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Linh vuc ky thuit dwoe dé cap
Sang ché dé cap dén ché pham dung dé thuc déy tiét peptit-1 giéng glucagon
(glucagon-like peptide-1, GLP-1) bao gom hat da duoc nhii hoa bao gbm thanh phﬁn
thiic day tiét GLP-1 ludng tinh va chat nhil hoa.
Tinh trang k¥ thuét ciia sang ché
Peptit-1 gidng glucagon (GLP-1) 1a hocmon dugc tiét tir biéu mo niém mac da
day-rudt va tvong tir. GLP-1 duoc biét dén 1a ¢ céc tac dung nhu kich thich tong hop
va tiét insulin, e ché tiét glucagon, tic ché hap thu thuc phém, va giam tdng duong-
huyét. Co thé hy vong su hoat hoa qué trinh tiét GLP-1 dé cai thién cac tac dung nay.
Tai liéu sang ché 1 m6 ta mudi mét loai triterpen kiéu cucurbitan duogc chtra
trong qua mudp dang nhu l1a cac thanh phan thuc day tiét GLP-1 méi. Tai lidu sang ché
2 md ta 1‘§mg steviosit, rebaudiosit A, rebaudiosit B, va rebaudiosit D c6 cic tinh chét
thuc day tiét GLP-1.
Tai liéu trich dan
Tai liéu sang ché
Tai liéu sang ché 1: WO 2017/159725
Tai liéu sang ché 2: WO 2017/018404
Bén chit ky thuit ciia sang ché
Céc vén dé can duoc giai quyét boi sang ché
Mong doi s& phat trién céc thanh phan tiét GLP-1 t5t hon.
Céc bién phap giai quyét van de
Theo mot phuong an, sang ché dé xuit cac muc sau day.
[1] Ché pham dung dé thuc day tiét GLP-1, trong do ché phdm nay bao gom hat da dugc
nhii héa bao gdm thanh phan thuc day tiét GLP-1 ludng tinh va chét nhil héa, trong dé:
chit nhii héa 1a chit nhii héa dau trong nudc; va
thanh phan thuc day tiét GLP-1 duoc hop nhat vao trong hat da dugc nhii hoa.

[2] Ché pham theo muyc [1], trong d6 thanh phan thic dy tiét GLP-1 1a rebaudiosit A.
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[3] Ché pham theo muc [1] hodc [2], trong d6 gia tri can bing wa nudc-wa chat béo
(hydrophilic-lipophilic balance, HLB) cua chét nhil hoa ndm trong khoang tir 7 dén 18.
[4] Ché pham theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [1] dén [3], trong do chét nhii hoa
bao gdm it nhat mét chat duge chon tr nhdém gdm ¢ este ctia axit béo vdi polyglyxerol,
este cua axit béo v§i propylen glycol, lexitin duoc xur ly bang enzym, este cta axit béo
véi sucroza, va monoglyxerit ctua axit hitu co.

[5] Ché pham theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [1] dén [4], trong d6 nhom ua nudc
cia chat nhii héa duoc dan xuét tir thanh phan c6 tinh ngot.

[6] Ché pham theo muc bat ky trong s6 cac muc tur [1] dén [5], trong d6 chét nhii hoa
bao gém it nhat mot chat nhit héa duoc chon tir nhom gﬁ”)m cO este cua axit béo vai

polyglyxerol va este cua axit béo v sucroza.
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[7] Ché pham theo muc bat ky trong s6 cac muc tur [1] dén [6], trong d6 nhom ua nuée

ctia chét nhit héa bao gdm nhom phosphat.

[8] Ché pham theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [1] dén [7], trong d6 ty 1¢ cha chat
nhii hoa dua trén thanh phan thic ddy tiét GLP-1 ndm trong khoang tir 0,02 dén 50%
khéi lugng.

[9] Ché pham theo muc bat ky trong s6 cac muc tur [1] dén [8], trong d6 ché pham nay
bao gém chat nhil hoa theo ty 1€ nam trong khoang tir 0,1 dén 5% khéi lugng.

[10] Ché pham theo muc bét ky trong s cac muc tir [1] dén [9], trong d6 ché pham nay
bao gdm thanh phan thic ddy tiét GLP-1 theo ty 1& ndm trong khoang tir 1 dén 20% khoi
luong. '

[11] Ché pham theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [1] dén [10], trong d6 ché pham nay
ding dé cai thién su chuyén hoa duong, dé kim ham su thém 4n, hodc dé ngin ngira
hodc cai thién bénh dai thao duong hoac bénh béo phi.

[12] P ubng bao gom ché phém theo muc bat ky trong s6 cac muc tir [1] dén [11].
[13] Thuc pham bao gbm ché pham theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [11].
[14] Dugc pham bao gdm ché pham theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [11].
[15] Phuong phap san xuét hat d3 dugc nhil hoa trong d6 thanh phan thuc day tiét GLP-
1 da dugc hop nhét, trong d6 phuong phap nay bao gdm cac bude:

tron chat nhii héa dau trong nudc, thanh phan thic day tiét GLP-1 ludng tinh,
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va moi trudng nude dé diéu ché hdn hop; va
bd sung chét béo va dau vao hdn hop va khudy tron.
[16] Ché phé‘lm bao gom hat da duoc nhil hoa bao gom rebaudiosit A va chét nhii hoa
dau trong nuéc,
trong do rebaudiosit A duoc hop nhét vao trong hat da duge nhil hoa.
Céc tac dung c6 loi cua sang ché
Theo sang ché, bing céch sir dung thanh phan thic ddy tiét GLP-1 ludng tinh
va chat nhii héa dau trong nuée, va hop nhat thanh phan thic déy tiét GLP-1 vao trong
hat da dugc nhi hoa, tic dung thic déy tiét GLP-1 cua thanh phﬁn thic déy tiét GLP-1
¢6 thé dugc gia tang.
M ta vin tit cac hinh vé
Fig.1 la dd thi thé hién cac luong tiét GLP-1 cta céc chit tao ngot khac nhau
trong vi du thuc nghiém 1.
Fig.2 1a dd thi thé hién mdi quan hé gitra néng dd cua mau chira rebaudiosit C
(duéi day, rebaudiosit d6i khi dugc viét tat 1a Reb) thu duge trong vi du thuc nghiém 2
va luong tiét GLP-1.
Fig.3 12 dd thi thé hién mdi quan h¢ giita ndng d6 ctia mau chira steviosit thu
duoc trong vi du thuc nghiém 3 va luong tiét GLP-1.
Fig.4 la d6 thi thé hi¢n mdi quan hé gitra ndng dd ctia mau chtra rebaudiosit A thu
duoc trong vi du thuc nghiém 4 va luong tiét GLP-1.
Fig.5 1a dd thi thé hién mdi quan hé giita nong do cua mau chira rebaudiosit A da
duoc nhil hoa thu duoc trong vi du thye nghiém 5 va lugng tiét GLP-1.
Fig.6 14 d thi thé hién stc cang bé mit ctia cac chat tao ngot khéc nhau trong vi
du thuc nghiém 6.

Fig.7 1a dd thi thé hién céc dac tinh huong vi ciia RebA trong vi du thyc nghiém

Fig.8 1a do thi thé hién mdi quan hé gilta ndng d6 cua cac mau khac nhau thu
duoc trong céc vi du thuc nghiém tur 8 dén 13 va luong tiét GLP-1.
Fig.9 1a dd thi thé hién mbi quan hé gitta ndng do cua mau chira rebaudiosit A thu

dugc trong vi du thyc nghiém 8 va lugng tiét GLP-1.

3/81



47396

Fig.10 la db thi thé hién mbi quan h¢ gitra ndéng do ciia mau chira rebaudiosit A
d3 duoc nhii hoa thu duoc trong vi du thuc nghiém 9 va luong tiét GLP-1.

Fig.11 1a d0 thi thé hién mbi quan hé giita nong d6 ctia mau chira hat da dugc nhi
hoa thu duoc trong vi du thyc nghiém 10 va luong tiét GLP-1.

Fig.12 1a d6 thi thé hién mdi quan hé giira nong d¢ cua dung dich hdn hop gém
mau chira RebA va mau chira hat da dwoc nhil hoa thu dugc trong vi du thuc nghiém 11
va luong tiét GLP-1.

Fig.13 1a do thi thé hién mbi quan hé gilia néng do cua mau chita glyxerol thu
duoc trong vi du thuc nghiém 12 va lugng tiét GLP-1.

Fig.14 14 d6 thi thé hién mdi quan hé giita ndng do ciia mau chira dau triglyxerit
mach trung binh (medium-chain triglyceride, MCT) thu dwgc trong vi du thuc nghiém
13 va luong tiét GLP-1.

Fig.15 1a db thi thé hién tinh doc t bao (st dung cac té bao chét lam chi thi) cua
cac mau khac nhau thu dugc trong cac vi du thyc nghiém tir 15 dén 20. Két qua sau 2
gio tu khi su dung dugc thé hién trong dd thi a, va két qua sau 24 gio tu khi s dung
duoc thé hién trong do thi b,

Fig.16 1a dd thi thé hién luong tiét GLP-1 cta cac mau khac nhau thu dugc trong
cac vi du thuc nghiém tir 21 dén 31. Két qua sau 2 gid tir khi str dung dugc thé hién
trong dd thi a, va két qua sau 24 gio tir khi str dung duoc thé hién trong dd thi b,

Fig.17 thé hién céc két qua cua ty 18 phan bd va cdc dnh the hién trang thai trong
qua trinh thr nghiém cua mdi steviol glycosit thu dugc trong vi du thuc nghiém 32.

Fig.18 1a anh thé hién trang thai cua dung dich chira RebA sau thur nghiém trong
vi du thuc nghiém 32.

Fig.19 1a biéu dd thé hién tic dung ctia nhiét do bao quan lén cic dac tinh huong
vi trong vi du thye nghiém 33.

Fig.20 la biéu dd thé hién do 6n dinh trong cac méi trudng rung trong vi du thuc
nghi¢m 33.

Fig.21 la biéu do thé hién muc do giam cudng dd ngot do sy nhii héa trong vi dy
thuc nghi¢m 33.

Fig.22 Ia do thi thé hién luong tiét GLP-1 trong vi du thuc nghiém 34.
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M6 ta chi tiét sang ché

Thong qua nghién ctru cla c4c tic gia sang ché, da phat hién ra rang c6 thé dat
duoc kha nang thuc day tiét GLP-1 t6t hon bang cach hop nhét thanh phén thic day tiét
GLP-1 nhu RebA vao trong cac hat dd dugc nhii hdéa nhu cdc mixen.

Ciing da phat hién ra rang ché phidm bao gém hat da dugc nhil hoa trong d6
thanh phan thic diy tiét GLP-1 da dugc hop nhét duy tri trang thai nhii héa sau khi bao
quén, dic biét 1a sau khi bdo quéan trong cadc moi truong khéc nghiét nhu céc diéu kién
nhiét do cao, cac diéu kién axit, va cac moi trudng rung, va c¢6 xu hudng it bi gidm mui
vi sau khi bao quan ¢ cac nhiét do cao va do dn dinh bao quan rat tdt.

Thanh phan thuc ddy tiét GLP-1

Thanh phan thic ddy tiét GLP-1 1a chit hogc ché phdm c6 tinh chét ma ban than
chit hodc ché phdm nay tac dong 1én céc té bao clia nguoi hodc cac dong vét khong phai
la nguoi c6 kha nang tiét GLP-1 dé tang lwong tiét GLP-1 (duéi day duoc goi 1a thuc
diy kha ning tiét GLP-1).

Khi mot chét hoic ché phém ¢6 kha nang thuc déy tiét GLP-1 duoc st dung cho
cac té bao tiét GLP-1, luong tiét GLP-1 dugc tang 1én. Su tang hodc giam cla luong tiét
GLP-1 dugc xac nhén theo cach giéng nhu trong céc vi dy thuc nghiém. Nghia 13, mau
chtta chét tht nghiém hodc ché pham thit nghiém va mAu so sanh 4m khong c6 chét kich
thich cia cing mot ché pham ngoai trir rang mau nay khong chira chét thtr nghiém hodc
ché phém thir nghiém duogc diéu ché, va ca cac miu duogc bd sung vao cac té bao ¢o
ngudn gbc tir két trang nguoi c6 kha ning tiét GLP-1 (vi du, H716) trong cing cac didu
kién, sau do6 lugng tiét GLP-1 dugc thir nghiém véi mau duoc so sanh voi luong tiét
GLP-1 dugc thr nghiém véi mau so sanh am khong c6 chét kich thich dé xac nhén su
ting hodc giam cua lugng nay. Luu y rang so sanh &m ddi khi ¢ ddy duoc dung dé chi
“dbi chirng am”.

Thanh phan thiic ddy tiét GLP-1 dugc st dung theo sang ché 1a ludng tinh. Thudt
ngit “ludng tinh” c6 nghia la “phén tr hodc nhom gdm céc nguyén tlr c6 ca phan c6 &i
luc cao véi nude (nhém ua nudc) va phan c6 4i luc thip voi nu6e (nhém ky nuéc)”
(xem, Digital Dai-ji-sen Japanese Dictionary).

Thanh phan thtic ddy tiét GLP-1 ludng tinh c6 xu huéng ¢6 sttc cing bé mét nho

hon nuéc.
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Thanh phan thic dy tiét GLP-1 ludng tinh 6t hon 1a bao gdm chét tao ngot
glycosit c6 kha ndng thuc diy tiét GLP-1. Cac vi du dugc uu tién vé chit tao ngot
glycosit bao gdm steviol glycosit hodc mogrosit (du6i déy, mogrosit d6i khi duoc viét
tht 12 Mog) ¢6 kha nang thuc ddy tiét GLP-1. Cac vi du dugc uu tién hon bao gdm
rebaudiosit A, rebaudiosit B, phé”ln chiét stevia, steviol glycosit c6 cAu trac ma rhamnoza
duoc gén vao, steviosit, va mogrosit V, va cac vi du con dugce uu tién hon nita bao g@)m
rebaudiosit A, rebaudiosit B, rebaudiosit C, steviosit, va mogrosit V.

Chét tao ngot glycosit dugec mo té & trén t6t hon 12 c6 stre cang b& mat Q (mN/m)
nim trong khoang bat ky trong s6 cac khoang sau day:

Q = 40-70, 45-65, 40-60, 50-70, 58-63, 59-62, 60-61, 50-63, 51-63, 52-63, 53-63, 54-
63, 55-63, 56-63, 57-63, 59-63, 60-63, 58-62, 58-61, 58-60.

Stc cing bé mit Q duge do bang phuong phap ban méng. Chéng han, chét tao
ngot glycosit, 1a chéit thir nghiém, dugc bd sung vé6i lugng dé c6 Brix 10 trén co sé
sucroza dé didu ché dung dich nudc. Stc cang bé mit ctia dung dich nudc diéu ché dugc
duoc do biang phuong phép ban méng bang céach sir dung mdy do strc cing bé mat tu
dong (loai CBVP-Z, dugc san xuit boi Kyowa Interface Science Co., Ltd).

Trén quan diém ung dung cho thuc pham va dd udng, steviol glycosit duge didu
ché dué6i dang chit tao ngot glycosit c6 kha nang thic day tiét GLP-1.

Céc vi du v& thanh phan thic day tiét GLP-1 ludng tinh khac voi chit tao ngot
glycosit bao gdm protein va glycoprotein. Cac vi du v& chiing bao gdm protein sita bao
gdm casein, mubi casein hodc protein nude sita; protein long do trimg, protein long tring
tring, protein ddu nanh, protein bot mi, protein ddu Ha Lan, muxin, proteoglycan, va
san pham ché bién ciia chiing.

Theo séng ché, rebaudiosit A 1a dugc wu tién nhit lam thanh phan thic ddy tiét
GLP-1 ludng tinh. Didu nay 1 do kha ning thiic ddy tiét GLP-1 cua ban than rebaudiosit
A c6 thé dugc ting mot cach hiéu qua bang cach hop nhét vao trong cic hat da duge nhil
héa. Ly do cho diéu nay chua dugc bién dén, nhung cic tac gia sang ché phong doan
nhu sau.

Rebaudiosit A ¢6 ciu truc trong d6 bbn glucoza duge gén vao aglycon steviol.
C6 nhiéu loai steviol glycosit khac nhau khac voi rebaudiosit A. O day, bang vi du, cac

cAu triic cta céc steviol glycosit dugc st dung trong vi du thuc nghiém 32 (d6i voi ty 18
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Tén hop chit Ry R»
Rebaudiosit A
GlcB1,2(Glup1,3)Glup1- | Glcp1-
(rebA)
Steviosit
Glcp1,2Glup1- Glcp1-
(stv)
Rebaudiosit D
GlcB1,2(Glup1,3)Glup1- | Glepf1,2Glef1-
(rebD)
Rebaudiosit M
Glep1,2(Glup1,3)Glup1- | Glep1,2(Gluf1,3)Glup1-
(rebM)
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Khi céc tac gia sang ché do ty 1& phan bd cia rebaudiosit A va cdc steviosit

glycosit khac, bit ngd phét hién ra rang chi cac hé st dung rebaudiosit A c6 hién tuong

nhii hoa trong d6 dung mdi hitu co duge phan tan vao trong mdi trudng nude va két qua

14 16p hitu co va 16p nude ¢ thé khong duoc tach riéng, mac du thuc té 1a rebaudiosit A

va céc steviosit glycosit khac chi hoi khac vé vi tri va so lugng cla glucoza dugc gin

vao. Nghia 13, rebaudiosit A khong chi thé hién tinh ludng tinh, ma con thé hién kha

nang nhii héa t5t hon nhiéu cac steviol glycosit khac.

Strc cang bé mit cling dugc nghién ctru, va da phat hién ra rang hiéu qua hoat

dong bé mit ctia RebA cao hon hiéu qua ctia cac glycosit khac. Stc cang bé mat thép

ndy ctia RebA va dic diém céu triic cia RebA trong do céc glucoza dugc gan vao & cac

7
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vi tr 13 va 19 cua truc chinh steviol dugc cho 1a 1am cho RebA tuong d6i c6 xu huéng
ludng tinh bang cach ¢ cac gbc ky nude va ua nude. Do d6, cho rang rebaudiosit A c6
xu hudéng dugc hop nhét vao trong vo c6 & bén ngoai 18i cua cac hat da dugc nhii hoa,
diéu nay dan dén viéc ting manh kha nang thic day tiét GLP-1.

Chét nhil héa

Chét nhii hoa dugc str dung theo sang ché 1a chit nhii hoa dau trong nudc.

Pugc vu tién 12 chat nhii héa dau trong nudc c6 mot trong sb cac gia tri HLB
sau day: 7 dén 18,9 dén 18, 11 dén 18, 13 dén 18, 15 dén 18,7 ¢én 17,7 dén 15, 7 dén
13,7 dén 11,7 dén 9, 9 dén 16, hodc 11 dén 14.

Theo sang ché, gia tri HLB dugc tinh bang phuong phap cta Griffin.

Theo sang ché, chét nhii héa diu trong nude 6 thé 13, nhung khong bi gidi han
&, chat nhii hoa dau trong nuée da biét. Cac vi du vé chét nhii hoa dau trong nude trong
didu kién trong @6 gia tri HLB 12 m6t trong sb cac gia tri néu trén bao gdm este ctia axit
béo v6i glyxerol nhur monoglyxerit, monoglyxerit ciia axit hitu co, va este cua axit béo
v6i polyglyxerol; este cta axit béo voi sorbitan; este cia axit béo véi sucroza; este cua
axit béo vé&i propylen glycol; stearoyl lactat; polysorbat; lexitin nhu lexitin thuc vat,
lexitin 1ong d9 trimg, lexitin phan doan, hodc lexitin dugc xu ly bing enzym; phan chiét
kiraya, ph?m chiét bot yucca; sterol thuc vat, sphingolipit; bot mat, va sterol dong vat.

Céc vi du duoc uu tién vé chit nhii hoa dau trong nudc trong diéu kién trong do
gia tri HLB 1a mot trong sb cac gia tri néu trén bao gém it nhat mot chit duoc chon tir
nhom gdm c6 este clia axit béo voi polyglyxerol, este cla axit béo véi propylen glycol,
lexitin dugc xir Iy bing enzym, este cia axit béo voi sucroza, va monoglyxerit cua axit
hitu co.

