia dong vat cé vu. Xét vé tinh kha dung va ham lugng lactoferin, vi du,
stta bo hodc sita cua nguoi duge uu tién lam nguén thu lactoferin, va sira bo
duoc dac biét vu tién lam nguén thu lactoferin. Do do, lactoferin cé nguén géc
tur, vi du sita bo hodac sfta cia nguoi, t8t hon 14 tr sira bo, c6 thé dugc st dung
theo sang ché. Bat ky trong sb sita non, sita chuyén tiép, sita théng thuong va
stra vt giai doan cudi c6 thé duge st dung. Lactoferin c6 san trén thi trudong
¢6 thé duoc sir dung theo séang ché.

Lactoferin dé st dung theo sang ché ¢6 thé 1a mot loai ma duoc tach
bang phuong phap thong thuong (vi du sdc ky ion) tir sita it béo hodc nudc sita
thu dugc bang cach xu 1y sita ctia dong vat c6 vi.

Lactoferin dé st dung theo sang ché c6 thé hodc 1a duoc glycosyl héa

hodc khong duoc glycosyl hoa.
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Lactoferin thuong duoc st dung trong linh vuc thyc phim va dd ubng
14 lactoferin c6 ngudn gbc tir sfta (cu thé 13 c6 ngudn gde tir sita bo). Trong

nhiéu trudong hop, lactoferin c6 ngudn goc tur sita thu dugc tor nudc sira.

Lactoferin ¢6 ngudn gbe tir sita, thu dugc theo cach thirc nay, chira protein’

khong phai lactoferin. Do d6, ché phdm thuong duoc st dung 1am lactoferin
trong linh vuc thuc phdm va d6 udng 1a ché phdm bao gém lactoferin va
protein khong phai lactoferin.

Céc tic gia sang ché dd phét hién ra rang lactoferin c6 thé dugc tiét
tring & nhiét d6 cao trong thoi gian ngin ma van duy tri dugc hoat tinh cua
lactoferin bang cach 1am giam ham luong protein khong phai lactoferin trong
dung dich nudc chira lactoferin duoc dua vao tiét tring bang nhiét.

Duong nhu viéc st dung nhiét 6 100°C hodc cao hon 14 khong duoc
du tinh trong tai liéu sang ché 1 va 2 duoc trich din & trén ma mé ta cac
phuong phap tiét tring lactoferin dugec mo ta ¢ trén. Ky thuat duoc mo ta trong
tai liéu sang ché 3 va 4 duoc trich dan & trén, ma du tinh viéc st dung & nhiét
d6 100°C hodc cao hon, dua ra gia thiét v& viée st dung chit 6n dinh dé tang
cuong kha nang chiu nhiét cua lactoferin. Theo sang ché, ngay ca khi khong st
dung chét én dinh, van c6 thé st dung nhiét d¢ cao & 100°C hodc cao hon, dic
biét 1a nhiét dd cao & 120°C hodc cao hon, trong qua trinh tiét trung lactoferin
bang cach giam ham luong protein 1an tap chéat khong phai lactoferin trong
dung dich nudc chira lactoferin.

Téng ham lwong theo khdi lugng protein khong phai lactoferin 1a nho
hon hodc bang 1/12 ham luong theo khéi Iuong lactoferin trong dung dich
nudc chtra lactoferin dugc dua vao budc tiét trung. Theo do, béng cach diéu
chinh téng ham lugng theo khéi luong protein khong phai lactoferin, lactoferin
khong tao ra chét két tta va c6 thé duy tri hoat tinh mic du n6 dugc gia nhiét &

nhiét do 100°C hoac cao hon.
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Theo sang ché, protein c6 thé bao gdm protein c6 ngudn gdc tir sita
nhu casein va nudc sita, vi sinh vat ma gy 6 nhiém lactoferin trong qué trinh
tinh ché lactoferin, céc tap chit protein bay trong khong khi, protein tir mau bo,
v.v.. Khi lactoferin 12 mét loai duoc san xuit dudi dang protein tai td hop boi
Escherichia coli, cic protein khong phai lactoferin c¢6 thé bao gdm (céc)
protein tir thanh phan méi trudng nudi ciy.

Trong dung dich nudc chira lactoferin dugc dua vao budc tiét trung,
tébng ham luong theo khdi lugng protein khong phai lactoferin 1a 1/12 hodc
nhé hon, tot hon 14 1/14 hodc nhé hon, tt hon nira 1a 1/16 hodc nhé hon, thdm
chi tét hon nita la 1/18 hogc nhé hon, va ddc biét tot hon 1a 1/20 hogc nhé hon
ham luong theo khéi luong lactoferin. Do d6, bang cach giam thém nita tong
ham luong theo khdi lwong protein khong phai lactoferin, viéc tao thanh chat
két taa it c6 kha nang xay ra va hoat tinh cua lactoferin du’gé duy tri t6t hon
khi dung dich nudc nay duoc gia nhiét & nhiét do 100°C hodc cao hon, dac
biét 1a ¢ nhiét d6 120°C hodc cao hon.

Tong ham luong theo khéi lwong protein khong phai lactoferin va ham
lwong theo khéi luong lactoferin c6 thé dugc do bang cach thuc hién phuong
phap tach HPLC. Cu thé 13, dung dich nuéc chira lactoferin duge dua vao aé
taich HPLC pha nguoc st dung Alliance e2695 (san xudt boi Waters
Corporation). Tiép theo, phan c6 dinh hap thu & 280nm dugc tich thanh phan
chira lactoferin va phdn chira protein khong phai lactoferin. Viéc chira
lactoferin trong phéan nay c6 thé dugc kiém tra, vi du, bing cach s dung
khang thé khang lactoferin c6 sén trén thi truong. Mdi phan chira lactoferin va
phan chira protein khong phai lactoferin dugc thu gom lai. Dung méi dugc loai
b6 khéi mdi phan bang cach lam khé lanh, va san phadm di dugc 1am kho lanh
ciia mdi phan dugc hoa tan trong nudc méi duge thém vao. Luong protein

chtra trong mdi trong s6 phan chira lactoferin va phan chita protein khong phai
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lactoferin dwoc do bing thir nghiém protein st dung phuong phap nhudm.
Ham luong lactoferin va ham lugng protein khong phai lactoferin c6 thé duoc
do theo cach nay.

Trong dung dich nudc chtra lactoferin dugc dua vao budce ti€t trung,
giéi han dudi cua téng ham luong theo khdi luwong protein khong phai
lactoferin ¢6 thé 13, vi du, 0% khéi lugng hodc, ¢6 thé 16n hon 0% khdi luong
xét tir khia canh vé hiéu qua san xuét cta nguyén liéu lactoferin can sir dung
dé diéu ché dung dich nudc. Theo @6, trong dung dich nude chira lactoferin
duoc dua vao bude tiét tring, tdng ham luong theo khdi luong protein khong
phai lactoferin co thé 14, vi du, 1/100000 hodc cao hon, 1/10000 hodc cao hon,
1/5000 hoac cao hon, 1/1000 hodc cao hon, hodc 1/100 hoac cao hon.

Nhiét do tiét tring bang nhiét trong budc tiét tring 1a 100°C hodc cao
hon. Do ¢6 thé su dung nhiét d§ cao nay trong sang ché, nén viéc tiét trung
trong thoi gian ngén 1a ¢ thé. Nhiét do tiét trung bang nhiét trong budc tiét
trung tdt hon 1a 105°C hoic cao hon, tdt hon nita 13 110°C hodc cao hon, thdm
chi t6t hon nita 1a 112°C hodc cao hon, 114°C hodc cao hon, 116°C hoic cao
hon hodc 118°C hodc cao hon, va dac biét t6t hon 13 120°C hodc cao hon.
Bing cach st dung nhiét d6 cao nay theo sang ché, ¢6 thé tiét trang vi khuan
kho tiéu diét trong thoi gian ngén. Vi dy, theo sang ché, didu kién gia nhiét can
thiét cho qud trinh tiét trung thuc pham chung cit (120°C, 4 phut hoic cao
hon) hoac phuong phap UHT c6 thé duoc ap dung cho lactoferin.

Nhiét do tiét tring bing nhiét trong budc tiét tring t6t hon 1a 180°C
hoac thép hon, t6t hon nita 13 160°C hoidc thép hon, tham chi tot hon nita la
155°C hoic thdp hon hodc 150°C hodc thip hon, va dic biét tot hon 1a 140°C
hodc thap hon. Nhiét d6 qué cao c6 thé lam bay hoi nudc, dan dén lam giam
Juong dung dich nude chira lactoferin.

Theo mdt phuong an dugce wu tién theo sang ché, nong do muodi cua
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dung dich nudc chira lactoferin dugc dua vao budc tiét trung la SmM hoédc nhé
hon. Dua vao néng do6 mubi nay, viéc tao thanh chét két taa it c6 kha nang xay
ra va hoat tinh ciia lactoferin duoc duy tri tot hon. Nong d6 mudi cta dung
dich nudc chira lactoferin dugc dua vio bude tiét trung cé thé tét hon 1a 4mM
hozc nhé hon, tét hon nita 1a 3mM hogc nhé hon, va tham chi t6t hon nita la
2mM hoac nho hon.

