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(57) Sang ché d& cap dén phuong phap phan tich axit mucopolysacarit hoic mubi
ctia né ¢ trong mAu thi nghiém, bao gém thuc hién kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh
lugng mAu thi nghiém chira axit mucopolysacarit hodc mudi cia né, kiém tra dinh tinh
bao gém: budc dién di 12 budc dwa miu thi nghiém di dién di st dung mang; budc
nhudm 1a budc nhudém mang sau khi dién di v6i xanh Alcian; va budc phat hién 1a
budc xac dinh loai axit mucopolysacarit hoic mudi cia né trong miu thi nghiém tir
mAu vach tao thanh tir budc nhudm, kiém tra dinh lrong bao gdm budéc dinh luong do
mau 12 bude phan tich dinh lugng axit mucopolysacarit hoic mudi cia né trong mau
thi nghiém bing phwong phap do mau st dung thudc nhudm c6 thé phat hién axit

mucopolysacarit hodc mudi cia né.
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Linh vye ky thuit dwee dé cap

Sang ché @& cap dén phuong phap phan tich axit mucopolysacarit hozic mudi
clia n6 ¢ trong miu thi nghiém. Sang ché ciing d& cap dén phwong phéap phan tich
dinh lwong chondroitin sulfat hodc mudi ctia né c6 trong mau thi nghiém. Sang ché
cling d& cap dén phuong phap kiém tra kiém soat chét lwong cho san phdm chira axit
mucopolysacarit hoic mubi ciia né.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Axit mucopolysacarit 14 mucopolysacarit c6 nhém axit trong chu tric cla
chiing ching han nhu axit carboxylic. Axit mucopolysacarit dugc phan loai thanh vi dy
nhu chondroitin sulfat, axit hyaluronic va dermatan sulfat, theo loai va sy két hop cia
axit uronic (hodc galactoza) v6i dudng amino cdu thanh nén cdc don vi disacarit ctia
n6. Nghién ctru dinh tinh va dinh lugng vé axit mucopolysacarit, 12 chét c6 hoat tinh
sinh hoc in vivo, rit hitu ich trong cc trudng hop ching han nhu d4nh gid hodc xac
dinh anh huéng mong dgi cta thuc phém ty nhién hodc thube va kiém soat chét lugng
san phim.

Chondroitin sulfat 13 axit mucopolysacarit chira cadc don vi ldp lai disacarit cia
axit D-glucuronic Vé N-axetyl-D-galactosamin trong d6 nhém hydroxit bi sulfat hoa &
mot sb vi tri.

Phuong phéap phén tich dinh lugng chondroitin sulfat da biét 1a HPLC trong d6
chondroitin sulfat bi thiy phan bdi chondroitinaza ABC va lugng disacarit khong bao
hoa tao thanh duoc x4c dinh bing HPLC. Phuong phip phén tich dinh lugng luong

chondroitin sulfat ngoai HPLC bao gdm phuong phép trong lugng sit dung bari sulfat
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@& phat hién hop chit chira nhém sulfat, phuong phap st dung carbazol-axit sulfuric
dé phat hién axit glucuronic va hgp chét khir lvu huynh va phuong phap do mau xanh
Alcian d& phat hién axit mucopolysacarit.

Pién di mang di dugc st dung lam phuong phdp phén tich axit
mucopolysacarit. Tai li¢u phi sang ché 1 bao cdo dién di miu chira axit
mucopolysacarit ching han nhu chondroitin sulfat trén mang nitroxenlulaza
Immobilon (tén san phdm, Millipore) dé phan tich va nhén dién axit mucopolysacarit
bing cach nhuém xanh Alcian. Mang dugc st dung trong tai liéu phi sdng ché 1 1a
mang két hop clia nitroxenluloza va xenluloza axetat.

Danh muc tai liéu trich din

- Tai liéu phi sang ché

Tai liéu phi sang ché 1: Volpi N., Anal. Biochem., 240, 114-118 (1996)

Ban chit k§ thuit ciia sang ché

- Vén dé k¥ thuat

Trong trudng hgp bd sung axit mucopolysacarit vao thyc pham tur nhién hodc
thudc 1am thanh phan hoat tinh, viéc x4c dinh loai va lugng clia axit mucopolysacarit
cAn dugc bd sung vao san phim 14 rit quan trong. Tuy nhién, axit mucopolysacarit la
mot trong cac thanh phén khé phén tich béi vi ching ¢ chu trac don vi chu thanh
twong tu nhau va do d6 c6 tinh dic hiéu twong ty nhau. Méc du HPLC duogc biét 1a
phuong phép phan tich dinh lugng chondroitin sulfat nhu da mo ta & trén, viéc phéan
tich san phAm hogic chét twong ty bing HPLC khong may 12 nhay véi ta dugce va céc
thanh phan khéac dugc bd sung vao san phdm (vi du, polyphenol hoat dong nhu mot
chét trc ché enzym). Ngoai ra, vi du 13, HPLC yéu cAu thiét bi HPLC dt va cong kénh
va hydrolaza dugc sit dung dé phan giai chondroitin sulfat va mAu chuin tham chiéu
duoc sir dung dé nhan biét chondroitin sulfat 1a d4t. MAu chudn tham chiéu thich hop