Theo cach khac, dugc uu tién la chét nhil hoa dugc st dung bao gdm chét nhil
héa trong d6 nhom wa nude dugc dAn xut tir thanh phan c6 tinh ngot trong didu kién
trong d6 gia tri HLB la mot trong sb cac gid tri néu trén, va dac biét dugc vu tién 1a chét
nhil hoa dugc st dung bao g@)m it nhAt mot chit nhii héa duge chon tir nhém gém co
este clia axit béo v6i polyglyxerol va este cia axit béo véi sucroza.

Hon nita, trong diéu kién trong d6 gia tri HLB 12 mot trong sb cac gia tri néu
trén, dwoc uu tién 1a chit nhii hoa bao gdbm chit nhil héa c6 nhom wa nude bao gdbm

nhém phosphat, va dic biét dugc uu tién la chét nhil hoa bao gdm lexitin.



47396 9/81

Ché phim

Trong ché pham cla sang ché, thanh phan thuc day tiét GLP-1 duoc hop nhét
vao trong hat d3 dugc nhil hoa.

Theo sang ché, “hat da dugc nhii héa” c6 nghia la hat dang keo trong do céc
phén tir hodc céc ion dugc dAn xuAt tir chit nhii hoa tap hop lai dé tao ra hat dang keo.
Trong pham vi céc chét nhii héa, cac hat dang keo doi khi dugc goi theo cach khac la
céc mixen, cac nhii trong nano, cac nhil trong, hogc twong tu, phu thudc vao kich thude
(xem, Toshiyuki Suzuki, J. Soc. Cosmet. Jpn., Vol. 44, No. 2, 2010). “Hat da dugc nhil
hoéa” theo sang ché bao gOm tat ca céc loai nay.

Cum tir “thanh phin thuc ddy tiét GLP-1 dwgc hop nhit vao trong hat da dugc
nhii héa” ¢6 nghia 14 phan i hodc ion dugc din xut tir it nhit mot phan ciia thanh phan
thuc déy tiét GLP-1 duoc hop nhét vao trong it nhét mot phén cua hat da dugc nhii hoa
duge bao gdm trong ché pham. Thuat ngit “dugc hop nhat” c6 nghia 1 it nhat mét phin
cua phan tir hodc ion dugc dAn xuét tir thanh phan thac day tiét GLP-1 c6 mit & bén
trong cuia hodc tiép xtc voi hat d@ dugce nhil hoa. “Bén trong cua hat da dugc nhii hoa”
c6 nghia 12 181 cta hat dd dugc nhil hoa, hodc vo nam & hodc bén ngoai 151 cua hat da
dugc nhil héa va cha yéu bao gdm mét phan ctia nhém wa nude dén nhém ky nudc cla
chit nhil héa. Do thanh phén thic déy tiét GLP-1 la ludng tinh, cho rang thanh phan
thic ddy tiét GLP-1 chu yéu c6 mit trong hodc ¢6 xu hudng tiép xuc v6i vo cia hat da
duoc nhit hoa. Khi thanh phan thac ddy tiét GLP-1 duge hop nhét vao trong hat da dugc
nhii hoa, thanh phan thic day tiét GLP-1 c¢6 xu huéng dugc bao gbm trong phin doan
trén phia hat da duoc nhil hoa khi cit phan doan gitra hat da dugc nhii héa va mdi truong
nudc.

Puoc wu tién 14 ty 1& hop nhét thanh phén thic diy tiét GLP-1 vao hat da dugc
nhil héa nim trong khoang tir 10 dén 90%. Ty 1& hop nhét dugc biéu dién bang cong
thirc sau day:

Ty 18 hop nhét (%) = (Luong cia thanh phan thic ddy tiét GLP-1 dugc hop
nhét vao trong hat dd dugc nhil héa/Lugng cia téng thanh phan thic day tiét GLP-1
trong ché pham) x 100

Trong qua trinh tinh ty 18 hop nhat, thanh phan thic ddy tiét GLP-1 duoc hop
nhét vao trong hat da dugc nhii hoa va thanh phan thic day tiét GLP-1 khong dugc hop
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nhét vao trong hat da duge nhii hoa ¢ th dugc tach riéng ra khoi ché pham da duoc
nhii héa. Cu thé 13, ché phim da dugc nhii hoa duge tach nhu loc bang bd loc, loc ly
tAm, tach trén cot, hodc cach tuong tu.

Tét hon 13, viée loc bang bd loc duoc thuc hién dé tach.

Kich thuéc hat trung binh cﬁa’ce’lc hat dd dwgc nhii héa tét hon 14 nam trong
khoang tir 0,05 dén 0,5, 0,07 dén 0,5, 0,05 dén 0,4, 0,05 dén 0,3, 0,05 dén 0,2, 0,05 dén
0,1,0,1 dén 0,4, 0,2 &n 0,3, 0,07 dén 0,15, 0,07 dén 0,12 hoic 0,07 dén 0,09um & giai
doan trudc khi bao quan (vi dy, trong vong nira ngay tir khi san xuét).

Kich thudc hat trung binh ctia c4c hat dd duoc nhil hoa c6 xu huéng khong thay
d6i nhiéu sau thoi gian bao quan lau dai. Chéang han, khi ché pham thuc day tiét GLP-1
cia sang ché duoc bao quan & 4°C trong 2 thang sau khi didu ché, muc thay ddi R vé
kich thudc hat trung binh truéc va sau khi bao quan (R = Kich thuée hat trung binh sau
khi bao quan/Kich thudc hat trung binh trude khi bao quan x 100 - 100) nam trong
khoang tir -40% dén +40%, -37% dén +37%, -35% dén +35%, -20% dén +20%, hoic
-12% dén +12%.

Kich thuéc hat trung binh cua cac hat da dugc nhii héa cé thé dugc do bang
phuong phap tan xa nhiéu xa laze. Chang han, nhu dugc thé hién trong cac vi du dugc
mb ta sau day, kich thude hat trung binh cua cac hat da dugc nhti hoa co thé duoc do
bang cach lam lodng mau theo cach thich hop bang nudc trao d6i ion dé cuong do tan
xa laze bang khoang 1%, va sau d6 do mau da dugc lam loang bang may do su phan bd
kich thuéc hat loai tan xa laze (Spectris Co., Ltd., Malvern Panalytical).

Ty 18 (% khdi lugng) ctia chét nhil hoa dua trén thanh phan thic day tiét GLP-
| t6t hon 1a ndm trong khoang tir 0,02 dén 50, 0,07 dén 50, 0,1 dén 50, 0,4 dén 50, 0,7
dén 50, 1 dén 50, 5 dén 50, 10 dén 50, 20 dén 50, 30 dén 50, 40 dén 50, 0,02 dén 40,
0,02 dén 30, 0,02 dén 20, 0,02 dén 10, 0,02 dén 5, 0,02 dén 1, 0,07 dén 40, 0,1 dén 30,
0.4 dén 20, 0,7 dén 10, 1 dén 5, 1 dén 100, 5 dén 100, 9 dén 100, 1 dén 100, 1 dén 90, 1
dén 80, 1 dén 70, 1 dén 60, 1 dén 50, 1 dén 40, 1 dén 30, 1 dén 20, 1 dén 10, 5 dén 99,
5 dén 90, 5 dén 80, 5 dén 70, 5 dén 60, 5 dén 50, 5 dén 40, 5 dén 30, 5 dén 20, 5 dén 10,
10 dén 50, 20 dén 50, 30 dén 50, 40 dén 50, 5 dén 40, 10 dén 30% khéi lugng.

Theo cach khéc, ty 1& (% khéi luong) clia chit nhii hoa dwa trén thanh phan thic
dAy tiét GLP-1 tét hon 1a nim trong khoang tir 5 dén 200, 7 dén 200, 9 dén 200, 10 dén
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200, 30 dén 200, 50 dén 200, 70 dén 200, 90 dén 200, 110 dén 200, 130 dén 200, 150
dén 200, 170 dén 200, 5 dén 180, 5 dén 160, 5 dén 140, 5 dén 120, 5 dén 100, 5 dén 80,
5 dén 60, 5 dén 40, 5 dén 30, 5 dén 20, 7 dén 180, 9 dén 160, 10 dén 140, 30 dén 120,
50 dén 100, 10,0 dén 180, 10,0 dén 160, 10,0 dén 140, 10,0 dén 120, 10,0 d&én 100, 10,0
dén 80 hodc 10,0 dén 60% khdi lwong.

Ham luong (% khéi luong) cta chit nhii hoa trong ché phim cia séng ché tét
hon 12 ndm trong khoang tur 0,1 dén 5,0,1 @én 4, 0,1 dén 3, 0,1 dén 2, 0,1 dén 1, 0,3 dén
5,05 dén5,0,7 dn 5,09 dén 5, 1,1 dén 5,2,1 dén 5, 3,1 dén 5, 4,1 dén 5, 0,3 dén 4,
0,5dén3,0,7 dén2,0,9dén 1,03 dén 5,0,5 dén5,0,0,7 dén 5,0, 0,9 dén 5,0, 1 dén 5,0,
1,5 dén 5,0, 2 dén 5,0, 2,5 dén 5,0, 3 dén 5,0, 3,5 dén 5,0, 4 dén 5,0, 4,5 dén 5,0, 0,1 dén
4,0,1 dén 3,0,1 dén 2, 0,1 &én 1,0,1 dén 0,8, 0,1 dén 0,6, 0,1 dén 0.4, 0,1 dén 0,2, 0,2
dén 45,03 dén 4,0, 0,4 dén 3,5, 0,5 dén 3,0, 0,6 dén 2,5, 0,7 dén 2,0, 0,8 dén 1,5, hodc
0,9 dén 1,0% khdi lugng, trén co s& khdi lugng.

Theo cach khéc, ham luong (% khdi lugng) clia chat nhii hoa trong ché phim
clia sang ché t6t hon 1a ndm trong khoang tir 0,001 dén 1, 0,001 dén 0,5, 0,001 dén 0,25,
0,001 dén 0,2, 0,01 dén 1, 0,01 d&én 0,5, 0,01 dén 0,25, 0,01 dén 0,2, 0,1 dén 1, 0,1 dén
10, 0.4 dén 10, 0,7 dén 10, 1 dén 10, 3 dén 10, 5 dén 10, 7 dén 10, 0,1 dén 8, 0,1 dén 6,
0,1 dén4,0,1 dén2, 1dén8, 1 dén7,1dén6,3 dén 10,3 dén 7, 3 dén 6, hodc 5 dén
7% khdi lugng, trén co s khéi luong.

Ham luong (% khéi lugng) ctia thanh phén thic ddy tiét GLP-1 trong ché pham
cla sang ché t6t hon 1a ndm trong khoang tu 0,1 dén 50, 1 dén 20, 0,1 dén 40, 0,1 dén
30, 0,1 dén 20, 0,1 dén 10, 0,1 dén 5, 0,1 dén 1, 0,4 dén 50, 0,7 dén 50, 1 dén 50, 5 dén
50, 10 dén 50, 20 dén 50, 30 dén 50, 40 dén 50, 0,4 dén 40, 0,7 dén 30, 1 dén 20, 5 dén
10, 2 dén 15, 2 dén 10, 2 dén 5, 5 dén 20, 8 dén 20, 11 dén 20, 14 dén 20, 17 dén 20, 5
dén 15, hoac 8 dén 10% khoi lugng.

Theo cach khac, ham luong (% khéi lugng) cia thanh phéan thtic day tiét GLP-
1 trong ché phdm cua séng ché t6t hon 13 nim trong khoang tur 1 dén 500,000, 1 dén
400,000, 1 dén 300,000, 1 dén 200,000, 1 dén 100,000, 1 dén 80,000, 1 dén 60,000, 1
dén 40,000, 1 dén 20,000, 1 dén 10,000, 1 dén 8,000, 1 dén 6,000, 1 dén 4,000, 1 dén
2,000, 1 dén 1,000, 1 dén 500, 50 dén 500,000, 100 dén 500,000, 500 dén 500,000, 1000
dén 500,000, 1500 dén 500,000, 3,000 dén 500,000, 4,500 dén 500,000, 6,000 dén
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500,000, 7,500 dén 500,000, 9,000 dén 500,000, 10,000 d&n 500,000, 50,000 dén
500,000, 100,000 d&n 500,000, 200,000 dén 500,000, 300,000 dén 500,000, 400,000
dén 500,000, 50 dén 400,000, 100 dén 300,000, 500 dén 200,000, 1000 dén 100,000,
1500 dén 80,000, 3,000 dén 60,000, 4,500 dén 40,000, 6,000 dén 20,000, hodc 7,500
dén 10,000ppm, trén co s khéi lwgng. Theo cach khac, t5t hon 12 ham luong nay nim
trong khoang tir 25 dén 550, 30 dén 550, 35 dén 550, 40 dén 550, 45 dén 550, 50 dén
550, 55 dén 550, 20 dén 540, 25 dén 540, 30 dén 540, 35 dén 540, 40 dén 540, 45 dén
540, 50 dén 540, 55 dén 540, 20 dén 530, 25 dén 530, 30 dén 530, 35 dén 530, 40 dén
530, 45 dén 530, 50 dén 530, 55 dén 530, 20 dén 520, 25 dén 520, 30 dén 520, 35 dén
520, 40 dén 520, 45 dén 520, 50 dén 520, 55 dén 520, 20 dén 510, 25 dén 510, 30 dén
510, 35 dén 510, 40 dén 510, 45 dén 510, 50 dén 510, 55 dén 510, 20 dén 505, 25 dén
505, 30 dén 505, 35 dén 505, 40 dén 505, 45 dén 505, 50 dén 505, 55 dén 505, 20 dén
500, 25 dén 500, 30 dén 500, 35 dén 500, 40 dén 500, 45 dén 500, 50 dén 500, 55 dén
500, 20 dén 495, 25 dén 495, 30 dén 495, 35 dén 495, 40 dén 495, 45 dén 495, 50 dén
495, 55 dén 495, 20 dén 490, 25 dén 490, 30 dén 490, 35 dén 490, 40 dén 490, 45 dén
490, 50 dén 490, hoic 55 dén 490ppm, trén co SO khdi luong. Theo cach khac, tdt hon
12 ham luong nay ndm trong khoang tir 1 dén 1500, 1 dén 1200, 5 dén 1200, 1 dén 1000,
5 dén 1000, 10 dén 1000, 1 dén 900, 5 dén 900, 10 dén 900, 15 dén 900, 20 dén 900, 25
dén 900, 30 dén 900, 35 dén 900, 40 dén 900, 45 dén 900, 50 dén 900, 55 dén 900, 1
dén 800, 5 dén 800, 10 dén 800, 15 dén 800, 20 dén 800, 25 dén 800, 30 dén 800, 35
dén 800, 40 dén 800, 45 dén 800, 50 dén 800, 55 dén 800, 1 dén 700, 5 dén 700, 10 dén
700, 15 dén 700, 20 dén 700, 25 dén 700, 30 dén 700, 35 dén 700, 40 dén 700, 45 dén
700, 50 dén 700, 55 dén 700, 1 dén 600, 5 dén 600, 10 dén 600, 15 dén 600, 20 dén 600,
25 dén 600, 30 dén 600, 35 dén 600, 40 dén 600, 45 dén 600, 50 dén 600, 55 dén 600, 1
dén 550, 1 dén 540, 1 dén 530, 1 dén 520, 1 dén 510, 1 dén 505, 1 dén 500, 1 dén 495,
1 dén 490, 5 dén 550, 5 dén 540, 5 dén 530, 5 dén 520, 5 dén 510, 5 dén 505, 5 dén 500,
5 dén 495, 5 dén 490, 10 dén 550, 10 dén 540, 10 dén 530, 10 dén 520, 10 dén 510, 10
dén 505, 10 dén 500, 10 dén 495, 10 dén 490, 15 dén 550, 15 dén 540, 15 dén 530, 15
dén 520, 15 dén 510, 15 dén 505, 15 dén 500, 15 dén 495, hodc 15 dén 490ppm, trén co
s& khéi luong.

Theo céch khéac, ham lugng cua thanh phan thic ddy tiét GLP-1 trong ché phim
ctia séng ché tdt hon 1a nim trong khoang tir 0,1 dén 25,000, 1 dén 25000, 10 dén 25000,
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0,1 dén 2500, 1 dén 2500, hodc 10 dén 2500ppm, trén co sé khdi lugng.

Kha nang thuc day tiét GLP-1 cua ché phdm cua sang ché duge ting so v6i kha
ning nay cua mot minh thanh phén thic day tiét GLP-1. Kha ning thuc day tiét GLP-1
ctia ché phim clia sang ché c6 duge ting hay khong khi so sanh v6i kha ndng nay cua
mdt minh thanh phin thic déy tiét GLP-1 dwgc xac nhan bing phuong phap sau day.
Nghia la, ché phim ciia sang ché va ché phim can duoc so sanh 12 gidng nhau ngoai trix
rang chi thanh phan thiic day tiét GLP-1 duoc chira dudi dang thanh phan hoat tinh dugc
didu ché. Ché phdm ciia sang ché va ché phim can dugc so sanh dugce st dung cho céac
t8 bao ¢6 kha nang tiét GLP-1, va lugng tiét GLP-1 dugc do. Néu luong tiét GLP-1 khi
str dung ché phim cua séng ché 16n hon lugng tiét GLP-1 khi st dung ché phdm can
duoc so sanh, xac dinh dugc la kha ning thic day tiét GLP-1 dugc cai thién. Tét hon 13,
khé nang thic ddy tiét GLP-1 cua ché pham cua sang ché duoc tang 16n hon hodc bang
1,05 lan, tdt hon nita 12 16n hon hoiic béng 1,1 1an, dic biét tdt hon 12 nam trong khodng
tir 1,2 dén 100 14n, va t6t nhat 12 2 dén 50 lAn so voi kha nang thuc ddy tiét GLP-1 ciia
mdt minh thanh phan thuc diy tiét GLP-1.

Ché phidm cua séng ché ¢6 thé bao gbdm thanh phan khac khéc vdi thanh phan
thic dy tiét GLP-1 va chit nhii héa.

Thanh phan khac nay dugc xéc dinh mot cach thich hop phu thude vao muc dich
st dung, v.v., cua ché phdm cua sang ché. Cac vi du v& thanh phan khic bao gdm chit
tao ngot, ta duogc, chit két dinh, chét 1am 14, chit bao, chét 1am tron, chét tao mau, chét
1am bién ddi vi va huong, chat lam 6n dinh, chét ting cudng hép thu, chat diéu chinh do
pH, chét bao quan, chét chdng oxy hoa, chét tao huong vi, vitamin, hop phan kim loai
vét, va chét tuong tu.

Chét tao ngot cua thanh phé”m khéc c6 thé 1a cht tao ngot tu nhién, ruou dudng,
chét tao ngot nhan tao, hodc chét twong tu. Cac vi du bao gém glucoza; fructoza;
maltoza; sucroza; lactoza; duong hiém; chét tao ngot trén co sO peptit nhu aspartam,
neotam, alitam; dan xuét sucroza nhu sucraloza; chit tao ngot téng hop nhu axesulfam
K, sacarin, advantam, natri xyclohexylsulfamat, va dulxin; chét tao ngot trén co s¢
protein thyc vat nhu monenlin, curculin, brazzein, va thaumatin; taumarin;
neohesperidin dihydrochalcon; ruou duong nhu erytritol, xylitol, sorbitol, maltitol, va

manitol; rugu manh c6 ham lugng fructoza cao; rugu manh chira fructoza-glucoza; rugu
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manh chra glucoza-fructoza; oligosacarit; mat ong; nudc €p mia (xi o dudng nau);
duong (duong tring, duong vang, duong ndu, duong Nhat Ban tinh luyén, va duong
twong tu); xi rd cdy thich; ri mat; va xi rd tinh bot.

La thanh phan khéc, thanh phan c6 thé c6 mat chon loc trong trung tAm (1i) cua
hat da dugc nhii hoa, nhu cht béo va dau, duogc sit dung mdt cach thich hop. DPé 1am
chét béo va diu, diu MCT duoc tao nén bédi axit béo ¢o tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon
t6t hon 12 dugc st dung.