Nong d6 mudi cta dung dich nuéc chia lactoferin duge dua vao bude
tiét trung co thé 13, vi du, 16n hon OuM, 16n hon hodc béng 0,1uM hoac 16n
hon 0,1uM, 0,5uM hoédc 16n hon, 1uM hodc 16n hon, 1,5uM hodc 16n hon,
hodc 10pM hoic 16n hon xét tir quan diém vé hidu quéa san xuét ctia dung dich
nudc.

Nong d6 mudi cta dung dich nuée chira lactoferin duoc dua vao bude
tiét trung c6 thé dugc do bang ICP-MS (méy quang phd khéi plasma két hop
cam Uung).

Né)ng do lactoferin cua dung dich nudc chia lactoferin dugc dua vao
bude tiét tring c6 thé tot hon 13 400mg/ml hozc nhd hon, tét hon nita 1a
200mg/ml hodic nhé hon hodc 100mg/ml hoic nhé hon, tham chi t6t hon nita 14
30mg/ml hoac nho hon, con t6t hon nita 12 10mg/ml hoac nho hon, va déac biét
t6t hon 1a 1mg/ml hodc nhé hon. Néu ndng do lactoferin qua cao, lactoferin c6
thé khéng hoa tan hoan toan trong dung dich nude.

Néng do lactoferin cua dung dich nudc chia lactoferin duge dua vao
budc tiét trung c6 thé & mirc thip bat ky mién 1a né 16n hon Omg/ml. Nong do
lactoferin ctia dung dich nude chia lactoferin dugc dua vao budc tiét trung cd
thé 13, vi du, 0,0000lmg/ml hodc 16n hon, 0,0001mg/ml hodc 16n hon,
0,001mg/ml hodc 16n hon, hodc 0,01mg/ml hoac 16n hon.

Thoi gian tiét tring bang nhiét trong bude tiét tring c6 thé dugc thiét

18p bdi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc tlly thudc vao cac yéu tb
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nhu nhiét do tiét tring va phuong phép tiét tring. Thoi gian tiét tring bang
nhiét trong budc tiét tring c6 thé 13, vi du, 0,5 gidy dén 15 phut, tot hon 1a 1
gidy dén 10 phut, va tét hon nira 13 1 gidy dén 8 phut.

Trong truong hop st dung phuong phép tiét trung UHT, thoi gian tiét
trung bang nhiét trong budc tiét tring tot hon 1a 0,5 gidy dén 10 gidy, t6t hon
nita 14 0,8 gidy dén 8 gidy, va tham chi t5t hon nita 13 1 gidy dén 5 gidy.

Trong trudng hop st dung phuong phép tiét tring kiéu chung cét, thoi
gian tiét tring bang nhiét trong bude tiét trung ot hon 1a 2 phut dén 10 phat,
t6t hon nita 1a 3 phiit dén 8 phut, va dic biét 1a 4 phut dén 7 phut.

Theo sang ché, thoi gian tiét tring bang nhiét trong bude tiét tring
ding dé chi khoang thoi gian trong sudt khoang thoi gian dé nhiét do ciia phan
& gifta ctia dung dich nuéc chira lactoferin duoc duy tri & nhiét do can dat
dugc (nhiét do tiét trung) trong sudt bude tiét trung.

Theo mot phuong én uu tién dac biét cuia sang ché, nhiét d6 va thoi
gian tiét tring bang nhiét trong buédc tiét trang 1an lugt 1a 120°C hodc cao hon
va 4 phut hodc l1au hon. Nhiét dg va thoi gian tiét truing nay théa man didu kién
tiét trung can thiét cho qua trinh tiét tring kiéu chung cét.

Dung dich nudc chira lactoferin dugc dua vao budc tiét trung t6t hon 1a
khong chira chét on dinh. Chét 6n dinh dung dé chi thanh phén duogc thém vao,
tach biét voi nguyén liéu lactoferin dugc sir dung dé didu ché dung dich nudc
chtra lactoferin, dé tang cuong kha ning chiu nhiét cta lactoferin. Sang ché
cho phép duy tri hoat tinh cua lactoferin ma khong sir dung chét 6n dinh nay,
va ngan viéc tao thanh chit két tua khi gia nhiét. Hon nita, su Véng mat cua
chét 8n dinh nay c6 thé ngan sy thay doi vé huong vi va/hodc cac dic tinh vat
ly ctia dung dich nudc chira lactoferin dugc tao ra.

Chét 6n dinh c6 thé duoc minh hoa b.%mg céc chéat 6n dinh dugc mo ta

trong tai liéu sang ché 3 va 4 duoc trich dan & trén. Theo dé, dung dich nuéde
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chtra lactoferin dugc dua vao budc tiét trung khong chira mot hoac nhidu chét
6n dinh duoc chon tir nhém bao g@)m este cua glyxerin va axit béo, natri casein,
lexithin, polysacarit ddu nanh, gédm xanthan, pectin, gom arabic, gom ghatti,
caragenan, gdbm bd mé& hitu co, va carboxymetyl xenluloza. Dic biét 13, dung
dich nudc chira lactoferin duoc dua vao budc tiét trung khong chira bat ky
trong sb este cta glyxerin va axit béo, natri casein, lexithin, polysacarit dau
nanh, gém xanthan, pectin, gdm arabic, gdm ghatti, caragenan, gém bd mé& hiru
co, va carboxymetyl xenluloza lam chét n dinh.

Nguyén liéu lactoferin dé st dung dé didu ché dung dich nudc chira
lactoferin dugc dua vao budce tiét trung doi khi cd chira natri casein du chi
luong nho. Nguyén liéu lactoferin dé sir dung dé didu ché dung dich nudc chira
lactoferin dugc dua vao budc tiét tring doi khi cé chira natri casein voi lugng,
vi du, 5% khdi luong hodc nho hon, dic biét 1a 2% khdi lugng hodc nho hon,
va dac biét hon 1a 0,5% khéi luong hodc nhé hon so véi khéi lugng cia
nguyén liéu lactoferin. Natri casein, ban dau dugc chia trong nguyén liéu
lactoferin, khong twong tmg véi chét én dinh duge mo ta & trén.

Néng do natri casein cua dung dich nudc chtra lactoferin dugc dua vao
bude tiét tring co thé 13, vi du, 20mg/ml hodc nhd hon, tdt hon nira 1a
10mg/ml hodc nho hon hodc Smg/ml hodc nhd hon, thdm chi tdt hon nira 1a
1,5mg/ml hoac nho hon, con tdt hon nita 1a 0,5mg/ml hodc nho hon, va déc
biét t6t hon 1a 0,05mg/ml hodc nhé hon. Pac biét tdt hon 13, dung dich nudc
chtra lactoferin dugc dua vao budce tiét trung khong chira natri casein.

Trong phuong phép san xuét theo sang ché, hoat tinh ma lactoferin c6
truée khi tham gia vao budc tiét tring van duge duy tri sau budc tiét tring.

Hoat tinh  khang khuidn va/hodc hoat tinh tc ché
catechol-O-metyltransferaza (sau ddy con duogc goi 1a COMT) cua lactoferin,

vi du, ¢6 thé duge st dung 1am chi sé duy tri hoat tinh ctia lactoferin.
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Theo séng ché, viéc duy tri hoat tinh c6 thé hiéu 13 hoat tinh dic biét
ma lactoferin c6 trudc khi tham giao vao budec tiét trung dugce duy tri, vi du, &
muc 50% hodc cao hon, tét hon 13 & mitc 60% hodic cao hon, tdt hon nita 13 &
muc 70% hodc cao hon, va thim chi tdt hon nira 1a & mtc 80% hodc cao hon
sau budc tiét trung. Theo sang ché, viéc duy tri hoat tinh c6 thé hiéu 1a hoat
tinh ma lactoferin c6 trudce khi tham gia vao budec ti€t trung dugc duy tri, vi dy,
o0 muc 90% hoac cao hon sau budc tiét trung.

Trong phuong phép san xuét theo sang ché, hoat tinh ma lactoferin ¢6
truge khi tham gia vao budce tiét trung c6 thé duoc ting cudng sau bude tiét
trung. Vi du, hoat tinh rc ché COMT va hoat tinh khang khuan cta lactoferin,
dac biét 1a hoat tinh khang khuén cla lactoferin c6 thé duoc tang cudng béng
budc tiét tring trong phuong phap san xuét theo sang ché.

Do d6, trong phuong phap san xuét theo séng ché, hoat tinh ma
lactoferin ¢6 trude khi tham gia vao budc tiét trung c6 thé hodc 1a dugc duy tri
hodc la dugc tang cuong sau budc tiét trung.

Theo sang ché, hoat tinh Gc ché COMT cua lactoferin trong dung dich
nudc chira lactoferin duoc dua vao budce tiét trung t6t hon 1a duoc duy tri, vi
du, & mic 50% hoac cao hon, tét hon 13 & mitc 60% hoiic cao hon, tdt hon nita
la & mtc 70% hodc cao hon, va tham chi tdt hon nita 13 & muc 80% hodc cao
hon sau budec tiét tring. Do do, budc tiét trung theo sang ché ¢6 thé duoc thuc
hién theo cach sao cho hoat tinh tc ché COMT cua lactoferin trudc budc tiét
trung t5t hon 1a duoc duy tri, vi du, & mtrc 50% hoéc cao hon, tét hon 13 & mrc
60% hodc cao hon, tdt hon nita 1a & mc 70% hodc cao hon, va thim chi tt
hon nira 1a & mc 80% hodc cao hon sau budc tiét trung.