c¢6 thé khong c6 ban trén thi trudng ma phu thudc vao ngudn chondroitin sulfat. Do do,
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can c6 phuong phéap c6 thé phan tich axit mucopolysacarit hosic mudi ciia né6 mdt cach
don gian véi gia thanh thip hon ma khong cin dén thiét bj cong kénh nhur vay. Trong
cac phuong phap phéan tich dinh lugng ngoai HPLC dugc md ta & trén, phuong phap
trong luong st dung bari sulfat giip phai vin dé v tinh dic hiéu do né phén tich dinh
lwong nhém sulfat cling ¢ trong céc hop chit khac axit mucopolysacarit. Ngoai ra,
phan tich dinh lwong bang phuwong phap st dung carbazol-axit sulfuric hoic phuong
phap do mau xanh Alcian khong thé x4c dinh loai axit mucopolysacarit c6 trong mau.
Tai li€u phi séng ché 1 dé cap dén viéc chay dién di dé phéan tach mot s6 loai axit
mucopolysacarit va xac dinh mat d¢ vach trén mang bang ty trong ké. Tuy nhién, viéc
x4ac dinh mit d6 vach duong nhu khong cho phép phén tich dinh luwgng axit
mucopolysacarit trong cac san phim ching han nhu thyc phdm tu nhién véi d6 chinh
X4c cao.

Muc dich ctia séng ché nay 1a dé xut phwong phap phan tich cho phép xéac dinh
loai va phan tich dinh lugng axit mucopolysacarit hodc mubi cia n6 c¢6 trong mau
thong qua cac budc don gian.

- Giai phap k¥ thuat

Thong qua céc nghién ctru chuyén sau dé giai quyét van dé nay, cac tic gia
sang ché tap trung vao phuong phép do mau (phuong phép dinh lugng do mau) bao
gbém phuong phap do mau xanh Alcian 12 mdt trong céc phuong phap phan tich dinh
lugng axit mucopolysacarit. Cac tac gia sang ché sau d6 da tién dén str dung két hop
gifta kiém tra dinh tinh bao gbém 1am hién miu kiém tra chtra axit mucopolysacarit
hodc mubi cia né trén mang dién di, nhuém mang véi xanh Alcian va xdc dinh loai
axit mucopolysacarit hodc mudi ctia né trong mau tir mAu vach tao thanh va kiém tra
dinh lwrgng bao gém phan tich mdt c4ch dinh tinh axit mucopolysacarit hodc mudi cia
n6 trong mau thi nghiém bing phuong phap do mau. Viéc st dung két hop dugc phat

hién 13 cho phép danh gia tong luong va chét luong (loai) axit mucopolysacarit hodc
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mudi ciia né trong mAu thi nghiém thong qua céc budc don gian. Phuong phép phén
tich nay két hop kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh lugng c6 thé duge st dung dé
phan tich dinh lugng axit mucopolysacarit hogc mudi ciia nd trong trudng hgp mot loai
axit mucopolysacarit hodc mubi ctia né c6 trong mau thi nghiém. Chua c6 béo céo nao
vé phuong phép két hop kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh luong bing phuong phép
dinh lugng do mau dé phan tich axit mucopolysacarit hodc mudi ctia né trong mau thi
nghiém.

Né6i cach khac, sang ché dé xuit cac phuong phap phan tich sau diy va céac
phuong phéap tuong tu.

(1) Phuong phép phan tich axit mucopolysacarit hodc mudi ciia né c6 trong
mAu thi nghiém bao gdm thuc hién kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh lvgng mau thi
nghiém chira axit mucopolysacarit hoic mudi ciia n6, kiém tra dinh tinh bao gbm:
buéc dién di 1a buéc duwa mau thi nghiém di dién di st dung mang; budc nhudm la
budc nhudm mang sau khi dién di véi xanh Alcian; va budce phat hién 1a bude xac dinh
loai axit mucopolysacarit hodc mudi ciia n6 trong mau thi nghiém tir mau vach tao
thanh tir budc nhudm, kiém tra dinh lugng bao gdm bude dinh lwong do mau 13 budc
phén tich dinh lugng axit mucopolysacarit hodc mudi ctia n6 trong mau thi nghiém
bing phwong phap do mau st dung thubc nhudm c6 thé phat hién axit mucopolysacarit
hodc mudi cia né.

(2) Phuong phap phén tich theo muc (1) néu trén, trong d6 axit mucopolysacarit
la mot hay nhiéu chit dugc chon tir nhém bao g@)m chondroitin sulfat, axit hyaluronic,
dermatan sulfat, heparin va heparan sulfat.

(3) Phuong phap phan tich theo muc (1) hodc (2) néu trén, trong d6 axit
mucopolysacarit 1a chondroitin sulfat. |

(4) Phuong phap phén tich theo muc bat ky trong s6 cac muc tir (1) dén (3) néu

trén, trong d6 thuéc nhudém co6 thé phat hién axit mucopolysacarit hodc muoi cua n6 la
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xanh Alcian hodac carbazol.