Thanh phén c6 thé c6 mit chon loc trong trung tdm (15i) cia hat d& duge nhil
hoa tét hon 12 duoc bao gdbm véi lugng nam trong khoang tir 0,5 dén 500% khéi luong
dya trén thanh phén thuc ddy tiét GLP-1.

Theo cach khac, thanh phén ¢6 thé c6 mit chon loc trong trung tAm (13i) cta hat
da duogc nhii hoa tdt hon 1 dugce bao gdm véi lugng nim trong khoang tir 100 dén 400,
150 dén 400, 200 dén 400, 250 dén 400, 300 dén 400, 350 dén 400, 100 dén 350, 100
dén 300, 100 dén 250, 150 dén 250, 100 dén 200, 100 dén 150, 190 dén 300, hogc 240
dén 300% khéi lugng dua trén thanh phin thac day tiét GLP-1.

Hon nita, dugc uu tién 1a bazo trong nude nhu glyxerol duoc st dung lam thanh
phan khéc.

Bazo trong nudc t6t hon 1a duge bao gdm véi lugng nam trong khoang tir 2 dén
600% khéi luong dua trén thanh phan thiic day tiét GLP-1.

Theo cach khéc, bazo trong nude tét hon la duge bao gdm v&i lugng nim trong
khoang tir 2 dén 2100, 100 dén 2100, 200 dén 2100, 300 dén 2100, 400 dén 2100, 500
dén 2100, 600 dén 2100, 700 dén 2100, 800 dén 2100, 900 dén 2100, 1000 dén 2100,
100 dén 2000, 100 dén 1800, 100 dén 1600, 100 dén 1400, 100 dén 1200, 100 dén 1000,
100 dén 800, 100 dén 700, 100 dén 600, 100 dén 500, 200 dén 1800, 300 dén 1600, 400
dén 1400, 500 dén 1200, 600 dén 1000, 490 dén 2100, 490 dén 1900, 490 dén 1700, 490
dén 1500, 490 dén 1300, 490 dén 1100, 490 dén 900, 490 dén 700, 490 dén 600, 490
dén 560, 490 dén 550, 490 dén 540, hodc 490 dén 530% khéi lugng dua trén thanh phan
thuc day tiét GLP-1.

Nhu s& duge md ta chi tiét sau day, khi ché phdm ctia sang ché dugc s dung
lam thuc phém va dd uéng, chét phu gia thuc phém ¢6 thé duge chtra dudi dang thanh

phan khéc. Cac vi du v& chat phu gia thuc pham bao gdm ta dugc (nhu tinh bdt mi, tinh
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bdt ngd, xenluloza, lactoza, sucroza, manitol, sorbitol, xylitol, tinh bot gelatin hda so bo,
casein, magie aluminat silicat, va canxi silicat); chat két dinh (nhu tinh bot gelatin hoa
so bo, hydroxypropyl metyl xenluloza, va polyvinylpyrolidon; chat 1am rd nhu
xenluloza, hydroxypropyl metyl xenluloza, va tinh bot ngd); chat hoa 1éng (nhu axit
silixic khan nhe); chit béo va diu (ching han, diu thuc vat nhu dau dau nanh, dau ving,
dAu oliu, dau hat lanh, dAu tia t6, ddu hat cai diu, diu dira, va dau ngo, hodc dau duogc
dan xuét tir dong vat hodc cd); chét dinh dudng (nhu céac chét khoang khac nhau, cac
loai vitamin khéc nhau, va axit amin); huong vi; chét tao ngot; chit 1am bién d6i vi; chit
tao mau; dung moi (nhu etanol); cac mubi; cht diéu chinh do pH; chit dém; chét chéng
oxy hoa; chét 1am 6n dinh, chét tao gel; chét 1am dac; chét 1am tron; chét bao nang; chét
tao hdn dich; chét bao; chét bao quén; va chét nhii hoa. Chét phu gia thuc phém 6 thé
duoc str dung mdt minh hodc & dang phdi hop ctia hai hodc nhidu chit trong s chiing.

Céc vi du v& ché phdm cia sang ché bao gdm ché phim bao gdm: RebA lam
thanh phén thuc diy tiét GLP-1; it nhit mot chit dugc chon tir nhém gdm c6 este cla
axit béo véi polyglyxerol, este cua axit béo vdi propylen glycol, lexitin dugc xir Iy bing
enzym, este clia axit béo v6i sucroza, va monoglyxerit clia axit hiru co lam chét nhii hoa
dau trong nuéc; dau MCT duoc tao nén béi axit béo co tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon
lam thanh phé"m 6 thé c6 mit chon loc trong trung tdm (151) cta hat da dugc nhii hoa;
glyxerol 1am bazo trong nudc; va mdi trudng nuac, dic biét l1a nudc, lam moi trudng
phén tan. Céc vi du cu thé bao gdm ché phim bao gbdm: RebA 1am thanh phan thuc day
tiét GLP-1; este cla axit béo véi polyglyxerol 1am chét nhil hoa dau trong nudc, dau
MCT dugc tao nén bai axit béo co tir 6 dén 12 nguyén tit cacbon lam thanh phén c6 thé
c6 mat chon loc trong trung tim (161) cia hat da dugc nhii hoa; glyxerol lam bazo trong
nudc; va nwdc lam moi truong phan tan.

Céc vi du khéac vé ché phdm cua sang ché bao gdbm ché pham bao gdm: RebA
lam thanh phan thuc ddy tiét GLP-1; it nhdt mot chat dugc chon tir nhém gbm c6 este
clia axit béo véi polyglyxerol, este cua axit béo vdi propylen glycol, lexitin duge xu ly
bang enzym, este cua axit béo vi sucroza, va monoglyxerit cia axit hiru co lam chét
nhii héa dau trong nudc; ddu MCT dugc tao nén béi axit béo cé tlr 6 dén 12 nguyén tir
cacbon lam thanh phan c6 thé c6 mit chon loc trong trung tm (15i) ctia hat da duge nhil
hoa; glyxerol lam bazo trong nudc; va mdi truong nudce, dic biét la nude, lam moi

truong phén tan, trong d6 ham lugng cla chét nhii hoa diu trong nudc nam trong khoang
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tir 0,02 dén 50% khéi lugng dua trén thanh phén thic ddy tiét GLP-1; ham lwong cua
thanh phan c6 thé ¢6 mat chon loc trong trung tdm (15i) ctia hat dd dugc nhii hoa nim
trong khoang tlr 0,5 dén 500% khdi luong dua trén thanh phan thic day tiét GLP-1; va
ham luong cla bazo trong nude nam trong khoang tir 2 dén 600% khéi lwong dua trén
thanh phan thiic déy tiét GLP-1. Cac vi du cu thé bao gdm ché phdm bao gdm: RebA
1am thanh phén théc day tiét GLP-1; este cuia axit béo v6i polyglyxerol lam chit nhii
héa diu trong nudc, dau MCT dugc tao nén bdi axit béo co tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon
Jam thanh phn c6 thé c6 mit chon loc trong trung tam (13i) cua hat da dugc nhil hoa;
glyxerol 1am bazo trong nudc; va nudce 1am moi truong phén tan, trong d6 ham luong
ctia chit nhil héa ddu trong nudc nim trong khoang tir 0,02 dén 50% khéi lwong dwa
trén thanh phan thiic day tiét GLP-1; ham lugng cua thanh phén c6 thé c6 mit chon loc
trong trung tAm (15i) cta hat dd dugc nhil hoa nim trong khoang tir 2 dén 600% khdi
lugng dya trén thanh phan thic day tiét GLP-1; va ham lugng cta bazo trong nuéce nim
trong khoang tur 2 dén 600% khéi lugng dwa trén thanh phan thiic day tiét GLP-1.

Mot vi du khac vé ché pham cua sang ché bao gdm ché phim bao gdm: RebA
lam thanh phan thuc day tiét GLP-1; it nhét mot chét dugc chon tir nhém gdm c6 este
ciia axit béo vai polyglyxerol, este clia axit béo véi propylen glycol, lexitin duge xur Iy
bing enzym, este ciia axit béo voi sucroza, va monoglyxerit cia axit hitu co lam chét
nhil hoa diu trong nuéc; dau MCT dugc tao nén béi axit béo co tir 6 dén 12 nguyén tir
cacbon lam thanh phﬁn 6 thé c6 mit chon loc trong trung tAm (151) ctia hat da dugc nhil
héa; glyxerol lam bazo trong nudc; va moi truong nudc, dic biét la nudc, lam moi
truong phan tan, trong d6 ham luong cua chét nhii hoa dau trong nude nam trong khoang
tr 5 dén 200% khéi lugng dua trén thanh phan thac diy tiét GLP-1; ham luong cia
thanh phén c¢6 thé c6 mit chon loc trong trung tdm (16i) cia hat da dugc nhil hoa nam
trong khoang tir 100 dén 400% khéi lugng dua trén thanh phén thic day tiét GLP-1; va
ham luong cua bazo trong nude nam trong khoang tir 2 dén 2100% khdi lwong duva trén
thanh phan thic déy tiét GLP-1. Céc vi du cu thé bao gdbm ché phdm bao gdm: RebA
lam thanh phin thac day tiét GLP-1; este cua axit béo véi polyglyxerol 1am chét nhii
héa dau trong nudc, diu MCT duoc tao nén béi axit béo ¢6 tir 6 dén 12 nguyén tir cacbon
lam thanh phén c6 thé ¢6 mit chon loc trong trung tAm (18i) cua hat dd dugc nhil hoa;
glyxerol 1am bazo trong nudc; va nude lam maoi truong phan tan, trong d6 ham lugng

cia chit nhii hoa dau trong nuéc nim trong khoang tir 5 dén 200% khéi luong dua trén
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thanh phﬁn thac déy tiét GLP-1; ham luong ctia thanh phén 6 thé c6 mat chon loc trong
trung tAm (161) cia hat d& dugc nhii hoa nim trong khoang tir 100 dén 400% khéi luong
dya trén thanh phan thuc diy tiét GLP-1; va ham lugng cta bazo trong nudc nam trong
khoang tir 2 dén 2100% khéi lugng dwa trén thanh phan thic ddy tiét GLP-1.

Ché pham ctia sang ché ¢ thé 1a ché phdm c6 dang bét ky, va co thé 13, ching
han, chit rén (vi dy, dang bot), giéng gel, hogc ché phim léng.

Ché phim cua sang ché co thé duoc 4p dung duge st dung @& thic day su tiét
GLP-1.

Chang han, ché phérn cla sang ché co thé duoc st dung cho it nhit mot muc
dich st dung dugc chon tir ngdn chdn muc glucoa-huyét gia tang, kim ham sy thém &n,
ngan chan vi€c dn qua nhiéu, cai thién su chuyén hoa duong, phong ngira hodc didu tri
bénh dai thao duong, phong nglra hodc didu tri bénh béo phi, giam trong lugng co thé,
va giam ty 18 phan trim m& trong co thé. Tét hon 13, ché phdm clia sang ché ¢6 thé duoc
sir dung cho it nhét mot muc dich st dung duoc chon tir cai thién su chuyén hoéa duong,
kim ham su thém 4n, va phong ngtra hodc cai thién bénh dai thao duong hodc bénh béo
phi.

Ché phim ciia sang ché 6 thé cling dugc st dung dé thic ddy qué trinh lam
rong da day, ngin chin su tiét axit da day, ngin chin su giai phong glucoa & gan, bao
vé co tim, cai thién tri nhG trong hoc tap, phong ngira hodc diéu tri ching tang duong
huyét sau dn (bénh dai thao duong 'fln), phong ngtra hodc diéu tri bénh viém rudt két man
loét, va bénh tuong tu.

Ché phadm ctia sdng ché ¢6 thé ciing duoc sir dung dé phong nglra hodc diéu tri
cac bénh vé& mach mau nhu bénh vita xo dong mach, bénh thoai héa than kinh, bénh
viém gan do rugu, chung rdm da, va bénh hen (xem, Young-Sun Lee et al., “Anti-
Inflammatory Effects of GLP-1-Based Therapies beyond Glucose Control”, Mediators
of Inflammation Volume 2016, Article ID 3094642, 11 pages).

Theo cach khac, ché phdm cua sang ché c6 thé 1a ché phdm duoc st dung dé
lam giam vi déng hodc dugc st dung dé giam dd ngot. Chang han, khi thanh phan thic
day tiét GLP-1 bao gbm chét tao ngot glycosit, ché phidm cia sang ché c6 thé dugc st
dung cho muc dich lam gidm dd ddng hodc d6 ngot clia chét tao ngot glycosit bang cach

hop nhét thanh phan thtic day tiét GLP-1 vao trong hat da dugc nhil hoa.
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Ban than ché phim cta sang ché co6 thé duoc sir dung truc tiép cho (duge 14y
boi, duge nhan boi, hodc duge sit dung cho) nguoi hodc dong vat khong phai 1a nguoi
c6 kha ning tiét GLP-1.

Céc vi du v& mot phuong an ciia ché phim ciia séng ché dugce st dung truc tiép
cho nguoi hodc cac dong vat khong phai la ngudi bao gbm thuc pham, ching han, mi
(nhu mi soba, udon, mi Trung Quéc, mi an lién); dau phy; banh keo (nhu keo, keo gom,
sdcola, mén dn nhe, banh quy, banh cuc-ki, va keo déo); banh mi; thuc phém ché bién
¢6 ngudn gdc tir bién hodc gia stic (nhu cha cd kamaboko, giam bong, va xuc xich); san
phém stta (nhu stta Ién men); chit béo va dau, va thuc phém ché bién tir chét béo va dau
(nhu dau xalat, diu tempura, macgarin, va nudc xdt maioney, soctening, vang sita danh
toi, nudc xdt, va chét béo dung dé phét); do gia vi (nhu nudce xbt va mo dung dé ruéi
1én thit); san pham nau chin hodc nira chin (nhw chanpuru); thuc pham hip thanh tring
(nhu ca ri, thit ham, bat, chao kiéu mach, va chao gao); dd ngot dong lanh (nhu kem,
mon trang miéng sorbet, va da bao); thuc phém dang bot (nhu dd uéng dang bot va sup
dang bot); va thuc pham dang ding trong rudt dugc sir dung dé ngan chin mirc glucoza-
huyét gia ting, kim ham su thém an, ngdn chin viéc dn qua nhiéu, cai thién su chuyén
héa duong, phong ngtra hoac diéu tri bénh dai thao duong, phong nglra hodc diéu tri
bénh béo phi, gidm trong lugng co thé, giam ty 1& phan trim m& trong co thé, thic diy
qué trinh 1am rdng da day, ngén chan sy tiét axit da day, ngin chin su giai phong glucoza
& gan, bao vé co tim, cai thién tri nhé trong hoc tap, phong ngtra hodc diéu tri cac bénh
vé mach méu, phong ngira hodc diéu tri bénh thoai hoa than kinh, phong nglra hodc didu
tri bénh viém gan do rugu, phong ngira hodc diéu tri chiig ram da, hodc phong ngira
hodc diéu tri bénh hen. Cac thuc phém dé st dung cho cac muc dich st dung néu trén
bao gém, bén canh nhiing thuc phém duogc goi la thuc phém bd dudng, thuc phém co
cong bd vé strc khoe nhu thuc phém cho cac muc dich strc khée cu thé va thuc phém co
cong bd chirc ning dinh dudng, cac chét bd sung (cac chit bd sung dinh dudng), va cac
thuc phim chin nuoi.

Céc vi du khac bao gdm dd uéng nhu d6 udng chira tra, dd ubng khong c6 ruou,
d6 ubng c6 ga bao gdm bia khong c6 rugu, d6 ubng dinh dudng, d udng tir hoa qua, o
uéng chtra axit lactic, nudce €p, dd uéng tang luc, dd uéng cO ruou, sita ché bién, va sira
dau nanh ché bién duogc sir dung dé ngan chin muc glucoza-huyét gia ting, kim ham sy

thém 4n, ngin chin viéc dn qué nhiéu, cai thién su chuyén hoa dudng, phong ngira hoac
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diu tri bénh dai thao duong, phong ngira hodc diéu tri bénh béo phi, giam trong lugng
co thé, giam ty 1& phan trim md trong co thé, thuc ddy qué trinh lam rdng da day, ngan
chiin su tiét axit da day, ngin chin sy gidi phong glucoza & gan, bdo vé co tim, cai thién
tri nhé trong hoc tap, phong ngra hodc didu tri cac bénh vé mach mau, phong ngira hodc
didu tri bénh thoéi héa than kinh, phong ngira hogc diéu tri bénh viém gan do ruou,
phong ngtra hodc didu tri ching ram da, hodc phong ngira hoac diéu tri bénh hen.

Khi ché phém cua sang ché duoc 1ap cong thuc dé duoc str dung, cac vi du vé
dang lidu dung bao gém vién nén, bot, hat min, hat, xi rd khan, vién nén bao, vién nén
phan ra trong miéng, vién nén nhai dugc, vién nang, vién nang mém, xi rd, va chit bd
sung dinh dudng dudng rudt.

Phuong phép san xudt

Ché pham cua sang ché dugc san xuit bang phuwong phap da biét phu thudc vao
muc dich st dung cua no, ché phim, hoic twong tu.

T4t hon 13, ché phém cua sang ché dugc san XUAt béng cac budc: tron chit nhii
héa diu trong nudc, thanh phan thic dy tiét GLP-1 ludng tinh, va moi truong nuée dé
diéu ché hdn hop; va bd sung thanh phan ma c6 thé dugc bao gém trong 13i ctia hat da
dugc nhii hda, nhu chit béo va dau, vao hdn hop, va khuéy tron. Buéc khqu tron tdt
hon 12 dugc thuc hién & tdc d6 cao hon béng cach str dung may tron déng hoa hoac may
tuong tu va trong diéu kién nghiém ngit hon budc tron dé chét béo va dau hodc chit
tuong tw dugc chia trong 161 cia hat da duge nhii hoa.

Pé khudy tron & tdc d6 cao hon trong céc diéu kién nghiém ngat hon buéc tron,
the do khudy tron tét hon 1a nim trong khoang tir 5000 dén 10000, 5000 dén 8000, hogc
8000 dén 10000 vong/phit (rpm).

Do d6, mét khia canh cua sang ché dé cap dén phuong phap san xuét ché phdm
duoc sit dung dé thuc déy tiét GLP-1, bao gbm céc budc: tron chét nhii hoa dau trong
nuéc, thanh phan thic day tiét GLP-1 ludng tinh, va méi trudong nudc dé diéu ché hdn
hop; va bd sung chat béo va dau vao hdn hop thu dugc va khudy tron, va ché phdm duoc
san xuét bang phuong phap, ma bao gdm hat da dugc nhil héa bao gbm thanh phén thiic
day tiét GLP-1 ludng tinh va chét nhil hoa dau trong nuéce, trong d6 thanh phén thuc dy
tiét GLP-1 ludng tinh dugc hop nhét vao trong hat da dugc nhi hoa.

La mdt khia canh khac, ché pham ctia sang ché co the cling dugc san xudt qua

19



47396 20/81

cac budc: tron chét nhil héa dau trong nudc va moi trudng nude dé didu ché hon hop;
va bd sung thanh phan thic ddy tiét GLP-1 ludng tinh va thanh phin ma c6 thé duge
bao gdm trong 15i ctia hat d& dugc nhii hoa nhu chit béo va dau vao hdn hop didu ché
duogc va khuéy tron. Budce khqu tron tot hon 13 dugc thuc hién & tdc do cao hon b;ﬁng
cach stt dung may tron dong hoa hodc mdy twong tu va trong diéu kién nghiém ngit hon
budce tron dé chét béo va diu hodc chit tuong tu dugc chira trong 16i cta hat da dugc
nhi hoa. Bé khqu tron & tdc d6 cao hon trong cac diéu kién nghiém ngat hon budc trdn,
téc do khudy tron t6t hon 1a ndm trong khoang tir 5000 dén 10000, 5000 dén 8000, hodc
8000 dén 10000 vong/pht.