COMT duoc biéu hién trong nhiéu co quan, va co6 hoat tinh cao trong
gan va than. COMT clng biéu hién trong rudt, dac biét la trong niém mac rudt.

Vai tr6 sinh ly cia COMT trong viéc chuyén hoéa chéat dan truyén than kinh da
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gay duogc sy chu y trong linh vyc dugc.

Theo sang ché, hoat tinh ¢ ché COMT c6 thé dugc do bang phuong
phap dugc mo ta trong Ikeda et al., Inhibitory Effect of Bovine lactoferin on
Catechol-O-Methyltransferase, Molecules, 2017, 22, 1373. Chi tiét vé phuong
phap do hoat tinh Gc ché COMT duoc mé ta trong cac vi du thir nghiém duéi
day.

Theo séng ché, hoat tinh khang khuin cta lactoferin trong dung dich
nudc chira lactoferin dugc dua vao budc tiét truing t5t hon 1a duoc duy tri hoac
tdng cudng sau budc tiét tring. Viéc duy tri hoat tinh khang khuén c6 thé hiéu
la dung dich nudc chira lactoferin tc ché su phat trién cta vi khuan, nhu
Escherichia coli, trudc va sau budce tiét trung. Viéc tang cudong hoat tinh khang
khuan c6 thé hiéu 13 dung dich nudc chira lactoferin sau budc tiét tring trc ché
su phat trién cua vi khun, nhu Escherichia coli, nhiéu hon dung dich nudc
chtra lactoferin trude budc tiét trung.

Theo mot phuong an dugc uu tién clua sang ché, trong dung dich nuéc
chira lactoferin duoc dua vao budc tiét tring, tong ham lugng protein t5t hon
1a ¢6 thé 1a 420mg/ml hodc nhé hon, tot hon nira 1a 31,5mg/ml hodc nhé hon
hodc 10,5mg/ml hoac nhd hon, tham chi tdt hon la 1,05mg/ml hodc nhd hon,
va dic biét tét hon 1a 0,2mg/ml hodc nhé hon so vé6i khdi lugng dung dich
nudce. Viée st dung ham lugng protein ma nim trong khoang nay c6 thé ngin
viée tao thanh chét két tha protein mot cach tdt hon.

Theo mot phuong an dugc uu tién cua sang ché, trong dung dich nuéc
chtra lactoferin duoc dua vao budc tiét trung, ham lugng nudce cod thé 13, vi du,
95% khéi luong hodic cao hon, t6t hon 12 96% khdi lugng hodc cao hon, tét
hon nira 12 97% khéi lwong hodic cao hon, tham chi tét hon nita 1a 98% khbi
luong hodc cao hon, van tt hon nita 1a 99% khéi luong hoac cao hon, va dic

biét tdt hon 1a 99,5% khdi luong hodc cao hon so vdi khéi lugng cua dung
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dich nude. Do do, trong dung dich nudc chira lactoferin dugc dua vao budc
tiét trung, ham luong céc thanh phan khong phai 1a nude c6 thé 13, vi du, 5%
khéi lugng hodc nhé hon, tét hon 1a 4% khéi luong hodc nhé hon, va tét hon
nita 12 3% khdi luong hodc nhd hon so voi khéi luong cia dung dich nudc.
Nho ham luong nude nudc nhu vay, viée tao thanh chét két tua lactoferin it ¢
kha nang xay ra.

Theo sang ché, nudc tdt hon 14 nudce tinh khiét nhu nuée da khir ion
hodc nuée Milli-Q. Viée str dung nuée tinh khiét ¢ thé d& dang diéu chinh
nong d6 mudi.

Theo mét phuong an duge wu tién theo sang ché, trong dung dich nudc
chtra lactoferin dugc dua vao budec tiét trung, n@)ng dé ham luong chét rin ¢6
thé 14, vi du, 45% trong lugng/thé tich hodc nhé hon, dic biét 1a 3% trong
luqng/thé tich hoac nho hon, va dac biét hon 1a 0,1% trong lu(jng/thé tich hodc
nho hon.

Theo mdt phuong an dugc uu tién theo sang ché, d6 nhét cia dung
dich nudc chira lactoferin dugc dua vao budc tiét trung co thé 1a, vi du,
800mPa-s hodc nho hon, dic biét 1a 300mPa's hodc nho hon, va dac biét hon
la 7mPa-s hoac nho hon ¢ 25°C.

Phuong phap tiét tring bang nhiét dung dich nuéc chira lactoferin
trong budc tiét trung cd thé duoc lua chon mot cach thich hop bdi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vue. Vi du, phuong phap UHT hodc phuong
phép tiét trung kiéu chung cit c6 thé duoc sir dung lam phuong phép tiét tring
béng nhiét. Thiét bi dé tiét trung béng nhiét ¢ thé duogc lua chon mét cach
thich hop bdi ngudi cé hiéu biét trung binh trong linh vuc phu thude vao
phuong phap tiét trung bang nhiét dugce ap dung. Vi dy, trong trudng hop sir
dung phuong phap UHT, viéc tiét trung b?mg nhiét cé thé duoc thuc hién béng

cach st dung may tiét trung dang tAm. Trong truong hop tiét tring kiéu chung
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cét, viéc tiét tring bang nhiét c6 thé duge thuc hién bang cach d6 dung dich
nude chira lactoferin vao ndi chung cét, va sau d6 thuc hién qua trinh tiét tring
kiéu chung cit bang cach st dung may tiét tring kiéu chung cat.

Phuong phép tiét tring biang nhiét c6 thé sir dung khéng bi gidi han &
cac phuong phap nay. Budc tiét tring theo sang ché c6 thé duoc thuc hién, vi
du, theo tai li€u Production (Sterilization) Standard for Soft Drinks, the Food
Sanitation Act, Ministry of Health, Labor and Welfare, Notice No. 213 (1986).

(2) Buée diéu ché

Phuong phap san xuit theo sang ché c6 thé bao gdm budc didu ché dé
diéu ché dung dich nudc chira lactoferin duge dua vao budce tiét trung. Budce
didu ché bao gdm bude tron, vi du, nguyén lidu lactoferin, méi trudng nude (vi
du, nuée hodc dung dich nuéc), va (cac) thanh phan tiy y khac. Lactoferin
chtra trong nguyén liéu lactoferin dugc hoa tan trong nudc hodc moi truong
nudc.

Trong budc diéu ché, dung dich nudc chtra lactoferin co thé duoc didu
ché theo céach sao cho tdng ham lugng theo khéi luong protein khong phai
lactoferin 14 1/12 hodc nho hon, t&t hon 12 1/14 hodc nho hon, tét hon nita 13
1/16 hogic nhé hon, tham chi t6t hon nita la 1/18 hodc nhé hon, va dic biét tot
hon 12 1/20 hodc nhd hon ham luong theo khdi lugng lactoferin. Dé didu ché
dung dich nudc chra lactoferin, nguyén li€u lactoferin c6 do tinh khiét
lactoferin cao c6 thé duoc hoa tan trong nuéc hodc dung dich nudc. Nguyén
liéu lactoferin c¢6 do tinh khiét lactoferin 13, vi du, 90% khéi luong hodc cao
hon, 8t hon 14 92% khéi luong hodc cao hon, tét hon nita 12 94% khbi lwong
hodc cao hon, thim chi t5t hon nita 1& 95% khdi luong hoac cao hon, va dac
biét tot hon 14 96% khdi lugng hodc cao hon, c6 thé duogc sir dung 1am nguyén
liéu lactoferin.

Trong budc diéu ché, dung dich nuéc chira lactoferin c6 thé duoc diéu
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ché theo céch sao cho ndng d6 mudi ctia dung dich nudc chia lactoferin t6t
hon 1& 5mM hodc nhé hon, tdt hon nita 13 4mM hodc nhd hon, tham chi tt
hon nita 12 3mM hodc nho hon, va dic biét tdt hon 13 2mM hodc nhd hon.
Nong d6 mubi nay co thé dat duoc bang cach str dung nguyén liéu lactoferin
¢6 ham lwong mudi thap.

Nguyén liéu lactoferin c6 do tinh khiét lactoferin cao va ham luong
mudi thép ¢ thé duoc san xuat, vi du, béng cach cho nudc sita hoac sira tach
béo c6 chira lactoferin vao qua trinh xi 1y hap thu nhua trao ddi cation va qua
trinh x1r 1y si€u loc. Vi du, lactoferin duoc hép thu vao nhuya trao ddi cation
bang cach cho nudc sita hodc sira tach béo tiép xtc v&i nhya trao ddi cation.
Lactoferin ma duogc hép thu vao nhva trao ddi cation dugc tach tir nhua trao
d6i cation bang nuéc mubdi. Tiép do, lactoferin duoc khir mudi bang cach sir
dung mang siéu loc dé thu duwoc nguyén lidu lactoferin c6 d§ tinh khiét
lactoferin cao va ham lwong mubi thap.

Chét trao dbi ion ding trong qua trinh xtr ly hap thu nhya trao déi
cation t6t hon 1a ¢6 nhém carboxymetyl (CM) lam nhém chiic trao ddi ion.
Chét trao déi ion c6 nhém CM lam nhém chic duge minh hoa bang, nhung
khong chi gidi han &, CM-Sepharose FF (GE Healthcare Japan Corporation).

Néng dd ctia nuéc mudi ma duge st dung dé tach lactoferin, ma dugc
hép thu vao nhua trao ddi cation, tr nhua nay cé thé 13, vi du, 5 dén 15% khéi
luong, tot hon 1a 6 dén 14% khéi luong, va tét hon nira 13 8 dén 12% khéi
luong.

Trong lugng phan tu cét cua mang siéu loc cd thé 13, vi du, 5000 dén
50000, t6t hon 12 10000 dén 30000, va t5t hon nira 14 15000 dén 25000. Mang
sidu loc duge minh hoa bang, nhung khéng chi gi6i han &, GR 61PP (san Xudt
boi Alfa Laval, trong luong phan tir cat 20000).

Tét hon 13, trong qua trinh didu ché dung dich nuéc chira lactoferin
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dugc dua vao budc tiét trung, nguyén li€u chira protein khéng phai nguyén liéu
lactoferin khéng duogc st dung. Theo sang ché, nguyén lidu chira protein bao
gdm protein va peptit, dic biét c6 nghia 1a chi chira protein va peptit. Bing
cach khong st dung nguyén lidu chira protein trong qué trinh didu ché dung
dich nu6c chira lactoferin, ham lwong protein 1an tap chét trong dung dich
nuée chira lactoferin c6 thé d& dang dwoc didu chinh. Hon nita, c6 thé ngin
viée tao thanh chét két tia trong budc tiét tring tot hon va hoat tinh cua
lactoferin c6 thé duoc duy tri va/hodc ting cudng hon.

Vi du vé thanh phan tuy ¥ khac ¢6 thé bao gdbm chét tao huong vi, chit
tao mau, chét tao ngot, chét tao vi chua, va nudc hoa qua. Béng cach didu ché
dung dich nuéc chua lactoferin chira thanh phén tiy ¥ khac trong budc didu
ché, dung dich nu6c chua lactoferin sau bude tiét trung c6 thé duoc str dung
nhu mét loai dd udng (vi du, dd udng nhe). Thanh phan tiy y khac tt hon 14
khong phai nguyén liéu protein.

Vi du vé chét tao huong vi c¢é thé 13 huong hoa qua (vi du, hwong vi
dau tay, huong vi chudi, hodc huong vi dao), huong vi ca phé, va huong vi tra.

Vi du vé chét tao mau c6 thé 1a chét tao mau tu nhién va chét tao mau
tdng hop.

Vi du vé chit tao ngot co thé 1a chét tao ngot tu nhién nhu glucoza,
fructoza hodc sucroza, va chét tao ngot cudng dd cao nhur aspartam, axesulfam
kali hoac sucraloza.

Vi du vé chét tao vi chua ¢6 thé 13 axit xitric, natri xitrat, axit malic, va
axit tartaric.

Vi du vé nuéc hoa qua cé thé 13 nuéc dau, nude chudi, va nude dao.

(3) Bué6c lam day
Phuong phap san xuit theo sang ché ¢6 thé bao gdm budc lam day

trude khi tiét trung bang cach d6 dung dich nudc chira lactoferin dugc dua vao
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budc tié€t trung vao binh chira, hoac budc lam déy sau khi tiét trung béng cach
d6 dung dich nudc chira lactoferin sau bugc tiét tring vao binh chtta. Phuwong
phap lam day dé st dung trong budc lam day nay c6 thé dugc lua chon mot
cach thich hop bdi ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vuc.

Vi du, trong budc lam day trude khi tiét tring, dung dich nuéc chira
lactoferin dugc dua vao bude tiét trung dugce dd vao tii chung cat, va qua trinh
tiét trung kiéu chung cit duoc thuc hién trong budc tiét tring. Theo cach nay,
¢6 thé san xudt dung dich nuéce lactoferin, duoc rét vao trong ti chung cét va
c6 kha nang bao quan trong thoi gian dai.

Mot cach thay thé, vi du, trong budc lam day sau khi tiét tring, dung
dich nudc chira lactoferin sau budc tiét trung cé thé duoc d6 mot cach vo trung
vao binh chtra. Theo cach nay, c6 thé san xuit dung dich nudc lactoferin, dugc
rét vao binh chira va c¢6 kha nang bao quan trong thoi gian dai.

Nhu duoc md ta & trén, phuong phép san xuat theo sang ché c6 thé tao
ra dung dich nudc chia lactoferin da dugc ti€t trung dugc dd vao binh chia.
Dung dich nuéc chira lactoferin duge san xuat theo cach d6 co thé dugc cung
cap dén khach hang hodc nha san xuat thuc pham/dd udng dudi dang d6 udng
hodc nguyén liéu cho thuc phém va do uéng trong d6 hoat tinh cua lactoferin
dugc duy tri va c6 ham lugng lactoferin gia tang.

Dung dich nudc chtra lactoferin duoc san xuit theo cach dé, ma da
duoc tiét trung béng nhiét, c6 kha nang bao quan trong thoi gian dai. Vi du,
san phim dung dich nudc chira lactoferin cé thé duoc bao quan, vi du trong 3
thang hodc lau hon, t5t hon 14 trong 4 thang hodc 1au hon, va t6t hon nita 1a
trong 5 thang hodc 1au hon. Gidi han trén cua giai doan bao quan co thé 13, vi
du, 24 théng hoac it hon, t5t hon 1a 12 thang hodc it hon, t6t hon nita 1a 10
thang hodc it hon, va tham chi tdt hon nra 12 9 thang hodc it hon.

2. Dung dich nudc chura lactoferin
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Sang ché ciing d& cép dén dung dich nudc chira lactoferin trong dé
tbng ham luong theo khéi lugng protein khong phéi lactoferin 1a 1/12 hodc
nhé hon ham lugng theo khoi lugng lactoferin, va dung dich nay khong chira
vi khuan séng. Dung dich nu6c chira lactoferin khéng chtra vi khuén séng c6
thé duoc phan phéi dudi dang dd udng hodc cé thé duoc st dung lam nguyén
liéu cho thue phidm va dd uéng ma khong yéu cau viée tiét tring bang nhiét.

Theo sang ché, su ¢6 mit hodc ving mit cua vi khuan séng trong dung
dich nuéc chua lactoferin ¢ thé duge xé4c dinh béng su ¢6 mat hodc Véng mat
cta Clostridium botulinum séng. Su c¢6 mit hodc vang mit ctia Clostridium
botulinum sdng c6 thé dugc xac dinh bang phuong phép theo quy trinh duoc
mo ta trong “Guidelines on food hygiene inspection of microorganisms”, 2004,
Japan Food Hygiene Association.

Tét hon 13, trong dung dich nuéc chira lactoferin theo sang ché, tong
ham lugng theo khdi lugng protein khong phai lactoferin 1a 1/12 hodc nho hon,
t6t hon 1a 1/14 hogc nhé hon, tt hon nita 1a 1/16 hodc nho hon, thdm chi tot
hon nira la 1/18 hoac nhoé hon, va dac biét tdt hon 13 1/20 hodc nhd hon ham
luong theo khdi lugng lactoferin. Piéu ndy lam gidm viéc tao thanh chét két
tua trong dung dich nudc.

Trong dung dich nudc chira lactoferin theo sang ché, gi6i han dudi caa
tdng ham luong theo khdi lugng protein khong phai lactoferin c6 thé 13, vi du,
0% khdi lugng hodc, xét vé hiéu qua san xuét, c¢é thé 16n hon 0% khéi luong.
Theo do, trong dung dich nudc chtra lactoferin theo sang ché, tong ham luong
theo khoi luong protein khong phai lactoferin co thé 13, vi du, 1/100000 hoic
cao hon, 1/10000 hodc cao hon, 1/5000 hodc cao hon, 1/1000 hodc cao hon,
hodc 1/100 hoac cao hon.

Ndng d6 mudi cta dung dich nuéc chira lactoferin theo séng ché tot

hon 14 5mM hoic nho hon, tét hon nita 1a 4mM hodc nhé hon, tham chi tét
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hon nita 1 3mM hogc nhod hon, va dic biét t6t hon 14 2mM hodc nhd hon.
Piéu nay lam giam viéc tao thanh chét két tia trong dung dich nuée.

Nong d6 mubi cua dung dich nuée chira lactoferin theo sang ché 6 thé
1a, vi dy, 16n hon OuM, 16n hon hodc béng 0,1uM hoéc 16n hon 0,1uM, 0,5uM
hodc 16n hon, 1uM hodc 16n hon, 1,5uM hodc 16n hon, hodc 10uM hodc 16n
hon xét tir quan diém vé hiéu qua san xuét cta dung dich nudc.

Nong d6 lactoferin ctia dung dich nudc chira lactoferin theo sang ché
c6 thé t6t hon 1a 400mg/ml hodc nhd hon, t6t hon nita 13 200mg/ml hozc nho
hon hodc 100mg/ml hoac nhé hon, thdm chi t5t hon nita 1a 30mg/ml hoac nhé
hon, con tét hon nira 1a 10mg/ml hodc nhé hon, va dac biét tot hon 1a 1mg/ml
hodc nho hon.

Nong d6 lactoferin ctia dung dich nudc chira lactoferin theo sang ché
c¢6 thé & murc thap bat ky mién 14 né 16n hon Omg/ml. Nong do lactoferin clia
dung dich nuéc chtra lactoferin dugc dua vao budc tiét trung co thé 1a, vi du,
0,00001mg/ml hodc 16n hon, 0,0001mg/ml hoac 16n hon, 0,001mg/ml hoac
16n hon, hoac 0,01mg/ml hoac 16n hon.