Ung dung

Ché pham cua sang ché c6 thé ciing dugce st dung & trang thai dugc chira trong
dd uéng, thuc phém, duoc phém, hoac loai tuong tu, béng duong nhu miéng, mii, hodc
duong rudt, hodc dudong co6 éng.

Khi ché phim ctia sang ché duge b sung vao (hodc duge chira trong) thuc pham
va dd uéng, loai thuc phém va dd uéng khong bi gidi han cu thé. Thuc phém bao gém,
chéng han, mi (nhu mi soba, udon, mi Trung Quéc, mi an lién); dau phy; banh keo (nhu
keo, keo gom, sdcdla, mon dn nhe, banh quy, banh ctic-ki, va keo déo); banh mi; thgc
phim ché bién c6 ngudn gde tir bién hoic gia stic (nhu cha ca kamaboko, gidm bong, va
xtc xich); san phdm stta (nhu sita 1én men); chit béo va dau, va thuc phdm ché bién tir
chit béo va dau (nhu dau xalat, dau tempura, macgarin, va nudc xbt maioney, soctening,
véang stta danh toi, nudc x6t, va chét béo dung dé phét); do gia vi (nhu nudce x6t va mo
dung dé rudi 1én thit); san phim nAu chin hogc nira chin (nhu chanpuru); thuc phéim hép
thanh trung (nhu ca ri, thit ham, bat, chao kiéu mach, va chéo gao); dd ngot dong lanh
(nhu kem, mon trang miéng sorbet, va da bao); thuc pham dang bot (nhu d6 udng dang
bot va sup dang bot); va thuc phim dang dung trong rudt. Thuc phém ciing bao gbm,
bén canh nhitng thuc phdm dugc goi 1a thuc phim bd dudng, thyc pham c6 cong bb vé
stc khoe nhu thuc phém cho cdc muc dich strc khde cu thé va thuc phém c6 cong bd
chirc nang dinh dudng, cac chit bd sung (cac chat bd sung dinh dudng), cac thuc pham
chan nuoi, va tuong tu.

P udng bao gom, ching han, d6 ubng chwra tra, dd ubng khong c6 ruou, dd

ubng c6 ga bao gém bia khong ¢6 ruou, do uong dinh dudng, d6 udng tir hoa qua, dd
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uéng chira axit lactic, nuéc €p, dd uéng tang luc, dd uéng c6 ruou, sira ché bién, sira dau
nanh ché bién, va loai tuong tu.

Thuc pham va d6 udng c6 thé bao gdm thanh phan khac mién 1a thyc phim va
dd ubng nay bao gdm ché phdm cua séng ché. Céc vi du v& thanh phan khac trong truong
hop nay bao gdm thanh phan gidng nhu thanh phan trong céc vi du v& thanh phén khéac
trong phén Ché pham.

Theo sang ché, lwong dua vao co thé (lidu hodc lidu lwong) clia thanh phan thuc
déy tiét GLP-1 khong bi gi6i han cu thé, va c6 thé duoc chon mdt cach thich hgp theo
d6 tudi, trong luong, va didu kién strc khoe cua dbi tugng, va thong sb tuong tu.

Sang ché ¢6 thé duoc st dung hodc 4p dung cho tng dung didu tri bat ky (ing
dung y té) hodc tng dung khong diéu tri. Cu thé 13, cho du né duge phan loai 1a dugc
phém, dugc my phém, m¥ phém, hoac loai tuong tu, sang ché c6 thé duoc st dung hoic
ap dung nhu bét k¥ ché phdm hodc thuc phim va db ubng theo dudi mot cach rd rang
hogc 4n ¥ chirc ning thic day tiét GLP-1 hodc chic ning tao ra sy thiic day tiét GLP-1.
Hon nita, san pham st dung sdng ché c6 thé chi ra chitc ning thiic day tiét GLP-1 va
chirc ndng tao ra tur su thic déy tiét GLP-1. Céc vi du vé chi dinh nhu vay bao gém,
nhung khong bi gi6i han dic biét ¢, chirc nang thic day tiét GLP-1 va chac ning tao ra
tir sy thuc ddy tiét GLP-1, nhu chitc nang ngan ngira ting murc glucoza-huyét, chic ndng
ngin nglra thém &n, chirc ndng ngan ngra &n qua nhiéu, chirc nang cai thién sy chuyén
hoa dudng, chirc nang phong ngira hoéc diéu tri bénh dai thado duong, chitc ning phong
ngua hodc diéu tri bénh béo phi, chirc nidng gidm trong lugng, chitc ndng giam ty 1¢ phan
tram md trong co thé, chirc ning thiic diy qua trinh 1am rdng da day, chirc nang ngan
ngira su tiét axit da déy, chirc ning ngin nglra sy giai phong glucoza ¢ gan, chirc nang
bao vé co tim, chirc ning cai thién tri nhg trong hoc tap, chirc nang phong ngira hodc
didu tri bénh tim mach, chirc ning phong ngira hodc didu tri bénh thodi hoa théan kinh,
chtrc nang phong ngira hodc diéu tri bénh viém gan do rugu, chirc ning phong ngira
hoidc diéu tri chirng rdam da, chirc ndng phong ngtra hodc diéu tri bénh hen, hodc chi dinh
dugc cho 1a twong duong vdi cac chi dinh nay.

Thoi diém st dung cac ché phim ctia sing ché khong bi gi6i han cu thé, va ¢
thé, chéng han, trudc, trong, gilta, hodc sau bita an, hodc trudc khi di ngu.

Mot khia canh ctia sang ché dé& cap dén ché phém bao gdm hat d dugc nhil hoa
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bao gdm thanh phan thic day tiét GLP-1 ludng tinh va chét nhii héa, trong d6 chat nhii
héa 1a chit nhii hoa du trong nudc, thanh phan thic diy tiét GLP-1 dwoc hop nhét vao
trong hat da dugc nhil hoa, va ché phém nay duoc st dung dé didu tri bénh c6 thé duge
cai thién bang cach thiic ddy tiét GLP-1. Mot khia canh cia sang ché dé cap dén phuong
phap dé thic day tiét GLP-1 & dbi twong hogc diéu tri bénh c6 thé dugc cai thién bang
cach thuc diy tiét GLP-1 & ddi twong, trong d6 phuong phéap nay bao gdm bude cho dbi
twong can diéu tri st dung ché phim bao gdm hat d3 dugc nhii hoa bao gbm thanh phin
thuic dAy tiét GLP-1 ludng tinh va chit nhii hoa, trong d6 chat nhii héa 1a cht nhii hoa
dau trong nude, va trong do thanh phén thic day tiét GLP-1 dugc hop nhét vao trong
hat dd dugc nhii héa. Hon nita, mt khia canh cta sang ché dé cap dén viéc st dung ché
phdm bao gdm hat da dugc nhil hoa bao gdm thanh phén thic day tiét GLP-1 ludng tinh
va chit nhii hoa dé san xuét thubc dé didu tri bénh c6 thé dwoc cai thién bang cach thuc
day tiét GLP-1, trong d6 chét nhii hoa 1a chit nhii héa dau trong nuéc, va trong d6 thanh
phin thiic dy tiét GLP-1 dugc hop nhit vo trong hat da dugc nhii hoa. Cén luu ¥ rang
mdi trong sb cac khia canh néu trén cé thé ¢6 cac dic diém khac nhau duoc md ta & day.

Cac vi du v& bénh bao gdm bénh ting dudng-huyét, ching an vo do, ching
nhiém axit da day, bénh d4i thao dudng, bénh béo phi, bénh tim mach, bénh thoéi hda
than kinh, bénh viém gan do rugu, chung ram da, va bénh hen.

O day, thuat ngit “ddi tegng” c6 nghia la co thé sinh vat riéng biét bét ky, tbt
hon 1a ddng vat, tdt hon nita 1a dong vat ¢6 vu, t5t hon nita 12 cé thé nguoi. béi tuong
¢6 thé khoe manh (vi du, khong c6 bénh dic biét hoic bénh bat ky) hodc c6 thé bi nhiém
mot sé bénh. Khi viéc didu tri bénh c6 thé duge céi thién bang céch thuc ddy tiét GLP-
| duoc du dinh, chéng han, ddi twong thudng c6 nghia la déi twgng bi nhiém bénh hogc
co nguy co bi nhiém bénh.

) day, thuat ngit “didu tri” bao gdm moi loai can thiép du phong va/hodc tri ligu
duoc chép nhan vé mat y hoc nhim muc dich chita khéi, thuyén giam tam thoi hodc
phong ngura, v.v., mdt bénh. “Piéu tri” bao g@)m su can thiép chép nhén duoc vé mat y
hoc ddi véi cac muc dich khac nhau bao gbm, chang han, 1am chdm hodc ngin chin sy
tién trién cta bénh, su thodi lui hodc bién mét cta ton thuong, ngan ngtra sy khdi phat
ctia bénh hodc ngin nglra sy tai phat cia bénh. Do do, ché phdm ctia sang ché co thé

duoc st dung dé diéu tri va/hodc phong ngilra bénh.
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Mot khia canh cua sang ché cling dé cip dén phuong phap dé tang kha nang
thic ddy tiét GLP-1 ctia thanh phan thiic d4y tiét GLP-1, trong d6 phuong phép nay bao
gdm budc hop nhit (nhil hoa) thanh phan thiic day tiét GLP-1 vao trong hat da dugc nhil
hoa.

Vi du thye hién sang ché

Duéi day, séng ché dugc mé ta chi tiét hon bang cac vi du. Luuy rang s cta vi
du thuc nghiém 14 khong dugc su dung.
Vi du thyc nghiém 1

RebA, RebB, RebM, RebN, RebD, RebC, MogV, va steviosit dugce kiém tra cac
tac dung thic day tiét GLP-1 ctia ching. Cu thé 13, lugng tiét GLP-1 dugc do bing céc
quy trinh sau day. Chét ¢6 luong tiét GLP-1 16n hon lugng tiét GLP-1 & chit dbi ching,
khong chira mau, dugc x4c dinh 1a c6 tac dung thic déy tiét GLP-1.

Diéu ché mbi chét thir nghiém

Mbi chét thir nghiém B, C, D, E, F, G, I, hodc J dugc hoa tan trong PBS (Thermo
Fisher Scientific Inc.) (sb catalo 14190250) dé thu dugc dung dich gbc. Nong do cua
dung dich gbc dugc thé hién duéi day:

B (RebA): 5SmM, C (RebB): 1M, D (RebM): 2,5mM, E (RebN): IM, F (RebD): 2,5mM,
G (RebC): 2,5mM, I (MogV): 1M, J (steviosit): 1M.

Dinh luong GLP-1

H716 (ATCC) (sé catalo ATCC® CCL-251) dugc nudi cdy trong RPMI 1640
(10% FBS (Thermo Fisher Scientific Inc.) (sb catalo 10439024), natri pyruvat 1mM)
trong ti 4 & 37°C, 5% CO:a.

Viéc nudi céy so bd dugc thuc hién trong 2 tudn, va cac té bao duoc thu hdi mét
cach phu hogp, va sau d6 cac nguyén li€u gbc té bao dugc didu ché.

Céc té bao dugc gieo trong dia 96 15 & ndéng do 2 x 10° t& bao/90pl (cao) trén
mdi 16 (N = 4). O thoi diém nay, ham lugng ctia FBS trong méi trudong dugc gidm dén
0,5% dé ngan chin sy ting sinh té bao.

Sau 24 gid, mau & ndng dd cao nhét (nghia 13, dung dich gbc) dugc bo sung béi
mdi 10pl.

Sau 24 gid nita, viéc dinh lugng GLP-1 duoc thuc hién. Cac quy trinh cu thé
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dugc thuc hién theo huéng dan sir dung ctia bd kit xét nghiém mién dich Human GLP-
1 (7-36 amide) Immunoassay kit (sb catalo AL359) (s6 16 2361115) duge cung cAp boi
PerkinElmer, Inc. PBS dugc st dung lam dbi chiing am (khong chira mau).

Cac két qua duogc thé hién trén Fig.1. Nhu c6 thé nhan théy tr Fig.1, RebA,
RebB, RebC, MogV, va steviosit co cac luong tiét GLP-1 16n hon dang ké so v6i khong
chra mau.

Vi du thyc nghiém 2

21ul DMSO (dugce san xuét boi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation,
sé model: 037-24053) dugc bd sung vao 20mg RebC. Sau do, hdn hop dugc khudy bang
cach tao dong chay rbi va dé yén trong vai gio dé thu duoc dung dich gbc c6 ndng do
RebC bing 1000mM. Dung dich gbc va PBS thu dugc duge st dung dé diéu ché dung
dich 10mM.

Dung dich 10mM nay dugc lam lodng néu cin PBS chira 1% DMSO dé thu
duwoc mAu G-1mM dén miu G-10mM. Céc ndéng dd ctia RebC duge md ta trong bang 1.

Vi du thuc nghiém 3

12,4l DMSO (dugc san xuét boi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation,
s6 model: 037-24053) dugc bd sung vao 15mg steviosit. Sau do, hdn hop duoc khudy
bang cach tao dong chay rdi @ thu duge dung dich gbc c6 ndng do steviosit bing
150mM. Dung dich gdc va PBS thu dugc dugc sir dung dé diéu ché dung dich 15mM.

Dung dich 15mM duogc lam loédng, néu can, béng PBS chita 1% DMSO dé thu
dugc méu J-0,1mM dén mau J-15mM. Cac néng do cua steviosit dugc md ta trong bang
1.

Vi du thuc nghiém 4

8,27ul DMSO (duogc san xuét béi FUITFILM Wako Pure Chemical Corporation,
s6 model: 037-24053) duoc bd sung vao 20mg RebA, tiép theo bd sung 74,5ul PBS.
Sau d6, hon hop duge khudy bang cach tao dong chay rdi dé thu duoc dung dich gbe 6
ndng d6 RebA bang 250mM. Dung dich gbc va PBS thu dugc duge st dung dé didu ché
dung dich 25mM.

Dung dich 25mM nay dugc lam loang, néu cén, bang PBS chira 1% DMSO dé
thu dugc mau B-1mM dén mau B-25mM. Céc néng dd ctia RebA dugc mo ta trong bang

1.
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Vi du thye nghiém 5

Dung dich hdn hgp trong nude duge didu ché bang cach tron 490g glyxerol,
100g RebA, va 10g este cta axit béo voi polyglyxerol, va gia nhiét va hoa tan hdn hop
& 70°C. Dung dich hdn hgp trong nudc ndy dugc bd sung 300g dau MCT duéi dang
chét béo va dau, va hdn hop nay dugc nhii hoa & tdc do quay 8000 vong/phit bing may
tron dong héa (duoc san xuit boi Tokushu Kika Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh
viéc khudy troén, hdn hop duge lam ngudi dén 40°C, va 100g nuéc duge bd sung dé thu
duoc dung dich RebA da xu ly.

241,8ul dung dich RebA da xur ly thu dugc dugc bd sung 10ul DMSO (dugc
san xuét bdi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, sé model: 037-24053) va
748,2ul PBS. Hon hop nay duge khudy bang cach tao dong chay rdi dé thu duge dung
dich gbc c6 ndng dd RebA bang 25mM.

Dung dich gbc dugc lam lodng, néu can, bang PBS chtra 1% DMSO dé thu duoc
mAu B di xir Iy-0,25mM dén mAu B da xr Iy-25mM. Céc ndng do clia RebA dugc md
ta trong bang 1.

Do lugng tiét GLP-1

Trong c4c diéu kién dugc thé hién trong bang 1, mdi trong s6 cac méu thu duge
trong cac vi du thuc nghi€m tir 2 dén 5 duge bd sung vao moi trudng. Trong mdi trudng
thu duoc, cac té bao dugc nudi cdy, va luong tiét GLP-1 sau 2 gio dugc do. Cac quy
trinh cu thé 1a nhu sau.

H716 (t& bao c6 ngudn gbc tir két trang nguoi) duge nudi ciy trong RPMI 1640
(Thermo Fisher Scientific Inc., s6 model: 61870-036) (10% FBS (Hyclone, s6 model:
SH30396,03), natri pyruvat ImM) trong ti 4 & 37°C, 5% COx.

Viéc nudi céy so bo dugc thuc hién trong 2 tudn, va céc té bao duoc thu hoi mot
cach phu hop, va sau d6 cac nguyén li€u gbc té bao dugc didu ché.

Céc té bao dugc gieo trong dia 96 16 & ndng d6 2 x 10° té bao/90pl trén mdi 10.
3 thoi diém nay, ham luong ciia FBS trong méi trudng duge giam dén 0,5% dé ngén
chin su tang sinh té bao.

Sau 24 gid, 10pl m&i miu duge bd sung (n =3 dén 4 dbi véi mau B, van = 4
d6i v6i miu B da xtr Iy, mau G, va mau J). Cac ndng do cudi ciing trong mdi truong

dugc thé hién trong cot “Mau F.C. (mM)” clia bang 1.
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Sau thoi gian da dugc xac dinh trudce (2 gio) tir khi bd sung, cac dia 96 16 dugc
thu hoi.

Cac dia 96 15 thu hdi dwoc duoc ly tim & 300 g x 5 phit, va phan néi 1én trén
dugc thu hoi.

GLP-1 trong phin ndi Ién trén thu hdi dugc duge dinh luong bang bo kit xét
nghiém mién dich Human GLP-1 (7-36 amide) Immunoassay kit (dugc san xuit boi
PerkinElmer, Inc., s6 model: AL359C). Cac két qua dugc thé hién trén cac Fig.2 dén 5.
Luong tiét GLP-1 trong dung dich chtra 1% DMSO dung lam dbi chang khong kich
thich (so sénh 4m), va lugng tiét GLP-1 trong dung dich nudc cua PMA (duoc san xuét
boi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, s& model: 162-23591) dung lam ddi
ching duong cling dugc thé hién trén cac Fig.2 dén 5. Dung dich nude cia PMA thu
duoc bang cach bd sung 16,21l DMSO vao Img PMA dé didu ché dung dich gbc; bd
sung PBS vao dung dich gbe @é didu ché dung dich 1mM; va lam lodng né bang PBS
chtra 1% DMSO.

Bang 1 duoc thé hién duéi ddy. So sanh duong trong bang 1 con duoc goi la d6i

chimg duong. So sanh 4m con dugc goi la d6i ching am.

Bang 1
Nbng do Luong bd| Mbéi | , | Mau
~ , Duong . |Tong Puong
# Mau bd sung sung | truong F.C.
luong ppm (ul) luong ppm
(mM) (1D (D) (mM)
So sanh 4&m
PBS chua
khong kich 1 - - 10 90 |100| - -
1% DMSO
thich
2 PMA 0,01 6,2 10 90 |100] 0,001 0,6
So sanh duong
3 | 1%DMSO 1 616,8 10 90 |100| 0,1 61,7
4 1 967,0 10 90 |100| 0,1 96,7
5 2,5 2417,5 10 90 (100 0,25 241,8
6 5 4835,1 10 90 |100| 0,5 483,5
B
Chét tht 7 10 9670,1 10 90 |100| 1 967,0
hat th 1%DMSO
nghiém 8 15 14505,2 10 90 |100| 1,5 1450,5
9 20 19340,2 10 90 |100| 2 1934,0
10 25 24175,3 10 90 |100| 2,5 2417,5
11|Bdaxuly| 0,25 241,8 10 90 |100|0,025 242
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12| 1%DMSO| 0,5 4835 10 90 |100]| 0,05 48,4
13 1 967,0 10 90 |100| 0,1 96,7
14 2,5 2417,5 10 90 |100] 0,25 | 2418
15 5 4835,0 10 90 | 100| 0,5 483,5
16 10 9670,0 10 90 |100| 1 967,0
17 15 14505,0 10 90 [100| 1,5 | 14505
18 20 19340,0 10 90 [100] 2 1934,0
19 25 24175,0 10 90 |100] 2,5 | 24175
20 1 951,01 10 90 | 100| 0,1 95,1
21 G 2,5 237175 10 90 [100] 025 | 237,8
22 | 1%DMSO 5 4755,1 10 90 |100| 0,5 475,5
23 10 9510,1 10 90 |100] 1 951,0
25 0,1 80,5 10 90 | 100 0,01 8,0
26 1 804,9 10 90 |100| 0,1 80,5
27 J 2,5 2012,2 10 90 |100| 025 | 201,2
28 | 1%DMSO 5 4024,4 10 90 |100| 0,5 402,4
29 10 8048,7 10 90 |100| 1 804,9
30 15 12073,1 10 90 |100| 1,5 | 12073

- Péi véi mAu B da xt ly, cac ndng do cubi ciing bang 0,025mM (#11) va 0,05mM (#12)
duoc bd sung vao cac néng do can dugc thir nghiém (0,1 dén 2,5mM).