Dung dich nudc chua lactoferin theo sang ché tét hon 1a khong chira
chét 6n dinh. Dung dich nudc chita lactoferin theo sang ché khéng chira mot
hodc nhidu chét én dinh dugce chon tir nhém bao gdm este clia glyxerin va axit
béo, natri casein, lexithin, polysacarit ddu nanh, gdbm xanthan, pectin, gom
arabic, gom ghatti gum, caragenan, gom bd mé hitu co, va carboxymetyl
xenluloza. Pic biét 1a, dung dich nudc chira lactoferin khong chura bat ky
trong sb este cua glyxerin va axit béo, natri casein, lexithin, polysacarit dau
nanh, gdm xanthan, pectin, gdm arabic, gébm ghatti, caragenan, gom bd mé hitu
co, va carboxymetyl xenluloza lam chét 6n dinh.

Dung dich nudc chua lactoferin theo sang ché t6t hon la chia

lactoferin hoat tinh. Lactoferin hoat tinh c6 thé 12 lactoferin, vi du, c6 hoat tinh
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trc ché COMT va/hoic hoat tinh khang khuan. Dung dich nuéc chira lactoferin
chira lactoferin hoat tinh nay c6 thé t6t hon 1a thu dugc theo phuong phap
‘dugc mo ta ¢ trén trong dé muc “1. Phuong phép san xuét dung dich nuéc
chura lactoferin”. |

Dung dich nuéc chura lactoferin theo sang ché c6 thé chia (cac) thanh
phﬁn tuy y khac nhu chét tao huong vi, chét tao mau, chét tao ngot, chét tao vi
chua, va nuéc hoa qua. Thanh phan khéc tiy y 1a nhu dugc giai thich trong “1.
Phuong phap san xuét dung dich nuéc chira lactoferin”.

Téng ham luong protein trong dung dich nuéc chira lactoferin theo
sang ché c6 thé ot hon 1a 420mg/ml hozc nho hon, t6t hon nita 13 210mg/ml
hodc nhd hon hoac 105mg/ml hodc nhé hon, thdm chi t6t hon nita la
31,5mg/ml hodc nho hon, con tot hon nita 1a 10,5mg/ml hoac nhoé hon, va dac
biét tt hon 1a 1,05mg/ml hoac nho hon so véi khdi lugng dung dich nudc. Do
didu ndy, ma viéc tao thanh chét két tua it c6 kha niang xay ra.

Ham lugng nudc trong dung dich nudc chira lactoferin theo sang ché
c6 thé 13, vi du, 95% khéi luong hodc cao hon, tét hon 1a 96% khéi lugng hodc
cao hon, va tdt hon nita 12 97% khdi lugng hodc cao hon so véi khoi luong cia
dung dich nudc. Do d6, trong dung dich nudc chura lactoferin theo sang ché,
ham luong céc thanh phan khéng phai 1a nude c6 thé 13, vi du, 5% khéi lugng
hodic nhd hon, t6t hon 1a 4% khéi lugng hodc nho hon, va tét hon nita 1a 3%
khdi lugng hodc nhd hon so véi khdi lugng cua dung dich nudce.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién theo sang ché, trong dung dich nuéc
chtra lactoferin duoc dua vao budc tiét trung, né)ng dd ham lugng chét rén c6
thé 1a, vi du, 45% trong luqng/thé tich hodc nhé hon, dac biét 1a 3% trong
lugng/thé tich hodc nhé hon, va ddc biét hon 13 0,1% trong lugng/thé tich hodc
nhé hon.

Theo mot phuong an dugc uu tién theo sang ché, d6 nhét cia dung
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dich nudc chura lactoferin dugc dua vao budc tiét trung co thé 13, vi du,
800mPa-s hodc nhé hon, dac biét 1a 300mPa-s hoac nho hon, va dac biét hon
la 7mPa's hoac nho hon ¢ 25°C.

Dung dich nuéc chia lactoferin theo sang ché c¢6 thé duoc san xuét
theo phuong phap san xuat duoc mé ta & trén trong dé muc “1. Phuong phap
san xuat dung dich nudc chira lactoferin”. Phuong phép san xuét nay c6 thé
duy tri hoat tinh cta lactoferin. Do do, sang ché ¢6 thé tao ra dung dich nudc
chtra lactoferin trong dé hoat tinh cua lactoferin dugc duy tri \}é khéng chira vi
khuén séng.

Vi du thwe hién siang ché

Sang ché s& dugc mo ta mot cach chi tiét véi viée vién dan tdi cac vi

du sau, nhung sang ché khong bi gidi han béi cac vi du nay.
[Vidu tht nghiém 1]

Lactoferin (dugc san xuat bdi Morinaga Milk Industry Co., Ltd., d6
tinh khiét cta lactoferin 96% khdi luong hodc cao hon) duoc bd sung vao
nuéce di duoc khir ion sao cho ndng dd cudi cing 14 30mg/ml, nho d6 diéu ché
dugc dung dich nudc chira lactoferin. Lactoferin 1a nguyén liéu lactoferin dugc
san xuat theo quy trinh dugc mo ta trong vi du 3 dudi diy. Alpha-casein,
anbumin huyét thanh bo (BSA), alpha-lactalbumin (aLA) va natri casein
(casein Na) dugc tao ra lam protein bb sung dé thém vao dung dich nuéc chia
lactoferin. Mot trong s céc protein bd sung dugc tron vao dung dich nuéce
chira lactoferin sao cho nong do cudi cing cta protein bd sung 13 0,3mg/ml,
0,6mg/ml, 1,2mg/ml, hodc 2,4mg/ml. Theo cach do, thu duogc bdn mau cho
mdi protein b6 sung. Tir d6 tinh khiét cta lactoferin va ndng d6 protein bd
sung, ti 1é tong ham lugng theo khéi luong protein khong phai lactoferin so véi
ham luong theo khéi lwong lactoferin (tong ham luong theo khéi lugng protein

khong phai la lactoferin/ham lugng theo khéi luong lactoferin) trong cac miu
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nay c6 thé duoc tinh 13 1/19 hodc nhé hon, 1/16 hodc nhé hon, 1/12 hodc nhé
hon, va 1/8 hoac nhé hon cho néng do cua tung protein bd sung. Dung dich
nude chua lactoferin, ma khong dugc thém protein bd sung, cling dugc tao ra
]Jam mAu. Trong dung dich nudc chira lactoferin khong chira protein bd sung, ti
1& tong ham lwong theo khéi luong protein khong phai lactoferin v6i ham
luong theo khdi lwgng lactoferin 1a 1/24 hoidc nho hon.

17 méu thu duoce tir d6 (bdn miu c6 nong dd protein bd sung khac nhau
cho mdi trong sb bén protein bd sung va mdt mau khong chira protein bd sung)
duogc dua vao hép tiét trung & 121°C trong 10 phtt. B9 duc cua mdi mau sau
khi hép tiét tring duoc do bang may do quang phd Hitachi U-3900 (dugc san
xut boi Hitachi, Ltd.). Chiéu dai budce séng do duge 1a 660 nm. Két qua do do
duc duoc thé hién trong bang 1 dudi day va trong Fig.1.

Bang 1: Két qua do d6 hap thu

Nong do
protein bo Alpha- BSA alLA Casein Na
casein
sung (mg/ml)
0 0,032 0,032 0,032 0,032
0,3 0,049 0,044 0,045 0,057
0,6 0,067 0,056 0,046 0,07
1,2 0,099 0,094 0,054 0,11
2,4 0,169 0,175 0,103 0,183

Nhu duge thé hién trong bang 1 va Fig.1, viéc thém bét ky protein bd
sung nao vao dung dich nudc chira lactoferin lam tang d¢ duc cta dung dich
nude khi xt 1y bing nhiét. Nong do protein bd sung cang cao, thi d6 duc ting
cang nhidu. Do d6, ham luong theo khéi luong protein khong phai protein
lactoferin cang thép, thi viéc ting d6 duc khi dung dich nuéc chira lactoferin
dugc xit ly bing nhiét cang it. Do d6, ¢ thé hiéu 1a ham lugng theo khéi
lugng protein khong phai protein lactoferin cang thap, thi viéc tao thanh két

tiia protein cang khé xay ra khi gia nhiét ¢ 120°C. Ciing c6 thé hiéu rang viéc
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tao thanh chét két tia protein cang it, thi hoat tinh cua lactoferin dugc duy tri
cang tbt.

Nhu duoc thé hién trong bang 1 va Fig.1, d6 duc sau khi xr ly bang
nhiét 14 khoang 0,1 hozc nhé hon hoic bang 0,1 khi nng dé protein bd sung 1a
1,2mg/ml hozc nhd hon, tic 1a khi ti 16 tong ham luong theo khéi luong
protein khong phai lactoferin véi ham lugng theo khéi luong lactoferin 1a 1/12
hozc nhé hon. Sy thay dbi vé chét lugng cua dung dich nuée chira lactoferin
trudc va sau khi xu ly bé’mg nhiét t&t hon 12 nhoé nhét c6 thé; cu thé 13, duoc vu
tién 14 d6 duc cta dung dich nudce chira lactoferin sau khi xtr 1y bang nhiét la
khoang 0,1 hodc nho hon. Vi dy, khi d0 duc cua dung dich nudc chira
lactoferin thap ngay ca sau khi xir ly bang nhiét, viéc tron vi sinh vat vao san
phdm dung dich nuéc hodc su thay ddi trong san pham nay (viéc tao thanh
chit két tia hodc ting do duc) c6 thé d& dang dugc kiém tra mot cach rd rang
trong kiém soat chit lugng san pham. Khi ti 1¢ tbng ham luong theo khéi
luong protein khong phai lactoferin voi ham luong theo khéi luong lactoferin
la 1/12 hoac nhé hon, dung dich nudce chia lactoferin nay duoc duy tri ¢ trang
thai mong mudn, dic biét 13, viéc tao thanh chét két tua khong dién ra, ngay ca
khi dung dich nay duoc tiét tring bang nhiét & 120°C. Hon nita, c6 thé nhan
thdy ring hoat tinh cta lactoferin dwoc duy tri tot khi ti 18 tong ham luong theo
khéi lugng protein khong phai lactoferin so v6i ham luong theo khéi luong
lactoferin 1a 1/12 hodc nho hon.