- Pdi véi mau G, danh gia duge thuc hién 6 n@)ng do béng hodc thép hon néng d6 cubi
cing 1mM do mau khong thé dugc hoa tan & ndng do cubi ciing bang 1,5mM (#24).

Vi du thue nghi€ém 6: Do strc cang bé mit

Pé nghién clru liéu c6 sy twong quan gitta tdc dung thuc day tiét GLP-1 va stc
cing bé mit cia chét nhii hoa hay khong, cac thir nghiém dugc thuc hién phu hop véi
cac quy trinh sau day.

M&di dung dich trong sb cac dung dich nude chita RebA, RebD, va RebM (cac
san phém hién c¢6 ban trén thi truong) duoc diéu ché. Cac ham luong ctia RebA, RebD,
va RebM duoc cin chinh véi Brix 10 trén co s& sucroza. Nghia 1a, cdc ham lugng cua
RebA, RebD, va RebM bing 333ppm, 351ppm, va 351ppm, tuong tng. Stc cing bé
mit cia dung dich nude thu dugc duge do bing phuong phdp ban mong bang cach st

dung méy do suc cang bé mit tu dong (loai CBVP-Z, dugc san xuét boi Kyowa Interface
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Science Co., Ltd). Nudc dugce st dung lam d6i chimg va dugc thir nghiém theo cing
mdt cach. Cac két qua dugc thé hién trén Fig.6.

Vi du thuc nghiém 7: Dénh gia cac déc tinh hwong vi

Céac dic tinh huong vi cua ché phém da dugce nhiil hoa ctia RebA dugc danh gia
bing quy trinh sau day.

RebA dugc hoa tan trong nudc tinh khiét d8 didu ché cac dung dich nudce
100ppm va 300ppm, dugc sir dung lam ddi chung. Tiép theo, dung dich RebA da xt ly
duoc diéu ché trong vi du thuc nghiém 5 dugc bd sung vao nudc tinh khiét, va cac dung
dich nude 100ppm va 300ppm dugce diéu ché theo cling mot cach. Viéc danh gia huong
vi cua dung dich nudc da dugc bd sung dung dich RebA di xur ly dugc thuc hién boi
bay ngudi tham gia thi nghiém cam quan di dugc dao tao ky theo timg 0,5 diém 14y dbi
chimg 1a 3 diém. Céc gia tri trung binh dugc thé hién trén hinh v&. Huong vi dugc danh
gia bai cuong do ngot, mirc kéo dai vi ngot, va cudng do dang.

Céac két qué duogc thé hién trén Fig.7.

Vi du thuc nghiém 8

8,271l DMSO (dugc san xuat bgi FUJTFILM Wako Pure Chemical Corporation,
s6 model: 037-24053) duge bd sung vao 20mg RebA tiép theo bd sung 74,43l PBS.
Sau d6, hdn hop dugc khudy bang cach tao dong chay rdi @8 thu duge dung dich gde co
ndéng d6 RebA bang 250mM. Dung dich gbc va PBS thu dugc duge sir dung dé didu ché
dung dich 50mM.

Dung dich 50mM dugc lam loang, néu cén, bang PBS chita 1% DMSO dé thu
dwoc miu B-1mM dén miu B-25mM. Céc ndng do ciia RebA dugc md ta trong bang 2.

Vi du thyc nghiém 9

Dung dich hdn hgp trong nude duge didu ché bang cach tron 490g glyxerol,
100g RebA, va 10g este cua axit béo vdi polyglyxerol, va gia nhiét va hoa tan hdn hop
& 70°C. Dung dich hdn hop trong nudc nay duoc bd sung 300g dau MCT duéi dang
chét béo va dau, va hdn hop nay dugc nhii hoa & tbc dd quay 8000 vong/phit bing may
tron ddng héa (duoc san xudt boi Tokushu Kika Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh
viéc khqu tron, hdn hop duge lam ngudi dén 40°C, va 100g nudc duge bd sung dé thu

duoc dung dich RebA da xir ly.
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241,8ul dung dich RebA da xi ly thu duoc dugc bb sung 10u! DMSO (duoc
san xuét béi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, s model: 037-24053) va
748,2u1 PBS. Hon hop nay dugc khudy bang cach tao dong chay rdi dé thu dugc dung
dich gbc c6 ndng dd RebA bang 25mM.

Dung dich gdc dugc 1am lodng, néu cn, bang PBS chira 1% DMSO dé thu duoc
mau B da xr Iy-1mM dén mau B di xi ly-25mM. Céc ndng d6 ciia RebA dugc md ta
trong bang 2.

Vi du thuc nghiém 10

Dung dich C thu dugc theo cach gibng nhu cach diéu ché dung dich RebA da
Xt ly trong vi du thue nghiém 9 ngoai trur rang 100g RebA khong dugc st dung va 490g
glyxerol, 10g este cua axit béo vdi polyglyxerol, 300g dau MCT, va 200g nuéc duge st
dung.

483,5ul dung dich C thu dugc dugc bd sung 10ul DMSO (dugc san xuit boi
FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, s model: 037-24053) va 506,5u1 PBS.
Hdn hop nay duge khudy bang cach tao dong chay rdi dé thu dwoc dung dich gbc c6
ndng d6 duong lugng RebA bang 50mM.

Dung dich gbc thu duge duge 1am lodng bang PBS chira 1% DMSO dé thu dugc
miu C-1mM dén miu C-25mM. Bang 2 md ta céc ndéng do duong luong RebA. Nong
dd duong lugng RebA dung dé chi ndng do ctia RebA trong méu B da xir ly da cho cua
vi du thue nghiém 9 khi céac ndng do cua glyxerol, este cua axit béo voi polyglyxerol va
diu MCT trong mau C da cho va céc ndng do cua glyxerol, este cua axit béo véi
polyglyxerol va diu MCT trong mau B d4 xur Iy da cho 1a nhu nhau.

Vi du thuc nghiém 11

Theo cach giéng nhu trong vi du thye nghiém 8, thu duoc mau B chira RebA &
ndng d6 ghp hai 1in ndng do trong mAu B + C. Nghia 13, thu duge miu B-2mM, mau B-
5mM, mAu B-10mM, mAu B-20mM, miu B-30mM, mau B-40mM, va miu B-50mM.
Nong d6 sau cac d4u gach ndi 1a ndng dd clia RebA.

Theo céach giéng nhu trong vi du thyc nghiém 10, mau C chira este clia axit béo
véi polyglyxerol, v.v., & ndng do gip hai 14n ndng do trong mau B + C thu dugc. Nghia
13, thu dugc miu C-2mM, miu C-5mM, miu C-10mM, méu C-20mM, méau C-30mM,

méu C-40mM, va mau C-50mM. Nong do sau céc ddu gach nbi 1a ndng d6 duong luong
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RebA.

Céc luong bing nhau ctia mau B va miu C & cung mot ndng do (vi dy, miu B-
2mM va mau C-2mM) duoc tron dé thu dugc mau B + C-1mM dén mau B + C-25mM.
Céc ndng do ctia RebA duge md ta trong bang 2.

Vi du thuc nghiém 12

118,5ul glyxerol duogc bd sung 10ul DMSO (dugc san xut bai FUJIFILM
Wako Pure Chemical Corporation, sé model: 037-24053) va 871,5ul PBS. Hdn hop nay
duoc khudy bing cach tao dong chay rdi @ thu duoc dung dich gdc c6 ndéng do duong
lugng RebA bing 25mM.

Dung dich gbc thu duge dugc 1am loang, néu cn, bang PBS chita 1% DMSO
dé thu dugc miu D-1mM dén miu D-25mM. Bang 2 md ta cac né)ng d6 duong lugng
RebA. Nong do duong luong RebA dung dé chi ndng do ctia RebA trong mau B d3 xi
ly da cho cta vi du thuc nghiém 9 khi ndng dd cua glyxerol trong mau D da cho va céc
ndng dd cua glyxerol trong mAau B da xir Iy da cho 1a nhu nhau.

Vi du thuc nghiém 13

72,5ul ddu MCT dugc bd sung 10pul DMSO (duge san xuét béi FUIIFILM
Wako Pure Chemical Corporation, sé model: 037-24053) va 917,5ul PBS. Hon hop nay
duoc khudy bang cach tao dong chay rbi @ thu duoc dung dich gde co ndéng do duong
luong RebA bang 25mM.

Dung dich géc thu duoc dugce lam loang, néu can, br:ing PBS chira 1% DMSO
8 thu dwoc mau E-1lmM dén mau E-25mM. Bang 2 md ta cic ndng do duong lugng
RebA. Nong d6 duong lugng RebA ding dé chi ndng @6 cia RebA trong mau B d3 xir
ly @4 cho cta vi du thuc nghiém 9 khi ndng do ctia ddu MCT trong mau E di cho va céac
ndng do cla diu MCT trong mau B da xu ly da cho la nhu nhau.

Po lugng tiét GLP-1

Trong cac diéu kién dugc thé hién trong bang 2, mdi trong sb cac mau thu dugc
trong cac vi du thuc nghiém tr 8 dén 13 néu trén duoc bd sung vao mdi trudng. Trong
modi truong thu dugce, cac té bao dugc nudi cdy, va lugng tiét GLP-1 sau 2 gid duoc do.
Céc quy trinh cu thé 1a nhu sau.

H716 (té bao c6 ngudn gdc tir két trang nguoi) duge nudi ciy trong RPMI 1640
(Thermo Fisher Scientific Inc., sd model: 61870-036) (10% FBS (Hyclone, s6 model:
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SH30396,03), natri pyruvat 1mM) trong tu G & 37°C, 5% COa.

Viéc nuoi céy so bd duoc thuc hién trong 2 tudn, va céac té bao dugc thu hdi mot
cach phu hop, va sau d6 cac nguyén li€u gbc té bao dugc diéu ché.

Cac té bao dugc gieo trong dia 96 16 & ndng dd 2 x 10° t€ bao/90pl trén mdi 1.
0 thoi diém nay, ham luong cia FBS (Hyclone, s6 model: SH30396,03) trong moi
truong dugc giam dén 0,5% dé ngan chan sy ting sinh té bao.

Sau 24 gio, 10pul mdi mau dugc bd sung (n = 3 dén 4). Cac ndéng do cudi cing
trong moi truong dugc thé hién trong c6t “MAu F.C.” clia bang 2.

Sau thoi gian da duge xac dinh trude (2 gio) tir khi bd sung, cac dia 96 15 dugc
thu hoi.

Cac dia 96 15 thu hdi duoc duge ly tm & 300 g x 5 phit, va phan ndi 1én trén
duge thu hoi.

GLP-1 trong phan ndi 1én trén thu hdi duge duge dinh lugng bang bo kit xét
nghiém mién dich Human GLP-1 (7-36 amide) Immunoassay kit dugc san xuét boi
PerkinElmer, Inc. O thoi diém nay, khoang clia mau chuén trong dudng cong higu chudn
nim trong khoang tir 30 dén 100000pg/ml. C6 gia tri ma gy ra céac sai sb v6i gia tri 16n
hon 100000pg/ml, gia tri nhu vdy dugc gia dinh la 16n hon hodc bé‘lng 100000pg/ml
duoc tinh 1a 100000pg/ml. |

Céc gia tri ngoai 1€ (p < 0,01) dugc loai trur bang thir nghiém Smirnov-Grubbs.

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.8. Luong tiét GLP-1 trong dung dich chua
1% DMSO dung lam d6i chiing khong kich thich, va luong tiét GLP-1 trong dung dich
nuée ctia PMA (dugce san xudt béi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, s6
model: 162-23591) ding 1am dbi chung duong ciing duoc thé hién trén Fig.8. Dung dich
nude ciia PMA thu duge bang cach bd sung 16,21ul DMSO vao Img PMA dé didu ché
dung dich gbc; bd sung PBS vao dung dich gbe dé didu ché dung dich 1mM; va lam
lodng n6 bang PBS chtra 1% DMSO.

Tiép theo, dé x4ac nhan, luong tiét GLP-1 ciling duoc do bang céc dia khac. Cu
thé 13, cing mot phan nbi 1én trén ctia mdi trudng nudi cdy nhu trén Fig.8 duge st dung,
va phép do lugng GLP-1 dugc thuc hién trong mot dia thir nghiém d6i véi mau B dén
mAau D va mot dia thir nghiém khac d6i v6i mau E. Cac két qua thu dugc bang cach do

phan ndi 1én trén cia moi truong nudi cay sau 2 gid trong cung mot dia thtr nghiém dugc
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thé hién trén cac Fig.9 dén 14. C4c ndng do cua mdi mau duge st dung dugc thé hién

trén cac Fig.9 dén 14. Luu y réng cac néng dd cua C, D, va E duogc thé hién trén cac

Fig.11, 13, va 14 14 cac ndng d6 duong lugng RebA.

Khoang cua duong cong hiéu chuén 12 tir 30 dén 100000pg/ml, va 1an nay khong

c6 gid tri sb ndo gay ra sai sb v6i gia tri 16n hon 100000pg/ml, do d6 céc gia tri 16n hon

100000pg/ml duoc tinh 14 gid tri ly thuyét.

Bang 2 dugc thé hién duéi ddy. So sanh duong trong bang 2 con duoc goi 1a a6i

chirng duong. So sanh 4m con dugc goi 1a d6i ching am.

Béang 2
X , | Puong | Luong Moi |, Duong
Nong do bo , Tong .
# lugng | bd sung |PBS|trudong Mau F.C. |lugng
sung (1)
ppm | (ul) (u) ppm
So sanh
PBS chtra
am khong| 1 - - 10 0 90 | 100 - -
1% DMSO
kich thich
Sosanh | 2| PMA | 0,01 | mM - 10 0 90 | 100 0,001 |mM| -
duong | 3 [1%DMSO| 1 |\mM| - 10 | 0| 9 [100] 01 |mM| -
4 1 |mM| 10,0 10 0 90 (100 0,10 {[mM| 1,0
5 2,5 |mM | 250 10 0 90 |[100| 0,25 |mM| 2,5
6 5 |mM| 50,0 10 0 90 |100| 0,50 |lmM| 5,0
B
7 10 | mM | 100,0 10 0 90 {100 | 1,00 |mM| 10,0
1% DMSO
8 15 |mM | 150,0 10 0 90 |100| 1,50 |mM| 15,0
9 20 | mM | 200,0 10 0 90 | 100 | 2,00 |mM| 20,0
10 25 |mM | 250,0 10 0 90 | 100 | 2,50 |mM| 25,0
Chét thir
) 11 1 |mM| 10,0 10 0 90 (100 0,10 |mM| 1,0
nghiém
12 2,5 |mM | 250 10 0 90 | 100 | 0,25 |mM| 2,5
13 5 |mM| 50,0 10 0 90 |100| 0,50 |mM| 5,0
B daxuly
14 10 | mM | 100,0 10 0 90 |100| 1,00 |mM| 10,0
1% DMSO
15 15 |mM | 150,0 10 0 90 |100| 1,50 |mM| 15,0
16 20 | mM | 200,0 10 0 90 |100| 2,00 |mM| 20,0
17 25 |mM | 250,0 10 0 90 |[100| 2,50 |mM | 25,0
18 C 1 | mM - 10 0 90 |100| 0,10 |lmM| -
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19|1% DMSO| 2,5 | mM - 10 90 100} 025 |lmM| -
20 5 |mM - 10 90 | 100| 0,50 'lmM| -
21 10 | mM - 10 90 |100| 1,00 |mM| -
22 15 | mM - 10 90 |100| 1,50 {mM| -
23 20 | mM - 10 90 | 100 | 2,00 lmM| -
24 25 | mM - 10 90 |100| 2,50 \mM| -
25 1 |mM| 10,0 10 90 (100 0,10 |mM| 1,0
26 2,5 |mM | 25,0 10 90 | 100 | 0,25 |mM| 2,5
27 5 |mM| 500 10 90 |100| 0,50 |mM| 5,0
B+C
28 10 | mM | 100,0 10 90 | 100 | 1,00 |mM | 10,0
1% DMSO
29 15 |mM | 150,0 10 90 |100| 1,50 {mM | 15,0
30 20 | mM | 200,0 10 90 | 100 | 2,00 |mM]| 20,0
31 25 |mM | 250,0 10 90 | 100 | 2,50 |mM| 25,0
32 1 | mM - 10 90 |100| 0,10 {mM| -
33 2,5 | mM - 10 90 | 100} 0,25 |mM| -
34 5 |mM - 10 90 |100| 0,50 |mM| -
D
35 10 | mM - 10 90 |100| 1,00 |mM| -
1% DMSO
36 15 | mM - 10 90 | 100 | 1,50 |mM| -
37 20 | mM - 10 90 (100 2,00 |mM| -
38 25 | mM - 10 90 [100| 2,50 |mM| -
39 1 | mM - 10 90 |100| 0,10 |mM| -
40 2,5 | mM - 10 90 |100| 0,25 |mM| -
41 5 |mM - 10 90 |100| 0,50 |mM| -
E
42 10 | mM - 10 90 |100| 1,00 |mM| -
1% DMSO
43 15 | mM - 10 90 |100| 1,50 |mM| -
44 20 | mM - 10 90 |[100| 2,00 |{mM| -
45 25 | mM - 10 90 |[100| 2,50 |mM| -

Vi du thuc nghiém 15

36,3mg RebA, dugc bd sung 9,4ul DMSO (dugc san xuat boi FUJIFILM Wako
Pure Chemical Corporation, s6 model: 037-24053) tiép theo bd sung 929,0u1 PBS. Sau

d6, hon hop duge khudy bang cach tao dong chay ri dé thu dugc dung dich gdc c6 ndng
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do RebA bang 40mM.
Dung dich gbc va PBS thu dugc duoc lam lodng bing PBS chira 1% DMSO dé

thu dugc miu B-0,31mM dén miu B-20mM. Céac n@)ng do ctia RebA dugc mo ta trong
bang 3.

Vi du thuc nghiém 16

Dung dich hdn hgp trong nudc dugce didu ché bang cach tron 490g glyxerol,
100g RebA, va 10g este cta axit béo vdi polyglyxerol, va gia nhiét va hoa tan hén hop
& 70°C. Dung dich hdn hgp trong nude nay duoc bd sung 300g dau MCT duéi dang
chét béo va diu, va hdn hop nay duoc nhii hoa & tde do quay 8000 vong/phut bang may
tron ddng hoéa (dugc san xuit bai Tokushu Kika Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh
viéc khudy tron, hdn hop dugc 1am ngudi dén 40°C, va 100g nudc duge bd sung dé thu
dugc dung dich RebA da xtr ly.

1,4pl dung dich RebA di xur 1y thu dugc duge bd sung 10pl DMSO (dugce san
xuit béi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, s6 model: 037-24053) va
796,61 PBS. Han hop nay dugc khudy bing cach tao dong chay rdi dé thu dugc dung
dich gbc c6 ndng d6 RebA bang 20mM.

Dung dich gc dugc lam lodng, néu cén, bang PBS chira 1% DMSO dé thu duoc
mau B d3 xt 1y-0,31mM dén mau B da xi Iy-20mM. Céc ndng dd ctia RebA dugc md
ta trong bang 3.

Vi du thuc nghi€ém 17

Dung dich C thu dugc theo cach gidng nhu cach didu ché dung dich RebA da
xtr Iy trong vi du thuc nghiém 16 ngoai trir rang 100g RebA khong duoc sir dung va
490g glyxerol, 10g este cua axit béo véi polyglyxerol, 300g dau MCT, va 200g nudc
duoc st dung.

386,8ul dung dich C dugc b sung 10ul DMSO (duoc san xuat bsi FUIIFILM
Wako Pure Chemical Corporation, sé model: 037-24053) va 603,2 ul PBS. Hon hop nay
duoc khudy bang cach tao dong chay r6i dé thu duoc dung dich gbc ¢co ndng d6 duong
luong RebA bang 40mM.