Do duc cta dung dich nudc chira lactoferin sau khi duge xu ly béng
nhiét 1a 0,032 khi dung dich nay khong chia nguyén liéu protein bd sung
khong phai 1a nguyén liéu lactoferin, tac 1a, khi ti 1€ tdng ham luong theo khéi
luong protein khong phai lactoferin so véi ham luong theo khéi luong
Jactoferin 13 1/24 ho#ic nhé hon. Diéu nay chi ra ring c thé thu duoc dung

dich nuéc chira lactoferin dugc uu tién dac biét trong truong hop nay.
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[Vi du tht nghiém 2]

Lactoferin (dwoc san xuit bai Morinaga Milk Industry Co., Ltd., do
tinh khiét cta lactoferin 96% khéi lwong hodc cao hon) duoc bd sung vao
nuée da dugc khir ion sao cho néng d6 cubi cing 13 30mg/ml, nhd d6 didu ché
dugc dung dich nude chira lactoferin. NaCl, CaCl, hoac MgCl, dugc tron vao
dung dich nuéc chtra lactoferin. Trong sb cac mudi nay, mdi NaCl va CaCl,
dugc thém vao sao cho néng dd cubi cung cua no la 1,25mM, 2,5mM, S5mM,
10mM, 15,6mM, hodc 20 mM. Theo dd, thu duogc sdu mau co néng d6 mudi
khéc nhau cho mdi mudi. Mit khéac, MgCl, duoc thém vao sao cho nf”)ng do
cudi cung cda no la 1,25mM, 2,5mM, SmM, 7,6mM, 10mM, hoac 20 mM.
Theo d6, thu dugc sau mau co né)ng d6 mudi khac nhau.

Téng 18 méu thu duge tir d6 (sdu mau cé ndng d6 mudi khac nhau cho
mdi trong sb ba mudi) duoc dua vao hép tiét tring & 121°C trong 10 phut. Po
d6 duc ciia m&i mau sau khi hip tiét trung. Chiu dai budc séng do duoc 1a
660 nm. Két quéa do d6 duc dugc thé hién trong bang 2 dudi day va trong
Fig.2.

Bang 2: Két qua do d6 hip thu

Non(gni%num NaCl CaCl, MeCl,
20 0,823 3,2 3,32
15,6 0,322 2,06
10 0,095 0,263 0,357
7,6 — 0,162
5 0,05 0,073 0,073
2,5 0,041 0,048 0,047
1,25 0,037 0,045 0,04

Nhu duoc thé hién trong bang 2 va Fig.2, viéc thém bét ky mubi nao
vao dung dich nuéc chira lactoferin lam tang d¢ duc cta dung dich nude khi
xtr 1y bing nhiét. Nong d6 mubi bd sung cang cao, thi do duc ting cang nhiéu.

Theo do, néng d6 mudi cang thép, thi viéc tang do duc khi dung dich nudc
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chira lactoferin duoc xir 1y bang nhiét cang it. Do d6, c6 thé nhan thay 1a ndng
d6 mudi cang thip, thi viéc tao thanh chit két tua protein cang it c¢6 kha ning
Xay ra.

Mong mudn thu duoc dung dich nudc chira lactoferin néu d6 duc sau
khi duge xir Iy bang nhiét 13 khoang 0,1 hodc nhd hon. Nhu ¢6 thé thiy trong
bang 2 va Fig.2, @6 duc sau khi dugc xur ly béng nhiét nho hon 0,1 khi né)ng do
mudi 12 5mM hodc nhé hon. Theo dé, khi néng d6 mudi cua dung dich nudc
chtra lactoferin 1a SmM hodc nhé hon, thi dung dich nuéc dugce duy tri ¢ trang
thai mong mubn, dic biét 1a, khong dién ra viéc tao thanh chét két tha, ngay ca
khi dung dich nuéc duge tiét tring bang nhiét & 120°C.

Dit liéu trong bang 2 va Fig.2 thé hién ring d6 duc giam cung véi su
giam ndng d6 mudi. Do dé, c6 thé nhan thiy rang néu thir nghiém twong tu
duoc tién hanh trén mau ma khong dugc thém mudi, thi sau d6 d6 duc s& thép
hon do duc trén mau cé néng d6 mudi 1a 1,25mM.

[Vi du thtr nghiém 3]

Thtr nghiém dudi day duoc thuc hién dé ching minh rang viéc st dung
cac nguyén liéu lactoferin khac nhau tao ra sy khic nhau vé do duc gitra cac
dung dich nude chira lactoferin tao thanh. Hai loai nguyén liéu lactoferin duoc
cung cip (nguyén liéu 1 duoc san xuét boi Tatua, nguyén liéu 2 duoc san Xuét
bsi Fonterra). Mbdi trong cdc nguyén liéu lactoferin dugc thém vao nuée
Milli-Q sao cho ndng do cubi cing 1a 30mg/ml, nhd d6 diéu ché dugc dung
dich nudc chtra lactoferin. Theo cach nay, hai loai dung dich nudc chia
lactoferin duoc diéu ché (dung dich chira nguyén lidu 1 s& duge goi 12 mau 1,
va dung dich chira nguyén liéu 2 s& dugc goi 1a mau 2). MSi trong s6 mau 1 va
mau 2 duogc dua vao hip tiét trung & 121°C trong 10 phit. Do d duc cta mdi
mau sau khi hép tiét trung. Chiéu dai budc séng do duge 13 660nm. Két qua do

d6 duc duge thé hién trong bang 3 duéi day va trong Fig.3.
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Béang 3: Két qua do d6 hip thu

Maul Mau 2
Pugc xtr ly bang
ohien 0,119 0,038
Khong duge xir Iy 0,037 0,031
bang nhiét

Péanh gid dugc tir dir liéu trong bang 3 va Fig.3 ring mot sd loai
nguyén liéu lactoferin ting d6 duc khi duoc xir Iy bing nhiét.
[Vi du thr nghiém 4]

Thr nghiém sau day duogc thuc hién dé xac dinh tuong quan gilta viéc
ting d6 duc cua dung dich nudc lactoferin bang cach xt Iy bang nhiét va hoat
tinh trc ché COMT.

Lactoferin (dugc san xuit boi Morinaga Milk Industry Co., Ltd., do
tinh khiét cta lactoferin 96% khdi luong hodc cao hon) duoc bd sung vao
nude da duge khir ion sao cho ndng d6 cudi cing 1a 30mg/ml, nho d6 didu ché
dugc dung dich nudc chtra lactoferin. NaCl, anbumin (BSA) hodc natri casein
dugc tron vao dung dich nude chira lactoferin. NaCl duge thém vao sao cho
néng d6 cua nod 1a 0OmM, 10mM, 15mM, hodc 20mM. BSA hodc natri casein
duoc thém vao sao cho néng dd cta no la Omg/ml, 0,6mg/ml, 2,4mg/ml, hoac
4,8mg/ml.

Theo dé, tong 12 dung dich dugc diéu ché duoc dua vao hép tiét tring
& 121°C trong 10 phit. Po d duc cia mdi mau sau khi hép tiét trung. Chiéu
dai budc song do duogc 1a 660nm.

Hon nita, mdi dung dich sau khi hép tiét tring dugc ly tam & 150000 x
g trong 20 phut, va do hoat tinh Urc ché COMT cua chét ndi trén bé mat. Tién
hanh do hoat tinh tc ché COMT theo cach thirc sau day: 22,5uL cac chét long
phan Gmg, moi chét 16ng chira phan Gmg chira S0mM axit phosphoric (pH 7,8),
2mM MgCly, 11,2uM SAM (S-adenosyl-L-methionin) duoc ddn nhan bang
ddng vi phong xa '“C, ImM DTT (dithiothreitol), 4 pg/mL enzym COMT va
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timg dung dich trén, duoc diéu ché. Mbi trong cac dung dich dugc pha lodng
v6i ndng d6 14 0,1mg/ml, va duoc xt Iy bang nhiét & 100°C trong 10 phut
truge khi phan tng. Phan tmg enzym dugc thuc hién bang cach cho mdi chat
long phan ung phan Uung & 37°C trong 10 phut, sau dé thém 2,5uL. DBA
(dihydroxy benzoic axit) lam chat nén cho chét 1ong phan tng, va sau d6 cho
chét 1éng phan Gng phan tmg ¢ 37°C trong 10 phit. Phan tng dugc lam ding
bang cach thém 12,5uL HCI 1M vao chat 1ong phan tmg. Sau khi dimg phan
tmg, 300puL dung dich ruou isoamyl/toluen (3:7) dugc thém vao chét long
phan tng dé tién hanh chiét, va luong bic xa dugc tinh bang may dém nhép
nhay long.

Tiép theo, d6i v6i mdi trong sd 12 dung dich, luong dung dich can thiét
dé tc ché 50% hoat tinh COMT dugc tinh toan. Khi lugng dung dich chi chira
lactoferin, can thiét dé e ché 50% hoat tinh COMT, dugc gia dinh 1a 1, thi
luong dung dich nudc chira lactoferin cling chira mudi hodc protein, can thiét
dé trc ché 50% hoat tinh COMT, nén cao hon 1 vi hoat tinh tc ché COMT cua
dung dich nay thap hon. Hoat tinh tc ché COMT (d6 chuan twong d6i) cia
chét ndi trén bé mat ctia mdi dung dich dugc tinh toan theo cong thirc tinh toan
sau: “Po chuan tuong déi” = “lugng dung dich duogc hép tiét trung chi chira
lactoferin, cin thiét dé e ché 50% hoat tinh COMT” / “lugng dung dich dugc
hép tiét trung cling chua mudi hodc protein, can thiét dé vc ché 50% hoat tinh
COMT”. Bang 4 va Fig.4 thé hién mdi tuong quan gitta do chuan tuong déi

duogc tinh va do duc sau khi hap tiét trung doi véi moi mau.
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NaCl
Néng do A Hoat tinh trc ché
i Do duc COMT
(mm)
0 0,04 1,000
10 0,14 0,683
15 0,407 0,037
20 1,574 0,012
BSA
Nb ng do A Hoat tinh Gc ché
: Do duc COMT
(mg/ml)
0 0,04 1,000
0,6 0,079 0,898
2,4 0,211 0,802
4,8 0,441 0,640
Casein Na
Néng db ) Hoat tinh {rc ché
X b6 duc COMT
(mg/ml)
0 0,032 1,000
0,6 0,097 0,797
2,4 0,16 0,583
4,8 0,47 0,079

Nhu thé hién trong bang 4 va Fig.4, hoat tinh &c ché COMT cta chét
ndi trén bé mat cia mdi dung dich sau khi ly tdim giam cung vdi su ting cta do
duc. Theo d6, ¢c6 mdi lién hé gilta @6 duc va hoat tinh uc ché COMT. Do dé, ¢6
thé nhén thdy ring hoat tinh cta lactoferin duoc duy tri khi su tao thanh chét
két tia bi ngan chin nhu quan sat thiy trong vi du thir nghiém 1 va 2.

Nhu c6 thé thy tir két qua cia vi du thir nghiém 1 va 2 cling nhu két
quéa ctia vi du thir nghiém 4, dé duy tri hoat tinh Gc ché COMT cua lactoferin

trong dung dich nudce chira lactoferin & mirc khoang 80% hoat tinh e ché
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COMT trude khi ti€t trung béng nhiét (tac 1a, ¢ ti 1€ cua hoat tinh tc ché
COMT Ia khoang 0.,8), thi dac biét uvu tién la tao ra té)ng ham luong theo khdi
luong protein khong phai lactoferin 1 1/20 hodc nhé hon ham lwong theo khéi
lugng lactoferin, va tao ra néng d6 mudi 1a 5mM hodc nhé hon.

[Vi du thr nghiém 5]

Lactoferin (dwoc san xuit bdi Morinaga Milk Industry Co., Ltd., do
tinh khiét cta lactoferin 1a 96% khéi lugng hodc cao hon) duoc hoa tan trong
nuée trao doi ion dé thu dugc dung dich nude chira lactoferin c6 ndng do 1a
Img/ml, 10mg/ml hoic 30mg/ml. Mbi trong sé cac dung dich nuéc chira
lactoferin dugc tao thanh dugc dua vao xur ly nhiét béng cach chung cat
(121°C, 7 phut), va bdo quan & nhiét do 5°C, 25°C hodc 37°C trong 44 ngay
hodc 98 ngay. Sau do, moi dung dich nudc chtra lactoferin dugc thém vao
dung dich TFA (axit triflooaxetic) 0,08% thé tich sao cho ndng dd lactoferin 14
0,1mg/ml, nhd dé thu dugc miu dé phéan tich HPLC. Viéc phan tich HPLC
duoc thuc hién bﬁng cach st dung mdi trong s6 cac mau thu duoc tir d6 voi
luong 40uL. Trong viéc phan tich HPLC, st dung cdt Cosmosil 5C4-MS
(4,6mM x 250mm), tién hanh rira giai bing thang d6 nong d6 chira axetonitril
chtra TFA 0,1% thé tich, va phat hién ra lactoferin & 280nm. Ti 1€ phat hién
lactoferin (ti 16 phan tram hip thu mAu sau khi x@r Iy nhiét bing cach chung cit
turong Gng véi sw hip thu mau trude khi xtr Iy nhiét bang cach chung cat 1a
100%) dugc tinh cho mdi mau. Ti 18 phat hién thu duoc tr d6 duoc thé hién
trong bang 5 va Fig,.5.

Bang 5: Ti 1€ phat hién lactoferin (%)

Nbno d3 kT;.‘I".C soc | 25°C | 37°C | 5°C | 25°C | 37°C
ong deo n}lnaa D44 | D44 | D44 | D98 | D98 | D98

Img/ml 100,0 97,5| 107,4| 104,5| 1104| 107,9| 103,6

10mg/ml | 100,0| 100,6 | 103,6 95,7 95,9 96,8 93,8

30mg/ml | 100,0 97,5 1034 95,41 102,2| 101,2 99,5
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C6 thé duoc thiy tir bang 5 va Fig,5, luong lactoferin, dugc phat hién
béi viée phan tich HPLC, trong cic mau ma di dugc bao quan trong thoi gian
dai sau khi xir ly nhiét bang cach chung cit gdn nhu biang véi luong lactoferin
trong cac mau trude khi xir Iy nhiét bing cach chung cit. Theo d6, dit lidu
chimg minh ring dung dich nudc chira lactoferin ma di duogc tiét trung theo
sang ché co rét it sy thay doi vé chét luong ngdy ca khi né dugc bao quéan
trong thoi gian dai. |
[Vi du thr nghiém 6]

Lactoferin (duoc san xuét boi Morinaga Milk Industry Co., Ltd., db
tinh khiét cua lactoferin 96% khéi luong hoic cao hon) duoc hoa tan trong
nuédc dia duoc khir ion sao cho néng do la 10mg/ml, nho do diéu ché duoc
dung dich nudc chira lactoferin. Dung dich nuéc duge dua vao xir Iy chung cat
& 121°C trong 7 phut. Sau khi xtt Iy chung cit, dung dich nudc nay dugc bao

quan & 5°C, 25°C hodc 37°C trong 98 ngay. Sau khi bao quén, do hoat tinh trc

ché COMT cua dung dich nudc ma d& dugc bao quan & cac nhiét dd khac nhau.

Gia tri s6 1an dém ddi véi chét phong xa dugc st dung lam chi s6 ctia hoat tinh
tic ché COMT.

Ciing tién hanh do hoat tinh &c ché COMT ctia dung dich nuéc chia
lactoferin ma khong xir Iy chung cét, va mau do ma khéng dugc bd sung
lactoferin.

Két qua duoc thé hién trong bang 6 va Fig.6.

Bang 6: Két qua do hoat tinh trc ché COMT

Mau Hoat tinh COMT

10mg/ml 5°C 551

10mg/ml 25°C 547,5

10mg/ml 37°C 644
Lactoferin khong dugc chung cat 576
Lactoferin khong dugc bd sung 1085,5

Nhu c6 thé duge thiy tir so sanh trong bang 6 va Fig.6 gilta dit liéu veé

dung dich nude chira lactoferin ma khong dugce xir Iy chung cat va dir liéu dbi
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v6i mau do khong chira lactoferin, thi lactoferin e ché COMT. Hon nita, nhu
c¢6 thé thiy tir so sanh gifta dit liéu vé dung dich nuéc ch&é lactoferin ma
khéong duge xtr Iy chung cat va dit liéu vé ba dung dich nuéc chira lactoferin
ma duge xir 1y chung ct, thi dung dich bat ky trong sb ba dung dich nudc
chira lactoferin sau khi xir 1y chung cét c¢6 hoat tinh trc ché COMT tuong
duong véi dung dich nuée chia lactoferin ma khong dugc xtr 1y chung cat.
Diéu nay ching minh ring dung dich nudc chira lactoferin, duoc san xuat theo
sang ché, duy tri hoat tinh c ché COMT ctia né mic du da trai qua bude tiét
trung.