Dung dich gbc duge 1am loang bang PBS chtra 1% DMSO dé thu duoc mau C-
0,31mM dén mau C-20mM. Bang 3 mo ta cac ndéng d6 duong luong RebA. Nong dd

duong lugng RebA dung dé chi ndng do ctia RebA trong mAiu B da xur Iy da cho cua vi
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du thuc nghiém 16 khi céc ndng do clia este cua axit béo voi polyglyxerol trong mau C
d3 cho va cac ndng do cua este cla axit béo vdi polyglyxerol trong mau B di xu ly da
cho 1a nhu nhau.

Vi du thuc nghiém 18

Theo cach giéng nhu trong vi du thuc nghiém 15, thu dugc mau B chira RebA
& ndng do gap hai lan ndng do trong miu B + C. Nghia 13, thu duoc mau B-0,62mM,
méiu B-2,5mM, miu B-10mM, v miu B-40mm. Nong d¢ sau cac ddu gach ndi la nong
do ctia RebA.

Theo cach giéng nhu trong vi du thyc nghiém 17, mau C chura este cua axit béo
véi polyglyxerol ¢ ndng do gip hai 14n ndng do trong mau B + C thu dugc. Nghia 13,
thu duoc miu C-0,62mM, miu C-2,5mM, miu C-10mM, va miu C-40mm. Nong do
sau cac ddu gach ndi 12 ndng d6 duong lugng RebA.

Céc lugng bang nhau ctia mau B va mAu C & cing mot ndng do (vi du, mau B-
0,62mm va mau C-0,62mM) dugc trdn dé thu dwgc méu B + C-0,31mM dén mau B +
C-20mM. Céc ndng d6 ciia RebA dugc md ta trong bang 3.

Vi du thuc nghiém 19

94,8ul glyxerol, dugc b6 sung 10ul DMSO (duoc san xuét bai FUJIFILM Wako
Pure Chemical Corporation, s6 model: 037-24053) va 895ul PBS. Hon hop nay dugc
khudy bang cach tao dong chay rdi @& thu duge dung dich gbc 6 ndng d6 dwong luong
RebA bang 20mM.

Dung dich géc thu dugc dugc lam loang, néu cén, bé“mg PBS chira 1% DMSO
8 thu duge miu D-0,31mM dén mau D-20mM. Bang 3 mo ta cac ndng do dwong luong
RebA. Nong d6 duong lugng RebA ding dé chi ndng do ctia RebA trong mau B d3 xir
ly @4 cho cta vi du thyc nghiém 16 khi ndng do clia glyxerol trong mau D d4 cho va céc
ndng do cla glyxerol trong mau B di xir Iy da cho 1a nhu nhau.

Vi du thuc nghiém 20

58,0ul diu MCT duoc bd sung 10ul DMSO (duge san xudt boi FUIIFILM
Wako Pure Chemical Corporation, s6 model: 037-24053) va 932,0ul PBS. Hon hop nay
dugc khudy bang cach tao dong chay rbi dé thu dugc dung dich gde co ndng do duong
lugng RebA bang 20mM.

Dung dich géc thu dugc dugc lam lodng, néu can, béng PBS chira 1% DMSO
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dé thu dugc miu E-0,31mM dén miu E-20mM. Bang 3 mo ta cac néng d6 duong lugong
RebA. Nong do duong lugng RebA dung dé chi ndng d6 ctia RebA trong mau B da xir
ly da cho cta vi du thuc nghiém 16 khi ndng d6 cia dadu MCT trong mau E da cho va
cac ndng dd cta ddu MCT trong méu B da xtt ly da cho 1a nhu nhau.

Tinh doc té bao

Trong cac didu kién duoc thé hién trong bang 3, cac mau thu dugc trong céc vi
du thuc nghiém tir 15 dén 20 néu trén dugc bd sung vao mai truong. Trong mdi trudng
thu duorc, cac té bao dugc nudi céy, va tinh doc té bao sau 2 gio va 24 gio duge do. Céc
quy trinh cu thé 12 nhu sau.

Céc té bao H716 duoc nudi cdy trong RPMI 1640 (dugc san xuit boi Thermo
Fisher Scientific Inc., s model 61870-036) (10% FBS (dugc sén xuét boi Gibeo, sb
model SH102770), natri pyruvat 1mM) trong tu 4 & 37°C, 5% COa. Cac té bao H716
dugc gieo trong dia 96 16 & ndng d6 2 x 10° t& bao/90ul/1d (dé danh gia té bao chét) va
trong cac dia 48 15 ¢ ndng dd 4 x 10° t& bao/180ul/15 (d€ danh gid hinh thai hoc). Ham
lugng ctia FBS trong moi truong khi cac té bao duoc gieo trong dia 1 0,5%. Sau 24 gid
tir khi gieo té bao, mau & mdi ndng dd dugc bd sung & ndng d6 10pl/1d (cac dia 96 13)
hodc 20ul/13 (cac dia 48 18). Cac ndng do cudi cing trong moi trudng dugce thé hién
trong cot “Mau F.C.” ctia bang 3. Sau hai gio tir khi bd sung méu, mdi mau & ndéng do
cao nhat (#1, #6, #10, #14, #18, #22, #26, #30 trong bang 3) dugc danh gia.

Panh gi4 bang cach st dung cac té bao chét 1am chi thi

Sau 2 gio va 24 gio tr khi bd sung mau, cac té bao dugc ly tdm & 100 x g trong
5 phat, va phan ndi 1én trén dugc loai bé. Dung dich propidi iodua (0,66pg/ml, lam
lodng & ty 1& 1:1500 trong PBS) dugc bd sung véi lugng S0pl/13, va cac té bao duge dé
yén & nhiét do trong phong trong 15 phut d8 nhudm cac té bao chét. Cac té bao dugc tao
huyén phu bang cach nho pipet, va sau d6 cac hinh anh turong phan pha va cac hinh anh
phat huynh quang dugc chup bang cach str dung kinh hién vi. Téng sb cac té bao duoc
dém dua trén cac hinh anh twong phan pha bang Imagel, va s6 lugng cua céac té bao chét
duge dém dua trén cac hinh anh phat huynh quang. Ty 1& té bao chét dugc tinh bang sd
lugng céac té bao dém duoc.

Ty 18 té bao chét (%) = sb luong cac té bao chét/tdng sb lugng cac té bao x 100

Mai ty 1& trong s0 ty 1€ té€ bao chét ¢ thoi diém bd sung mau duoc hiéu chinh
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bing cach lay ty 1¢ té bao chét sau 24 gidr tir khi gieo t& bao ma khong bd sung mau 14
0%, va ty 18 té bao chét khi cac té bao dugc dé yén trén nude d4 trong thoi gian 16n hon
hoic bang 30 phit trong didu kién etanol 70% 1a 100%. Céac két qua dugc thé hién trén
Fig.15. Fig.15a thé hién céc két qua sau 2 gid, va Fig.15b thé hién céc két qua sau 24
gio.

C6 thé nhan thy tir Fig.15a thé hién céc két qua sau 2 gio rang tit ca cac mau
khong lam chét té bao.

Ngoai ra, nhu c6 thé nhén thiy tir Fig.15b thé hién cac két qua sau 24 gio, ty 1&
t& bao chét 1a cao nhét khi mau B + C (néng dd RebA 2mM) duogc bd sung, nhung no6 &
cung mot mirc nhu ndng d6 thap nhit cia PMA. Céc mau khac voi mau B + C ¢o ty 18
té bao chét bing hoic thap hon so sanh am (-) (con dugc goi 1a dbi chimg am). Do do,
khong c6 kha ndng xdy ra sy chét té bao do miu B + C gay ra, va cdc mau khac khong
lam chét té bao.

Dénh gié bang cach st dung hinh thai hoc té bao lam chi thi)

Sau 2 gid va 24 gid tir khi bd sung mau, cac té bao duge chup anh bang kinh
hién vi, va su c6 mit va Véng mdt cua su thay dbi hinh thai hoc dugc kiém tra. Do mau
B da xu ly, mau C va mau B + C bi duc, nén viéc xac dinh khi st dung kinh hién vi & &
cac néng do bd sung 12 0,5mM va 2mM 12 kho khén. Tuy nhién, khi cac mau khac dugc
bb sung vao cac té bao H716, khong quan sét thdy c6 su thay d6i hinh théi hoc nhu co
hogc v té bao.

Béang 3 dugc thé hién dué6i ddy. So sanh duong trong bang 3 con dugc goi la d6i

chirng duong. So sanh am con dugc goi 1a doi ching am.
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Béng 3
) Chét. thir Nong o bé sung Puong MBu EC. Duong lugng
nghiém luong ppm ppm
So sanh Dung dich
am khong| 1 | chia 1% - - - -
kich thich DMSO
2 0,004 mM - 0,0004 | mM -
So sénh 3 PMA 0,016 mM - 0,0016 | mM -
duong 4 1%DMSO 0,063 mM - 0,0063 | mM -
5 0,25 mM - 0,025 mM -
6 1 mM - 0,1 mM -
7 0,31 mM 3,1 0,03 mM 0,3
8 B 1,25 mM 12,5 0,13 mM 1,3
9 | 1%DMSO 5 mM 50,0 0,50 mM 5,0
10 20 mM 200,0 2,00 mM 20,0
11 0,31 mM 3,1 0,03 mM 0,3
12 | Bdaxualy| 1,25 mM 12,5 0,13 mM 1,3
13 | 1%DMSO 5 mM 50,0 0,50 mM 5,0
14 20 mM 200,0 2,00 mM 20,0
15 0,31 mM - 0,03 mM -
16 C 1,25 mM - 0,13 mM -
17 | 1%DMSO 5 mM - 0,50 mM -
Chét thr | 18 20 mM - 2,00 | mM -
nghiém | 19 0,31 mM 3,1 0,03 mM 0,3
20 B+C 1,25 mM 12,5 0,13 mM 1,3
21 | 1%DMSO 5 mM 50,0 0,50 mM 5,0
22 20 mM 200,0 2,00 mM 20,0
23 0,31 mM - 0,03 mM -
24 D 1,25 mM - 0,13 mM -
25 | 1%DMSO 5 mM - 0,50 mM -
26 20 mM - 2,00 mM -
27 0,31 mM - 0,03 mM -
28 E 1,25 mM - 0,13 mM -
29 | 1%DMSO 5 mM - 0,50 mM -
30 20 mM - 2,00 mM -
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Vi du thuc nghiém 21

134,3mg RebA duoc bd sung 34,7ul DMSO (dugc san xuét bsi FUIIFILM
Wako Pure Chemical Corporation, sé model: 037-24053), tiép theo bd sung 3438l PBS.
Sau d6, hdn hop duoc khudy bing cach tao dong chay rdi @& thu dwoc dung dich gde co
ndng dd RebA biang 40mM.

Dung dich gbc thu dugc dugc lam lodng bang PBS chira 1% DMSO dé thu duoc
méiu B-1mM dén miu B-20mM. Cac ndng do ctia RebA duge md ta trong bang 4.

Vi du thuc nghiém 22

Dung dich C-1 thu dugc theo cach gidng nhu cich didu ché dung dich RebA di
xur 1y trong vi du thuc nghiém 16 ngoai trix rang 100g RebA dugc thay thé bang 100g
nude, va 10g este cia axit béo véi sucroza dugc st dung thay cho 10g este cla axit béo
véi polyglyxerol lam chét nhil hoa. Cu thé 13, dung dich hdn hop trong nude duge didu
ché bang cach tron 490g glyxerol, va 10g este ctia axit béo voi sucroza (duge san Xuét
béi Mitsubishi-Chemical Foods Corporation, HLB = 16), va gia nhiét va hoa tan hdn
hop ¢ 70°C. Dung dich hdn hop trong nudc nay duoc bd sung 300g ddu MCT duéi dang
chét béo va diu, va hdn hop nay dugce nhii hoa & tbc dd quay 8000 vong/phut bang may
tron ddng hoa (dugc san xuét boi Tokushu Kika Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh
viéc khudy tron, hdn hop duge lam ngudi dén 40°C, va 200g nuéc duge bd sung dé thu
dugc dung dich C-1.

580,2ul dung dich C-1 thu dugc duoc bd sung 15ul DMSO (dugc san xuét boi
FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, sb model: 037-24053) va 904,8ul PBS.
Hon hop nay duoc khudy bang cach tao dong chay rdi dé thu dwoc dung dich gdc c6
ndng dd duong lugng RebA bang 40mM.

Dung dich géc thu duge dugce 1am loang bing PBS chita 1% DMSO dé thu dugc
mau C-1-1mM dén miu C-1-20mM. Bang 4 md ta cac nong do duong luong RebA.
Nong do duong lugng RebA ding dé chi ndng do cia RebA trong miu B+C-1 da cho
cua vi du thuc nghiém 25 khi céac ndng do ctia glyxerol va chét nhii hoa trong mau C-1
da cho va cac ndng do cia glyxerol va chéit nhii héa trong miu B+C-1 da cho 1a nhu
nhau.

Vi du thuc nghiém 23

Thu duge miu C-2-1mM dén miu C-2-20mM theo cach gidng nhu trong vi du
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thuc nghiém 22 ngoai trir rang 10g lexitin da dugc cit bang enzym (dugc san xuét boi
Taiyo Kagaku Co., Ltd., HLB = 12,0) dugc st dung thay cho 10g este cta axit béo voi
sucroza (dugc san xuat boi Mitsubishi-Chemical Foods Corporation, HLB = 16). Bang
4 md ta cac ndng d6 duwong lugng RebA. Nong d6 duong lugng RebA dung dé chi ndng
do cua RebA trong méau B+C-2 da cho cta vi du thuc nghiém 26 khi céc néng do cua
glyxerol va chét nhil hoa trong mau C-2 da cho va cac ndng d6 cta glyxerol va chét nhil
hoa trong mau B+C-2 da cho 1a nhu nhau.

Vi du thuc nghiém 24

Thu dugc miu C-3-1mM dén miu C-3-20mm theo cach gidng nhu trong vi du
thuc nghi€m 22 ngoai trir rang 10g monoglyxerit cta axit hitu co (dugc san xuét boi
Taiyo Kagaku Co., Ltd., HLB = 9,0) duoc st dung thay cho 10g este cua axit béo voi
sucroza (dugc san xuAt bai Mitsubishi-Chemical Foods Corporation, HLB = 16). Bang
4 md ta cac ndng do duong lugng RebA. Nong do duong lugng RebA ding dé chi ndng
d6 cua RebA trong mau B+C-3 d3 cho cua vi du thuc nghiém 27 khi céac néng do cua
glyxerol va chét nhii héa trong mau C-3 da cho va cc ndng do cua glyxerol va chét nhii
hoéa trong mau B+C-3 da cho la nhu nhau.

Vi du thuc nghiém 25

Theo cach gidng nhu trong vi du thuc nghiém 21, thu dugc mau B chira RebA
& ndng do gap hai 14n ndng do trong miu B + C-1. Nghia 1a, thu duoc mau B-2mM, miu
B-5mM, mau B-10mM, mAiu B-20mM, miu B-30mm, va mau B-40mm. Néng dd sau
cac ddu gach ndi 12 ndng do clia RebA.

Theo cach gidng nhu trong vi du thuc nghiém 22, thu duge mau C-1 chtra este
cia axit béo vé6i sucroza & ndng do gap hai 1an ndng do trong mau B + C-1. Nghia 13,
thu dugc mau C-1-2mM, mau C-1-5mM, mau C-1-10mM, mau C-1-20mM, mau C-1-
30mm, va mau C-1-40mm. Néng d0 sau cac diu gach ndila néng d6 duong lugng RebA.

Céc lugng bang nhau cia mau B va mau C & cing mot ndéng d6 (vi du, mau B-
1-2mm va mau C-1-2mM) duoc tron dé thu dugc mau B + C-1-1mM dén miu B + C-
1-20mM. Céc néng dd ciia RebA duge md ta trong bang 4.

Vi du thuc nghiém 26

Thu dwoc miu B+C-2-1mM dén miu B+C-2-20mm theo cach gidng nhu trong

vi du thuc nghiém 25 ngoai trir ré‘mg 10g lexitin da duoc cit béng enzym (duoc san xuét
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boi Taiyo Kagaku Co., Ltd., HLB = 12,0) dugc str dung thay cho 10g este cia axit béo
v6i sucroza (dugc san xuét béi Mitsubishi-Chemical Foods Corporation, HLB = 16).
Céc ndng dd ciia RebA dugc md ta trong bang 4.

Vi du thuc nghiém 27

Thu dugc miu B+C-3-1mM dén miu B+C-3-20mm theo cach gidng nhu trong
vi du thuc nghiém 25 ngoai trir rang 10g monoglyxerit cuia axit hitu co (dugc san Xudt
bdi Taiyo Kagaku Co., Ltd., HLB = 9,0) dugc st dung thay cho 10g este cua axit béo
véi sucroza (dugc san xuit béi Mitsubishi-Chemical Foods Corporation, HLB = 16).
Céc ndng dd cua RebA dugc mo té trong bang 4.

Vi du thyc nghiém 28

13,1mg este cta axit béo v6i sucroza dugc bd sung 339l DMSO (dugc san xuét
béi FUITFILM Wako Pure Chemical Corporation, s model: 037-24053). Hdn hop nay
duoc khudy bang cach tao dong chay rdi va duogc 1am lodng 20 1in bang DMSO dé thu
dugc dung dich gbc co ndng dd duong lugng RebA bang 2000mM. Dung dich gbc thu
duoc duge bd sung PBS dé thu dugc dung dich 20mM.

Dung dich 20mM thu dugc dugc lam loadng, néu can, bing PBS chira 1% DMSO
dé thu dugc miu G-1-1mM dén miu G-1-20mM. Bang 4 mé ta céac néng do dwong
lugng RebA. Nong d6 dwong lugng RebA dung dé chi ndng d6 cia RebA trong mau B
+ C-1 da cho cuta vi du thuc nghiém 25 khi ndng do cua este clia axit béo véi sucroza
trong mau G-1 da cho va ndng do cua este clia axit béo vdi sucroza trong mau B + C-1
da cho 1a nhu nhau.

Vi du thuc nghiém 29

20,9mg lexitin da dugc cit bang enzym dugc bd sung 540ul PBS. Hon hop nay
duoc khudy bang cach tao dong chay rdi va duge lam lodng 20 1an bang DMSO (duoc
san xuét béi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, s model: 037-24053) dé thu
duoc dung dich gdc c6 nong do duong lugng RebA bang 2000mM. Dung dich gbc thu
duoc duge bd sung PBS va DMSO, va diéu ché duge dung dich 20mM (1% DMSO).

Dung dich 20mM thu dugc duogc lam loéng, néu can, bﬁng PBS chtra 1% DMSO
dé thu dugc miu G-2-1mM dén miu G-2-20mM. Bang 4 mb ta cac nong do duong
lugng RebA. Nong do duong lugng RebA ding dé chi ndng do cua RebA trong mau B

+ C-2 di cho cua vi du thyc nghiém 26 khi ndng do cua lexitin da dugc cit bang enzym
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trong mAu G-2 d4 cho va ndng do ciia lexitin da dugc cit bang enzym trong mau B + C-
2 da cho 1a nhu nhau.

Vi du thuc nghiém 30

Monoglyxerit ctia axit hitu co duge hoa tan & 60°C, va 905l DMSO duogc bd
sung vao 35,0mg monoglyxerit ctia axit hitu co hoa tan. Hon hop nay duoc khudy bang
cach tao dong chay rdi va dugc lam lodng 20 14n bang DMSO dé thu dugc dung dich
gbc ¢6 ndng do duong lugng RebA bang 2000mM. Dung dich gbc thu duge dugc bd
sung PBS dé thu dugc dung dich 20mM.

Dung dich 20mM thu dugc dugce lam loang, néu can, béng PBS chira 1% DMSO
8 thu duoc miu G-3-1mM dén miu G-3-20mM. Bang 4 md ta cdc ndng dd duong
lugng RebA. Nong do duong lugng RebA dung dé chi ndng d6 ciia RebA trong miu B
+ C-3 da cho cua vi du thuc nghiém 27 khi ndéng do cia monoglyxerit cla axit hiru co
trong mau G-3 da cho va ndng d6 cia monoglyxerit ciia axit hitu co trong mau B + C-3
da cho la nhu nhau.