[Vi du tht nghiém 7]

Lactoferin (dwoc san xuét boi Morinaga Milk Industry Co., Ltd., do
tinh khiét cua lactoferin 96% khéi lugng hoic cao hon) dugc hoa tan trong
nudc da duoc khir ion sao cho néng do6 1a 30mg/ml, nho d6 thu dugce dung dich
nudc chira lactoferin. Dung dich nudc chira lactoferin duge dua vao xu ly
chung hip ¢ 121°C trong 10 phut, va hoat tinh khéng khuan cta dung dich
duoc kiém tra nhu sau. Escherichia coli dugc 0 trong 5-mL nudéce ludc thit M9,
va céc té bao vi khudn duge thu hdi bing cach ly tim. Té bao vi khuan dugc
thu hdi dugc tao huyén phu trong PBS (nudc mudi dém phosphat, pH 7,4), va
hai huyén phtt 100pL ¢6 OD 14 0,2 (630nm) dugc diéu ché. Mit khac, PBS
duoc bd sung vao dung dich nudc chira lactoferin néu trén sao cho néng do
lactoferin 1a 2mg/ml, nho d6 thu dugce dung dich nudce chira lactoferin da duoc
pha lodng. Dung dich nudc chira lactoferin da duoc pha lodng dugc thém vao
mdi trong sb hai huyén phu 100pL véi lugng tuong duong (100pL), nhd d6
didu ché dugc hai chat long chua lactoferin véi ndng d6 cudi cung 1a 1mg/ml
va té bao vi khuan.

Dung dich nudc chta lactoferin, ma khong duge xur ly chung hép,

duoc thém vao hai dung dich huyén phu 100uL dugc diéu ché theo cach mo ta

33

33/42



45353

bén trén, nho d6 didu ché dugc hai chit 1ong chira lactoferin véi ndng d6 cudi
cung 12 Img/ml va céc té bao vi khuan.

Hai huyén phu 100pL, ma khéng duoc bd sung dung dich nuée chira
lactoferin, cling dugc tao ra.

MBOi trong sb sdu méu bén trén duoc 1 & 37°C trong 1 gio, va sau d6
cac mau ndy duoc cho ly tdm. Chét két tia, thu dugce nhd viée ly tam, duogc tao
huyén phu trong PBS, va chét lo lting duoc cho vao dia M9. Pia nay duoc u
qua dém & 37°C dé tao cum khuén, va tién hanh do sb luong cum khuén. Gia
tri trung binh cia sé lwong cum khuén do duge duge thé hién trong bang 7 va
Fig.7.

Bang 7: Két qua do hoat tinh khang khuan

Gia tri trung binh SD
Lactoferin khong dugc xtr ly 298,5 19,5
Lactoferin du’gAc xu ly bang 144 13
nhiét
Khong lactoferin 364 11

C6 thé thay tir so sénh trong bang 7 va Fig.7 gitta dit liéu véi cac mau
khéng chtra lactoferin va dir liéu véi cac miu chira dung dich nuéc chira
lactoferin ma khong trai qua qué trinh xi 1y chung hép, dung dich nuéc chira
lactoferin ¢4 hoat tinh khang khudn. Hon nita, nhu c¢6 thé thay tir so sénh giita
dir lidu v6i mau chia dung dich nudc chia lactoferin ma khong trai qua qua
trinh xt 1y chung hdp va dir liéu v6i cac mau chira dung dich nuéc chua
lactoferin ma trai qua qua trinh xu ly chung hép, hoat tinh khang khuén dugc
ting cudng bang cach xir 1y chung hap. Diéu nay chimg minh ring dung dich
nudce chira lactoferin, duge san xuét theo sang ché, c6 hoat tinh khang khuan
ma duoc tang cuong badi budce tiét trung.

[Vidu 1]
Lactoferin (dugc san xuit béi Morinaga Milk Industry Co., Ltd., d§

tinh khiét ctia lactoferin 1a 96% khdi luong hodc cao hon) dugc hoa tan trong
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nude duge khir ion sao cho nong do 1a 10mg/ml, va 0,1% (trong luong/thé
tich) hwong vi déu tay (T. Hasegawa Co., Ltd.) va 0,02% (trong luong/thé tich)
chét tao mau (T. Hasegawa Co., Ltd.) duoc bd sung vao dung dich nay, nho d6
thu dugc dung dich nudc chura lactoferin. Dung dich nuéc chia lactoferin tao
thanh duoc tiét tring bang cach gia nhiét & 131°C trong 30 gidy bing céch sir
dung thiét bj tiét tring dang tAm (dugc san xuat boi Morinaga Engineering Co.,
Ltd.). Sau khi lam mat dung dich dugc tiét trung, db vao binh chira mét cach
v6 tring, nhd d6 thu duoc db ubng chira lactoferin ¢ kha ning bao quan trong
thoi gian dai.

[Vidu 2]

Lactoferin (duoc san xuét boi Morinaga Milk Industry Co., Ltd., d6
tinh khiét ctia lactoferin 12 96% khdi luong hodc cao hon) va NaCl dugc hoa
tan trong nuédc duge khir ion sao cho ndng d6 lactoferin 1a 30mg/ml va nong
do NaCl la 2mM, nho @6 thu dugc 10L dung dich nudc chira lactoferin. Dung
dich nuéc chira lactoferin tao thanh dwoc phan phdi vao tai chung cit. Sau khi
phan phéi, tai chung cat chita dung dich nude dugc tiét tring & 120°C trong 7
phat trong may tiét tring kiéu chung cat, nho d6 thu duoc dung dich nudc
chira lactoferin c6 kha nang bdo quén trong thoi gian dai.

[Vidu 3]

Thu dugc nguyén li€u lactoferin c¢6 d tinh khiét lactoferin cao va ham
lwong mubi thap theo cach thirc sau day.

Pau tién, 1L chét trao d6i ion (CM-Sepharose FF (GE Healthcare
Japan Corporation) dugc nén vao cft, va 2L axit clohydric 0,1N duoc cho di
qua cot, sau d6 lam sach bing nude dé lam can bang chét trao ddi ion. Tiép
theo, chét trao ddi ion dugc léy ra khoi cdt, va dua vao 100L sita bo tach béo &
do pH 1a 6,7 ma da dugc lam lanh ¢ 4°C, va hon hop nay duoc khuéy 0 4°C

trong 6 gio. Sira tach béo dugc loai bo bang cach loc dé thu gom chét trao doi
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ion, va chét trao ddi ion nay duogc nén vao cot. Lam sach cot béng nudc khur
ion dé loai bo stra tach béo con lai. Sau d6, 5L nudc mubi 10% khéi luong
duogc cho di qua cot dé tach thanh phﬁn ma da duoc hép thu vao chét trao d6i
ion, nh& d6 thu duge 5L chét 1ong duge thu hdi. Chét 1ong duge thu hdi nay
duoc dua vao qua trinh siéu loc vdi tée d6 dong chay 8 L/phtt va ap suat trung
binh 14 30 kg/cm? bing cach st dung mang siéu loc GR 61PP (san xuat béi
Alfa Laval) c6 trong luong phan ti cat 20000. Viéc khir mudi duoc thuc hién
thém bé“mg cach bd sung nudc khir ion va thuce hién 1dp lai qua trinh siéu loc.
Dung dich tao thanh dugc lam kho lanh dé thu dugc 3,5 g lactoferin dang bot.
Theo céach nay, thu dugc nguyén liéu lactoferin c6 dd tinh khiét 96% khdi

luvong hodc cao hon va ham luong mubi natri 1a 70mg mbi 100g.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phap san xuit dung dich nuéc chira lactoferin, bao gébm budc tiét
trung dung dich nudc chira lactoferin b?mg nhiét & nhiét d6 100°C hoac cao
hon, trong d6 dung dich nay cé téng lwong protein khong phai lactoferin 13
nho hon hoac bé‘mg 1/12 luong lactoferin theo khdi luong,

trong d6 dung dich nudc chitra lactoferrin chira

a) ndng d6 mubi la SmM hodc nhé hon, va

b) cudong do ion (“I”’) khong théa man:

log I<-3;

trong d6 mudi 1a mudi natri, mudi canxi, hoic mudi magie.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 dung dich ndy c6 ndng d6 lactoferin 1a
400mg/ml hodc nhé hon.
3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét d6 trong budc tiét tring bang nhiét
14 120°C hoac cao hon.
4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét d6 trong budc tiét tring bang nhiét
la 120°C hoac cao hon trong 4 phtt hoac 1au hon.
5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dung dich nay khéng chira chét 6n dinh.
6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 dung dich nay cé hoat tinh trc ché
catechol-O-metyltransferaza (“COMT”) cua lactoferin dugc duy tri & muc
80% hodac cao hon sau budc tiét trung béng nhiét.
7. Phuong phap san xuit dung dich nudc chira lactoferin, trong d6 phuong
phap nay bao gdm buéc tiét tring dung dich nuéc chira lactoferin bang nhiét &
nhiét d6 100°C hoac cao hon,

trong d6 céc protein khong phai lactoferin c6 mat trong dung dich nudce
la nho hon hoéc béng 1/12 so véi lactoferrin theo khoi luong,

trong d6 dung dich nudc chia lactoferrin c6 néng do lactoferin 1a
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30mg/ml hodc nho hon;

trong d6 dung dich nuéc chta lactoferrin chira nong dé mudi 1a SmM
hodc nho hon,

trong do mudi 1a mudi natri, mudi canxi, hodc mudi magie.
8. Phuwong phap san xudt dung dich nudc chira lactoferin, trong d6 phuong
phap nay bao gdbm budc tiét tring dung dich nuéc chira lactoferin bang nhiét &
nhiét d6 100°C hodc cao hon,

trong dé cac protein khong phai lactoferin ¢6 mat trong dung dich nude
1a nhé hon hodc bang 1/20 so véi lactoferrin theo khdi lugng,

trong d6 dung dich nudc chira lactoferrin chira néng d6 mubi 1a 5mM
hoac nho hon,

trong d6 mudi la muoi natri, muoi canxi, hodc mudi magie.
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