Vi du thuc nghiém 31

Este cua axit béo véi polyglyxerol dugc hoa tan & 60°C, va 259ul DMSO (dugc
san xuét boi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, s6 model: 037-24053) duoc
bd sung vao 50l este cua axit béo véi polyglyxerol hoa tan, tiép theo bd sung 984pl
PBS. Hén hop nay dugc khudy bang cach tao dong chay rdi va duge 1am loang 20 lan
bing DMSO dé thu dugc dung dich gbc c6 ndng dd duong lugng RebA bang 400mM.

Dung dich géc va PBS thu dugc dugc st dung dé diéu ché dung dich 20mM.
Dung dich 20mM thu dugc duoc lam loéng, néu can, bz:fmg PBS chita 1% DMSO d thu
dwoc miu G-4-1mM dén miu G-4-20mM. Bang 4 mo6 ta cac ndng d6 duong lugng RebA.
Nong d duong lugng RebA dung dé chi ndng d6 clia RebA trong mau B + C da cho
cia cic vi du thuc nghiém 25-27 khi ndng d6 cua este cua axit béo vai polyglyxerol
trong mau G-4 da cho va ndng do ctia chit nhii hoa trong mau B + C da cho 1a nhu nhau.

Luong tiét GLP-1

MBOi trong s cac miu thu dugc trong cac vi du thuc nghié¢m tr 21 dén 31 néu
trén dugc st dung cho té bao, va luong tiét GLP-1 sau 2 gio va 24 gio duge do. Céac quy
trinh cu thé 1a nhu sau.

Céc té bao H716 duoc nudi cdy trong RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific
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Inc., sb model: 61870-036) (10% FBS (duoc san xut boi Gibeo, sé model SH102770),
natri pyruvat ImM) trong ti 4 & 37°C, 5% COs. Cac t€ bao H716 duoc gieo trong dia
96 15 & ndng dd 2 x 10° té bao/90ul/1d. Ham lugng ciia FBS trong méi truong khi cac té
bao dugc gieo trong dia 1a 0,5%.

Sau 24 gio tur khi gieo té bao, cac mau thu dugc trong cac vi du thuc nghiém tix
21 dén 31 nhu dugc thé hién trong bang 4 dugc bd sung vao mdi trudng véi lugng
10pl/15. Céc ndng d6 cudi cing trong mdi trudng duge thé hién trong cot “Mau F.C.”
clia bang 4.

Sau 2 gio va 24 gio tir khi bd sung mau, dia 96 15 dugc ly tam & 300 x g trong
5 phut, va phén ndi 1én trén ctia moi truong nudi cdy dugc thu hoi.

GLP-1 trong phin ndi 1én trén ctia mdi trudng nudi cdy thu hdi dugc dugc dinh
luong bang bo kit xét nghiém mién dich Human GLP-1 (7-36 amide) Immunoassay kit
(dugc san xuit boi PerkinElmer, Inc., s6 model: AL359C). Dbi voi cac gié tri dinh luong,
gi4 tri ndm ngoai pham vi cua dudng cong higu chudn va gay sai s6 dugc loai trir. Hon
nita, dd thi dang hop duge tao ra béng ph'?m mém phan tich théng ké R, va khi gia tri
nhé hon diém t& phan vi thtt nhat hodc 16n hon diém t& phan vi thtt ba bang hogc vuot
qua pham vi 1,5 diém t& phén vi, gia tri nay dugc loai trir dudi dang gid tri ngoai 1¢.

Céc két qua dugc thé hién trén Fig.16. Luong tiét GLP-1 trong dung dich chtra
1% DMSO ding lam d6i chimg khong kich thich, va luong tiét GLP-1 trong dung dich
nudc cia PMA (duoc san xuét boi FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 162-
23591) ding lam déi chting duong ciing dugc thé hién trén Fig.16. Dung dich nudc cta
PMA thu duoc bang cach bd sung 16,21ul DMSO vao lmg PMA dé didu ché dung dich
gbc; bd sung PBS vao dung dich gbc dé didu ché dung dich 1mM; va lam lodng n6 bang
PBS chua 1% DMSO.

Bang 4 duogc thé hién dudi day. So sdnh duong trong bang 4 con duoc goi la a6i

chimg duong. So sanh &m con dugc goi la doi chimg am.
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Béang 4
Lugng | Moi \
# Nbng d6 bd sung Puong b6 sung | truong Tong Mau F.C.
lugng ppm (u)
(D | (uD)
So sanh 4m
khong kich | 1 1%DMS0-1 ; 10 | 90 |100] -
hich chtra PBS
Sosanh | 2 PMA | 0,01 | mM - 10 90 | 100 |0,001| mM
dwong | 3 [(1%DMSO)| 1 | mM - 10 90 | 100 | 0,1 | mM
Chatthu | 4 1 | mM| 967,0 10 90 | 100 | 0,10 | mM
nghiém | 5 2,5 | mM | 24175 10 90 | 100 | 0,25 | mM
6 B 5 | mM | 4835,1 10 90 | 100 | 0,50 | mM
7 |(1%DMSO)| 10 | mM | 9670,1 10 90 | 100 | 1,00 | mM
8 15 | mM | 145052 10 90 | 100 | 1,50 | mM
9 20 | mM | 19340,2 10 90 | 100 | 2,00 | mM
10 1 |mM| 967,0 10 90 | 100 | 0,10 | mM
11 2,5 | mM | 24175 10 90 | 100 | 0,25 | mM
12 C-1 5 | mM | 48351 10 90 | 100 | 0,50 | mM
13 |(1%DMSO)| 10 | mM | 9670,1 10 90 | 100 | 1,00 | mM
14 15 | mM | 14505,2 10 90 | 100 | 1,50 | mM
15 20 | mM | 19340,2 10 90 | 100 | 2,00 | mM
16 1 | mM| 9670 10 90 | 100 | 0,10 | mM
17 2,5 | mM | 24175 10 90 | 100 | 0,25 | mM
18 c-2 5 | mM | 48351 10 90 | 100 | 0,50 | mM
19 [(1%DMSO)| 10 | mM | 9670,1 10 90 | 100 | 1,00 | mM
20 15 | mM | 14505,2 10 90 | 100 | 1,50 | mM
21 20 | mM | 19340,2 10 90 | 100 | 2,00 | mM
22 1 |mM| 967,0 10 90 | 100 | 0,10 | mM
23 2,5 | mM | 24175 10 90 | 100 | 0,25 | mM
24 C-3 5 | mM | 48351 10 90 | 100 | 0,50 | mM
25 |(1%DMSO)| 10 | mM | 9670,1 10 90 | 100 | 1,00 | mM
26 15 | mM | 14505,2 10 90 | 100 | 1,50 | mM
27 20 | mM | 19340,2 10 90 | 100 | 2,00 | mM
28| B+C-1 1 |mM| 9670 10 90 | 100 | 0,10 | mM
29 |(1%DMSO)| 2,5 | mM | 24175 10 90 | 100 | 0,25 | mM
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30 5 | mM | 4835,1 10 90 | 100 | 0,50 | mM
31 10 | mM | 9670,1 10 90 | 100 | 1,00 | mM
32 15 | mM | 145052 | 10 90 | 100 | 1,50 | mM
33 20 | mM | 19340,2 10 90 | 100 | 2,00 | mM
34 1 | mM| 967,0 10 90 | 100 | 0,10 | mM
35 2,5 | mM | 24175 10 90 | 100 | 0,25 | mM
36| B+C2 | 5 |mM | 48351 10 90 | 100 | 0,50 | mM
37 |(1%DMSO)| 10 | mM | 9670,1 10 90 | 100 | 1,00 | mM
38 15 | mM | 145052 | 10 90 | 100 | 1,50 | mM
39 20 | mM | 193402 | 10 90 | 100 | 2,00 | mM
40 1 | mM | 967,0 10 90 | 100 | 0,10 | mM
41 2,5 | mM | 24175 10 90 | 100 | 0,25 | mM
42| B+C-3 5 | mM | 4835,1 10 90 | 100 | 0,50 | mM
43 |(1%DMSO)| 10 | mM | 9670,1 10 90 | 100 | 1,00 | mM
44 15 | mM | 145052 | 10 90 | 100 | 1,50 | mM
45 20 | mM | 193402 | 10 90 | 100 | 2,00 | mM
46 1 | mM| 9670 10 90 | 100 | 0,10 | mM
47 2,5 | mM | 24175 10 90 | 100 | 0,25 | mM
48 G-1 5 | mM | 48351 10 90 | 100 | 0,50 | mM
49 |(1%DMSO)| 10 | mM | 9670,1 10 90 | 100 | 1,00 | mM
50 15 | mM | 14505,2 10 90 | 100 | 1,50 | mM
51 20 | mM | 19340,2 10 90 | 100 | 2,00 | mM
52 1 | mM | 9670 10 90 | 100 | 0,10 | mM
53 2,5 | mM | 24175 10 90 | 100 | 0,25 | mM
54 G-2 5 | mM | 4835,1 10 90 | 100 | 0,50 | mM
55 |(1%DMSO)| 10 | mM | 9670,1 10 90 | 100 | 1,00 | mM
56 15 | mM | 145052 | 10 90 | 100 | 1,50 | mM
57 20 | mM | 19340,2 | 10 90 | 100 | 2,00 | mM
58 1 | mM | 9670 10 90 | 100 | 0,10 | mM
59 2,5 | mM | 24175 10 90 | 100 | 0,25 | mM
60 G-3 5 | mM | 48351 10 90 | 100 | 0,50 | mM
61 |(1%DMSO)| 10 | mM | 9670,1 10 90 | 100 | 1,00 | mM
62 15 | mM | 145052 10 90 | 100 | 1,50 | mM
63 20 | mM | 19340,2 10 90 | 100 | 2,00 | mM
64 G-4 1 |mM| 9670 10 90 | 100 | 0,10 | mM
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2,5 | mM | 24175 10 90 100 | 0,25 | mM
5 | mM | 4835,1 10 90 100 | 0,50 | MM
10 | mM | 9670,1 10 90 100 | 1,00 | mM
15 | mM | 14505,2 10 90 100 | 1,50 | mM
20 4mM 19340,2 10 90 100 | 2,00 | MM
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* Ndng do tir #10 dén #69 duoc chi ra dudi dang ndng d6 ctia mau B da xir 1y.

Vi du thuc nghiém 32

Cac ty 1¢ phan bé cua steviosit, RebA, RebD, va RebM dugc do. Dé tham khao,

cac cong thirc chu tric cua steviosit, RebA, RebD, va RebM duoc thé hién dudi day.

7 19
I’/
'COOR,
Tén hop chit Ri R>
Rebaudiosit A
Glcp1,2(Glup1,3)Glup1- | Glepl-
(rebA)
Steviosit
Glcp1,2Glup1- Glcp1-
(stv)
Rebaudiosit D
Glep1,2(Glup1,3)Glup1- | Glep1,2Glcp1-
(rebD)
Rebaudiosit M
Glep1,2(Glup1,3)Glupl1- | Glef1,2(Glup1,3)Glup1-
(rebM)

Céc quy trinh do cu thé 12 nhu sau.

Sau khi mdi khoang 100ml nuée tinh khiét va toluen dugc nap vao phéu tach,

30mg mdi steviol glycosit dugc bd sung. Phéu tach duogc day kin dé tranh ro ri chét 1ong,

va khudy bang cach lic c6 st dung may lic trong khoang 30 phiit, va sau d6 dé yén. Khi
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16p chét 8ng tach riéng thanh hai 16p, ty 18 phin b duge do bang phép phan tich sic ky
16ng-phé khdi (liquid chormatography-mas spectrum, LCMS) sau khi viéc 14y mau dugc
thue hién tir mdi 16p.

Céc két qua do va cac hinh anh trong qué trinh thir nghiém dugc thé hién trén
Fig.17. Céc anh cta dung dich chira RebA sau thir nghiém dugc thé hién trén Fig.18.

Vi du thuc nghiém 33

1. Piéu ché mau

Céac miu SA-70A, SA-70B, SA-200A, SA-200B, SA-206A, SA-206B, SA-
207A va SA-207B duoc didu ché bang cac quy trinh sau ddy. Luu y ring mau c6 tén két
thiic bang chit A 1a mau dugc didu ché bing hoa tan RebA trong hé nudc. MaAu c¢6 tén
két thac bing chit B 1a mAu duoc didu ché bing cach phan tan RebA vao trong hé dau.

(SA-70A)

Dung dich hdn hop trong nudce thu dugc bang cach tron 487g glyxerol, 103g
RebA, va 10g este cua axit béo voi polyglyxerol (dugc san xuét bai Taiyo Kagaku Co.,
Ltd., HLB = 16,7), va gia nhi€t va hoa tan hdn hop & 70°C. Dung dich hdn hop trong
nude nay duoc bd sung 300g MCT lam chét béo va diu, va hdn hop nay dugc nhil hoa
& tc dd quay 8000 vong/phut bing may tron dong héa (dugc san xuét boi Tokushu Kika
Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh viéc khudy tron, hdn hop dugc lam ngudi dén
40°C, va 100g nuéc duoc bd sung dé thu dugc ché phim di dugc nhil hoa SA-70A.

(SA-70B)

Dung dich hdn hop trong nude thu duge bang cach tron 487g glyxerol va 10g
este cua axit béo véi polyglyxerol (dugc san xuét boi Taiyo Kagaku Co., Ltd., HLB =
16,7), va gia nhiét va hoa tan hdn hop & 70°C. Dung dich dugc tron trong dau thu dugc
bang cach tron 300g MCT va 103g RebA & nhiét d trong phong. Dung dich hdn hop
trong nudc nay dugc bd sung dung dich dugc tron trong dau, va hon hop nay dugc nhil
hoa & tbc do quay 8000 vong/phut bing may tron ddng hoa (dugce sén xuét boi Tokushu
Kika Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh viéc khudy tron, hdn hop duge 1am ngudi
dén 40°C, va 100g nuée dugce bd sung dé thu dugc ché pham da dugc nhii hoa SA-70B.

(SA-200A)

Dung dich hdn hop trong nude dugce didu ché bang cach tron 567g glyxerol,

103g RebA, va 30g este clia axit béo vdi polyglyxerol (dugc san xuét bai Taiyo Kagaku
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Co., Ltd., HLB = 16,7), va gia nhiét va hoa tan hdn hop & 70°C. Dung dich hdn hop

trong nudc nay duoc b sung 200g MCT lam chét béo va déu, va hon hop nay duge nhii

hoa & toc dd quay 8000vong/phut béng may tron dong hoa (dwgc san xuét béi Tokushu

Kika Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh viéc khqu tron, hdn hop duge lam ngudi

dén 40°C, va 100g nuée duge bd sung dé thu duoc ché phém da dugc nhiit héa SA-200A.
(SA-200B)

Dung dich hdn hgp trong nudc duge diéu ché bang cach tron 567g glyxerol va
30g este clia axit béo véi polyglyxerol (dugc san xuét béi Taiyo Kagaku Co., Ltd., HLB
= 16,7), va gia nhiét va hoa tan hdn hop & 70°C. Dung dich dugc tron trong dau thu
dugce br:ing céach tron 200g MCT va 103g RebA & nhiét do trong phong. Dung dich hdn
hop trong nude nay dugc bd sung dung dich dugc tron trong dau, va hdn hop nay dugc
nhii hoa & tée dd quay 8000 vong/phut bing may tron dong hoéa (dugc san xuét boi
Tokushu Kika Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh viéc khqu tron, hon hop dugc lam
ngudi dén 40°C, va 100g nuée duge bd sung dé thu duge ché pham da dwgc nhit hoa
SA-200B.

(SA-206A)

Dung dich hdn hgp trong nude duge didu ché bang cach tron 537¢g glyxerol,
103g RebA, va 60g este cta axit béo vdi polyglyxerol (dugc san xuét boi Taiyo Kagaku
Co., Ltd., HLB = 16,7), va gia nhiét va hoa tan hdn hop & 70°C. Dung dich hdn hop
trong nudc nay dugc bd sung 200g MCT lam chét béo va dau, va hdn hop nay duge nhil
hoa & tbc dd quay 8000 vong/phut bing may tron dong héa (duge san xuét boi Tokushu
Kika Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh vi€c khuéy tron, hdn hop dugce lam ngudi
dén 40°C, va 100g nudc duge bd sung dé thu dugc ché phdm da dugc nhil hoa so bd.
Sau d6, ché phdm d3 duoc nhii héa so bd nay dugc nhil héa min & &p suit 150MPa bing
méy phun kiéu w6t dé thu dugc ché pham da dugc nhii hoa SA-206A.

(SA-206B)

Dung dich hdn hgp trong nuée duge didu ché bang cach tron 578g glyxerol va
55g este cua axit béo vdi polyglyxerol (dugc san xuét boi Taiyo Kagaku Co., Ltd., HLB
= 16,7), va gia nhiét va hoa tan hdn hop & 70°C. Dung dich dugc tron trong dau thu
dugc bang cach tron 182g MCT va 94g RebA ¢ nhiét do trong phong. Dung dich hdn

hgp trong nude nay dugc bd sung dung dich dugc tron trong déu, va hdn hop nay dugc
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nhil héa & tdc dd quay 8000 vong/phit bing may tron ddng hoéa (duge san xuét béi
Tokushu Kika Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh viéc khuéy tron, hdn hop duoc lam
ngudi dén 40°C, va 91g nuéce dugce b6 sung dé thu dugc ché phim da dugc nhii héa so
b5. Sau do, ché phdm da duoc nhil hoa so bd nay duge nhii héa min & 4p suat 150MPa
bang may phun kiéu uét dé thu dugc ché phim da duge nhil hoa SA-206B.

(SA-207A)

Dung dich hdn hgp trong nuée duge didu ché bang cach tron 706g glyxerol, 34¢
RebA, va 60g este clia axit béo vai polyglyxerol (dugc san xuét boi Taiyo Kagaku Co.,
Ltd., HLB = 16,7), va gia nhiét va hoa tan hdn hgp & 70°C. Dung dich hdn hop trong
nude nay duoc bd sung 100g MCT lam chét béo va dau, va hdn hop nay dugc nhii hoa
& toe d6 quay 8000 vong/phit bing may tron ddng hoa (duge san xuét boi Tokushu Kika
Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh viéc khudy tron, hon hop duge lam ngudi dén
40°C, va 100g nudc dugce ) sung dé thu duoc ché phém da duoc nhil hoa so bd. Sau
do, ché phém da dugce nhil héa so bd nay dugc nhii hoa min ¢ ap suét 150MPa béng may
phun kiéu w6t dé thu dwoc ché phim da dwoc nhil hoa SA-207A.

(SA-207B)

Dung dich hdn hop trong nude dugce didu ché bang cach tron 706g glyxerol va
60g este cta axit béo vdi polyglyxerol (dugc san xuét boi Taiyo Kagaku Co., Ltd., HLB
= 16,7), va gia nhiét va hoa tan hdn hgp & 70°C. Dung dich dugc trdn trong dau thu
dugc bang cach tron 100g MCT va 34g RebA 6 nhiét d trong phong. Dung dich hdn
hop trong nudc nay dugc bd sung dung dich dugc tron trong dau, va hdn hop nay dugc
nhil hoa ¢ tbc dd quay 8000 vong/phut bing mdy tron dong hoéa (duge san xuét béi
Tokushu Kika Kogyo Co., Ltd.). Sau khi hoan thanh viéc khqu tron, hon hop dugc lam
ngudi dén 40°C, va 100g nude dugce b sung dé thu duge ché phim da dugc nhil hoa so
bd. Sau do, ché phém da dugce nhii hoa so bd nay dugce nhii héa min & ap sut 150MPa
bing may phun kiéu wdt dé thu dugc ché phim da duoc nhii héa SA-207B.

2. Péanh gi4 do 6n dinh cta nhil twong

D6 4n dinh duge danh gia bang cach str dung cdc mau dugc diéu ché trong phan
1 néu trén. Cac quy trinh cu thé ctia viéc danh gi4 nay la nhu sau.

2.1. Do kich thudc hat ctia cac hat d3 duoc nhii héa ngay sau khi diéu ché

Kich thuéc hat trung binh cua céac hat da duoc nhil hoa trong mdi mau ngay sau
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khi didu ché duogc do. Cu thd 13, mdi mAu ngay sau khi diéu ché duoc 1am loang thich
hop bang nuée trao dbi ion dé cudong do tan xa laze bang khoang 1%, va sau d6 kich
thuge hat duoc do béng may do phéin bd kich thude hat kiéu nhiu xa/tdn xa laze
(Spectris Co., Ltd., Malvern Panalytical).

2.2. Po kich thudc hat cia cac hat d3 duoc nhii hoa sau khi bado quan lanh

MO&i mau duge dé yén trong ti lanh & 4°C trong 2 thang. Sau do, kich thudc hat
cta céac hat dd duge nhii héa dugc do theo cach gibng nhu trong phan 2.1.

Céc két qua duoc thé hién trong bang dudi day.

50/81

Bang 5
SA-70 SA-200 SA-206 SA-207
(%)
A | B A | B A B A B
RebA 10,3 10,3 10,3 | 94 3,4
MCT 30,0 20,0 20,0 | 18,2 10,0
Chat nhil héa 1,0 3,0 6,0 | 5,5 6,0
Glyxerol 48,7 56,7 53,7 | 57,8 70,6
Nudc 10,0 10,0 10,0 | 9,1 10,0
Téng 100,0 100,0 100,0 | 100,0 100,0
‘Kich thude hat cua cac hat da _
dugc nhii hda (um) 0,40 | 0,27 [ 0,20 | 0,17 | 0,07 | 0,08 | 0,06 | 0,06
khi diéu ché
Kich thudc hat ctia cac hat da
dugc nhii héa (um)
. 0,36 0,29 10,20 0,18 | 0,11 | 0,10 | 0,09 | 0,10
sau khi bao quan lanh trong 2
thang

3. Danh gia cac dic tinh huong vi

Chc dic tinh huong vi duoc dénh gia bing cach st dung mau dugc diéu ché

trong phan 1 néu trén. Céc quy trinh cu thé ctia viéc danh gi4 nay 1a nhu sau.

RebA dugc hoa tan trong nude tinh khiét dé diéu ché dung dich nuéc c6 nong
do RebA bang 467ppm, dugc stt dung lam d6i chimg. Tiép theo, nudce tinh khiét dugc
bd sung vao mdi miu dugc didu ché trong phan 1 néu trén dé diéu ché dung dich nudc

6 ndng d6 RebA bang 467ppm. Viéc danh gia huong vi clia mdi dung dich nuéc dugc
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hién trong cot tong cia bang duéi day.

- ZOOA 206A 207A

fz 13
Mirc kéo dai vi ngot 3 1 2 1
Bl e 1 i4 2 ';’3
tbng 5
-
B R
Mirc kéo dai vi ngot 3 2 1 2
;DC) ’déng 4 . 2 §14 3
téng 11 6 5 6

4. Déanh gia cac dac tinh khéc sau khi bao quan
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thuc hién bdi bay ngudi tham gia thir nghiém cam quan da dugc dao tao k¥ theo ting
0,5 diém 1y dbi chung 1a 3 diém. Cac gia tri trung binh dugc tinh, va chiung duoc xép
hang. Huong vi dugc danh gia boi cudng do ngot, mirc kéo dai vi ngot, va cuong do
ding. Nhitng dic tinh c6 cing diém duoc dit & cung mot thir hang. Cac thr hang dugc

thé hién trong mdi cdt muc danh gia cia bang dudi day. Tbng cua cac thir hang dugc thé

Do 6n dinh cua nhii tuong, cac dic tinh huwong vi, va do 4n dinh khi rung sau

trén. Céc quy trinh cu thé ctia viéc danh gi4 nay 1a nhu sau.

khi bado quan dugc danh gia bang cach st dung mau dugc didu ché trong phan 1 néu

16990,3mg miu SA-70A dugc bd sung 3,483ml nude tinh khiét dé thu dugc

mdi dung dich danh gia la nhu sau.
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dung dich danh gia 70A. Dung dich dénh gia 206A ciing dugc diéu ché theo cing mot
cach ngoai trir ring miu SA-206A dugce sir dung thay cho miu SA-70A. Ché phim cta
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Bang 7
70A 206A
Luong mau (mg) 16990,3 16990,3
Ty 18 RebA trong mau (%) 10,3 10,3
Duong lugng RebA (mg) 1750,0 1750,0
Luong nudc tinh khiét duoc bd 3483.0 3483.0
sung (ml)
Tong lwong (ml) 3500 3500
Nong d6 RebA (ppm) 500,0 500,0

Dung dich danh gia 70A va dung dich danh gid 206A thu dugc dugc dé yén
trong t lanh c6 nhiét do bén trong bing 5°C trong 4 tuan. Mot dung dich dénh gia 70A
khac va mot dung dich danh gia 206A khac dugc dé yén trong budng 6n nhiét & 55°C
trong 4 tuan.

Ngoai ra, dung dich dénh gia 70A va dung dich dénh gid 206A sau khi dugc
diéu chinh do pH ctia ching dén 2,5 bang cach sir dung cac anhydrit axit xitric duoc aé
yén trong ti lanh c6 nhiét 4o bén trong bang 5°C trong 4 tudn. Mot dung dich danh gia
70A khéac va mot dung dich danh gia 206A khéac sau khi dugc diéu chinh d6 pH cua
chiing dén 2,5 bang cach st dung céc anhydrit axit xitric dugc dé yén trong budng 6n
nhiét & 55°C trong 4 tuan.

4-1. Do 6n dinh ctia nhii trong sau khi bdo quan

Quan sat vé bé ngoai ciia bé mat chét 16ng ctia cac dung dich dénh gia sau 4 tudn

d8 yen. Céc két qua dugc thé hién trong bang dudi day.

Béang 8
Nhiét d6 khi dé yén
5°C 55°C
Khong didu 70A | Khong ¢6 ddundilén | Khong c6 dau néi lén

chinh d6 pH 206A | Khong c6 dau ndilén |Khoéng c6 dau ndi lén

70A | Daunoi 1én Dau noi 1én

b6 pH=2,5 - .
206A | Khong c6 daundilén | Khong c6 dau noi lén
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4-2. Anh hudng clia nhiét d6 bao quan 1én cac dic tinh huong vi

Anh huéng cua nhiét do khi dé yeén 1én huong vi dugc kiém tra. Cac quy trinh
cu thé 13 nhu sau.

Dung dich danh gia 70A c6 nhiét do khi dé yén bang 5°C va khong diéu chinh
d6 pH duoc st dung lam d6i chimg. Huong vi cia dung dich dénh gia 70A ¢6 nhiét do
khi dé yén bang 55°C va khong diéu chinh d6 pH dugc danh gid theo timg 0,5 diém, lay
danh gia ciia dbi ching 1a 5 diém. Nhitng ngudi tham gia thit nghiém 1a bdn ngudi tham
gia thir nghiém cam quan da dugc dao tao ky. Gia tri trung binh cua cac danh gia cia
nhitng ngudi tham gia thtr nghiém dugc tinh.

Theo cung mot cach, dung dich danh gia 206A c6 nhiét do khi dé yén br?lng 5°C
va khong diéu chinh d6 pH dugc st dung lam dbi ching, va huong vi ciia dung dich
danh gid 206A c6 nhiét do khi dé yén bing 5°C va khong diéu chinh do pH dwgc dénh
gia theo tung 0,5 diém.

Theo cung mot cach, dung dich danh gia 70A c6 do pH=2,5 c6 nhiét d khi dé
yén béng 5°C duoc st dung lam débi ching, va huong vi cia dung dich danh gia 70A c6
do pH=2,5 c6 nhiét do khi dé yén bang 55°C dugc danh gia theo ting 0,5 diém.

Theo ciing mot cach, dung dich danh gid 260A c6 do pH=2,5 ¢4 nhiét dd khi dé
yén bang 5°C dugc st dung 1am dbi ching, va huong vi cua dung dich danh gia 260A
¢6 6 pH=2,5 ¢6 nhiét do khi dé yén bing 55°C dugc danh gia theo timg 0,5 diém.

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.19. Ngoai ra, cac binh luén clia nhitng ngudi
tham gia thir nghiém dugc mo ta dudi day.

70A, khong diéu chinh d6 pH;

Vi nhe khong déng, tring duc va hoi mat. Diu nhe hon va it ding hon. D6 tring
sita ting. D& udng. P9 twoi mat it hon mot chit, nhung khong bi bién chét nghiém trong.

260A, khong diéu chinh do pH;

Vi nhe khong déng, tring duc va hoi mat. Diu nhe hon va it déng hon. o tréng
sita ting. Khong thay dbi vé do ngot. Khong thay d6i. Po tuoi mat it hon mot chut,
nhung khong bi bién chit nghiém trong.

70A, pH=2,5

Vi chua duoc giam bét. DO chua tang thém. Vi c6 mot chut manh. D§ chua nhe
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hon. Tét. Diu nhe hon mdt chat va it chua gét.

206A, pH=2,5;

Vi chua dugc giam bét. DY chua ting thém. Nhung d& ubng. Khong thay doi. It
déng hon. Tét. Diu nhe hon mot chut va it chua gét.

4-3. Thtr nghiém tdng do rung

Déi vé6i cac dung dich danh gia sau 4 tuin dé yén & 5°C, hé s6 hép thu & budc
séng 680nm dugc do bang phd quang ké (UV1800 UV spectrophotometer, dugc san
xuét boi SHIMADZU CORPORATION).

Cac dung dich danh gid sau d6 dugc ly tdim ¢ 3000 vong/phut trong 30 phut, va
hé sb hip thu & budc séng 680nm duge do d6i voi cac dung dich danh gié sau khi ly
tAm. Muxc chénh léch vé hé sb hép thu giita trudc va sau khi ly tdm Aabs duoc tinh. Dung
dich nao ¢6 Aabs nhé hon hodc bang 0,02 dugc danh gia 1a “t5t” vi ¢6 do on dinh cua
nhii trong trong qua trinh rung rat tot.

Céc két qua duogc thé hién trén Fig.20.

5. Murc do giam cudong do ngot

Mitrc do giam cudng do ngot do sy nhii héa dugc danh gia béng cach s dung
mau SA-70A va miu SA-206A duoc didu ché trong phan 1 néu trén. Cac quy trinh cu
thé dé danh gi4 1a nhu sau.

RebA duogc hoa tan trong nudce tinh khiét dé diéu ché dung dich nudc 467ppm,
dugc st dung lam dbi ching. Tiép theo, mbi mau duoc diéu ché trong phf?m 1. duge bd
sung vao nudc tinh khiét dé didu ché dung dich nudc c6 ndng do RebA bang 467ppm.
Sau do, bbn ngudi tham gia thit nghiém cam quan da duoc dao tao ky da xac dinh cuong
d6 ngot ctia mdi dung dich nudce gan bang cudng do ngot ndo trong s6 Brix 2, 5, 8, 11,
va 14. Gia tri trung binh cua cac két qua danh gi4 ctia nhitng nguoi tham gia thir nghiém
duoc tinh. Cac két qua dugc thé hién trén Fig.21.

Vi du thuc nghiém 34

Theo cach gidng nhu trong trong phén “4. Danh gié cc dic tinh khac sau khi
béo quan” trong vi du thuc nghiém 33, thu dugc dung dich danh gia 70A va dung dich
danh gid 206A.

Dung dich danh gia 70A va dung dich danh gia 206A dugc 1am lodng bang PBS
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chira DMSO dé diéu ché cac dung dich dugc lam lodng cé cac néng dd RebA duoc thé

hién trong cot ndng do bd sung ctia bang dudi day.

Mot dung dich dénh gia 70A khac va mot dung dich danh gia 206A khac dugc

dé yén trong budng én nhiét & 55°C trong 4 tudn. Dung dich danh gia 70A va dung dich
danh gia 206A sau khi dé yén dugc lam loang bang PBS chira DMSO dé diéu ché céc

dung dich dugc lam lodng c6 cac ndéng dd RebA duoc thé hién trong cot ndng dd bd

sung cua bang dudi day.

Pé l1am 1am ddi chung khong kich thich (so sanh &m), dung dich chira 1%

DMSO dugc didu ché. Ngoai ra, dé 1am déi ching duong, dung dich dugc diéu ché bang
cach lam loang PMA (duogc san xudt bai FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation,
s6 model: 162-23591) béng DMSO 1% dé co néng do duoc thé hién trong cot néng do

bd sung ciia bang dudi day.

Béang 9

Luong bd sung va ndng dd cudi cling ciia moi chat thir nghiém

Ndng d6 bd Luong | Mo Téng N§ng do
# sung b0 sung | truong () cudi cung
(mM) (u) (u) (mM)
Dung dich chtra
1 1% DMSO - 10 90 100 -
2 PMA 0,01 10 90 100 0,001
3] (1% DMSO) 1 10 90 100 0,100
4 0,25 10 90 100 0,025
5 0,5 10 90 100 0,050
6 1 10 90 100 0,100
7 704 2,5 10 90 100 0,250
8 5 10 90 100 0,500
9 10 10 90 100 1,000
10 0,25 10 90 100 0,025
11 0,5 10 90 100 0,050
12 1 10 90 100 0,100
13 TOA4W 2,5 10 90 100 0,250
14 5 10 90 100 0,500
15 10 10 90 100 1,000
16 206A 0,25 10 90 100 0,025
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17 0,5 10 90 100 0,050
18 1 10 90 100 0,100
19 2,5 10 90 100 0,250
20 5 10 90 100 0,500
21 10 10 90 100 1,000
22 0,25 10 90 100 0,025
23 0,5 10 90 100 0,050
24 1 10 90 100 0,100
25 200A4W 2,5 10 90 100 0,250
26 5 10 90 100 0,500
27 10 10 90 100 1,000

Trong céc diéu kién duogc thé hién trong bang néu trén, cac dung dich da dugc
lam lodng s tir 1 dén 27 duoc bd sung vao mdi trudng, va cac té bao dwoc nudi cy
trong méi truong thu duge. Céc quy trinh cu thé 1a nhu sau.

Céc té bao H716 duge nudi cdy trong RPMI 1640 (duge san xuét bdi Thermo
Fisher Scientific Inc., s6 model 61870-036) (10% FBS (dugc san xuét bai Gibeo, sd
model SH102770), natri pyruvat ImM) trong ti 4 & 37°C, 5% CO.. Cac té bao H716
duge gieo trong dia 96 15 & ndng do 2 x 10° té bao/90ul/15 (dé dénh gid té bao chét) va
trong cac dia 48 18 & ndng do 4 x 10° t& bao/180ul/15 (dé danh gid hinh thai hoc). Ham
lugng cua FBS trong moi trudong khi cac té bao dugc gieo trong dia 1a 0,5%. Sau 24 gid
tréi qua ké tir khi gieo té bao, cac dung dich di duoc lam loang s6 tir 1 dén 27 dugc bd
sung vao cac 16 véi lugng 10u1/156. Céc ndng do cudi ciing ctia RebA trong moi trudng
sau khi bd sung cac dung dich da dugc lam lodng dugc thé hién trong cot “Néng d6 cubi
cung (mM)” clia bang néu trén.

Kha nang séng sét cua té bao dugc kiém tra sau 2 gid va 24 gio tir khi bd sung
cac dung dich di duoc lam lodng. Khong co6 vén dé v6i bit ky mau nao.

Sau 2 gi¢ va 24 gio tu khi bd sung cac dung dich da dugc lam loang, dia 96 15
duoc ly tAm & 300 x g trong 5 phut, va phan nbi 1én trén ctia mdi truong nudi chy duoc
thu hdi.

GLP-1 trong phan ndi 1én trén ctia moi truong nudi cdy thu hdi dugce duoc dinh
luong bang bb kit xét nghiém mién dich Human GLP-1 (7-36 amide) Immunoassay kit

(dugc san xuét béi PerkinElmer, Inc., sé model: AL359C). Dbi voi cac gia tri dinh luong,
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gia tri nam ngoai pham vi ctia dudng cong hiéu chudn va gay sai s6 dugc loai trir. Hon
nita, dd thi dang hop dugc tao ra bang phan mém phan tich thdng ké R, va khi gia tri
nhé hon diém t& phan vi tha nhat hodc 16n hon diém ti phan vi thtt ba bang hodc vuot
qua pham vi 1,5 diém tr phan vi, gid tri ndy dugc loai trir dudi dang gia tri ngoai 1¢.

Céc két qua duoc thé hién trén Fig.22.
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YEU CAUBAO HOQ

1. Ché phim bao gdm hat da dugc nhil héa bao gdm thanh phan thic ddy tiét GLP-1
ludng tinh va chét nhii hoa, trong do:

chat nhil hoa 1a chit nhii hoa dau trong nudec;

thanh ph.:?ln thic déy tiét GLP-1 dugc hop nhét vao trong hat da dugc nhil hoa;
va

chit nhii hoa bao gdm it nhat mot thanh phén duoc chon tir nhém bao gdm este
ctia axit béo véi polyglyxerol, este cta axit béo véi propylen glycol, lexitin dugc xir ly
bang enzym, este clia axit béo v6i sucroza, va monoglyxerit ctia axit hitu co.
2. Ché phim theo diém 1, trong d6 thanh phan thac diy tiét GLP-1 1a rebaudiosit A.
3. Ché phim theo diém 1 hodc 2, trong d6 gia tri can bing ua nudc-ua chét béo
(hydrophilic-lipophilic balance, HLB) cua chét nhil hoa ndm trong khoang tir 7 dén 18.
4. Ché phim theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6 nhém wa nudc cla
chit nhii héa dugc dan xudt tir thanh phan c6 tinh ngot.
5. Ché phim theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 4, trong d6 chét nhii héa bao
gdm it nhit mot chét nhii héa duge chon tir nhém gdm co este cia axit béo véi
polyglyxerol va este cua axit béo vdi sucroza.
6. Ché phim theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 nhém wa nude cua
chit nhil héa bao gdm nhém phosphat.
7. Ché phim theo diém bat ky trong s& cac diém tir 1 dén 6, trong do ty 1€ ciia chit nhii
héa trén thanh phan thic ddy tiét GLP-1 nim trong khoang tir 0,02 dén 50% khdi luong.
8. Ché phdm theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 ché pham nay bao
g6m chét nhii héa theo ty 1¢ ndm trong khoang tir 0,1 dén 5% khéi luong.
9. Ché phim theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 8, trong d6 ché pham nay bao
gbm thanh phan thtic day tiét GLP-1 theo ty 1& nim trong khoang tir 1 dén 20% khoi
lugng.
10. Ché phém dung dé cai thién su chuyén héa duong, kim ham sy them an, hodc ngan
ngira hodc cai thién bénh dai thdo duong hodc bénh béo phi, ché phdm nay bao gdm hat
d4 duoc nhii hoa bao gdm thanh phan thuc ddy tiét GLP-1 ludng tinh va chit nhil hoa,

trong do:
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chit nhii héa 1a chit nhii héa dau trong nuéc;

thanh phan thuc ddy tiét GLP-1 dugc hop nhét vao trong hat da dugc nhii hoa;
va

chat nhii hoa bao gdm it nhat mot thanh phén dugc chon tir nhém bao gdm este
cla axit béo vdi polyglyxerol, este cua axit béo vdi propylen glycol, lexitin duge xur ly
bang enzym, este cua axit béo vdi sucroza, va monoglyxerit cta axit hiru co.
11. Db udng bao gdm ché phim theo diém bAt k¥ trong sb cac diém tir 1 dén 10.
12. Thuc phdm bao gbm ché phdm theo diém bat ky trong sd cac diém tir 1 dén 10.
13. Dugc phdm bao gdm ché phdm theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 10.
14. Phuong phép san xuét ché phim theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 10,
phuong phap nay bao gdm céc budc:

tron chit nhii héa diu trong nuéc, thanh phan thac ddy tiét GLP-1 ludng tinh,
va mdi trudng nudc dé didu ché hdn hop; va

bo sung chat béo va dau vao hon hop va khuay tron.
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