(5) Phuong phép phén tich theo muc bt ky trong sé cac muc tir (1) dén (4) néu
trén, trong d6 thuc nhudm c6 thé phat hién axit mucopolysacarit hodc mubi cia né 1a
xanh Alcian.

(6) Phuong phép phén tich theo muc bt ky trong s6 cac muc tir (1) d&n (5) néu
trén, trong d6 khi mot loai axit mucopolysacarit hodc mudi ctia n6 dugc xéac dinh 13 c6
trong mau thi nghiém trong kiém tra dinh tinh, két qua phan tich dinh lwong tir kiém
tra dinh lugng duge coi la lugng axit mucopolysacarit hodc mudi cta no.

(7) Phuong phéap phén tich theo muyc bt ky trong s6 cac muc tir (1) dén (6) néu
trén, trong d6 mang 1a mang nitroxenlulaza, mang xenluloza axetat, hodc mang két
hop cua nitroxenluloza va xenluloza axetat.

(8) Phwong phép phén tich theo muc bt ky trong s6 cac muc tir (1) dén (7) néu
trén, trong d6 mang 1a mang nitroxenlulaza hodc mang xenluloza axetat.

(9) Phuong phép phéan tich dinh lugng chondroitin sulfat hodc mubi ctia né c6
trong mau thi nghiém, bao gém thyc hién kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh lugng
mau thi nghiém chira chondroitin sulfat hodc mubi ctia né, kiém tra dinh tinh bao gém:
budc dién di 13 budc dua miu thi nghiém di dién di st dung mang; budc nhudm 1a
budc nhuém mang sau khi dién di vdi xanh Alcian; va bude phat hién 1a budc xac dinh
loai axit mucopolysacarit hodc mubi cua né trong mau thi nghiém tir mAu vach tao
thanh tir budc nhudm, kiém tra dinh lugng bao gdbm budc dinh lugng do mau 1a bude
phan tich dinh lwong axit mucopolysacarit hodc mudi ctia né trong miu thi nghiém
bing phwong phép do mau sir dung thudc nhudm cé thé phat hién axit mucopolysacarit
hodic mudi ctia né, trong d6 khi axit mucopolysacarit hozic mudi ciia né trong miu thi
nghiém dugc x4c dinh chi 13 chondroitin sulfat hogc mudi cia né trong kiém tra dinh
lugng, két qua phan tich dinh lugng tur kiém tra dinh luong duoc coi 13 luong

chondroitin sulfat hodc mudi cia no.
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(10) Phuong phap kiém tra kiém soat chit lwong cho san phdm chua axit
mucopolysacarit hoiic mudi ciia né, bao gdm: budc phan tich mau thi nghiém 13 budc
phan tich san phdm 13 mAu thi nghiém bing phwong phap phén tich theo muc bét ky
trong s& cac muc tir (1) dén (8) néu trén; budc phan tich miu dbi chimg 14 bude phan
tich bang phwong phap phan tich mau ddi chimg chira axit mucopolysacarit hodc mudi
clia n6 trong d6 da biét ndng d6 va loai; va budc danh gia 1a budc danh gia chit lugng
san phdm bing cach so sanh két qua kiém tra dinh tinh va két quéa kiém tra dinh luong
ctia mau thi nghiém véi két qua kiém tra dinh tinh va két qua kiém tra dinh luong cia
mAu dbi chimg tir cac bude phan tich twrong tng.

- Hiéu qua c6 lgi ctia sang ché

Sang ché d& xuét phuong phéap phén tich cho phép xac dinh loai va phan tich
dinh lwong axit mucopolysacarit hodc mudi ctia n6 c6 trong mau théng qua céc bude
don gian. Phuong phap phan tich theo sang ché hiru ich trong, vi dy, phén tich axit
mucopolysacarit hoiic mubi ctia né c6 trong san phadm ching han nhu thuc phim hozc
thubc, va kiém soat chat lwvong san phdm chira axit mucopolysacarit hozc mubi ciia né.
Mo ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 bao gdm céc hinh anh mAu vach cia miu chuin tham chiéu chira axit
mucopolysacarit va nguyén li€u tho sun cd mép (I) thu dugc bang cach dién di st dung
mang xenluloza axetat.

Fig.2 bao gdm céc hinh anh mau vach ctia miu chuin tham chiéu chira axit
mucopolysacarit va nguyén li¢u tho sun cad mép (II) thu dugc bang cach dién di sir
dung mang xenluloza axetat.

Fig.3 bao gdm cac hinh anh miu vach ciia miu chudn tham chiéu chira axit
mucopolysacarit va nguyén li€u thé sun cd mép (I) thu dugc bang cach dién di st dung
mang nitroxenlulaza.

Fig.4 bao gdm céc hinh 4nh miu vach ctia miu chudn tham chiéu chta axit
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mucopolysacarit va nguyén liéu thd sun ca map (II) thu duoc bing cach dién di sit
dung mang nitroxenlulaza.

Fig.5 bao gdm c4c hinh anh miu vach cta nguyén liéu thd sun c4 mip duogc xir
Iy v6i enzym va miu chudn tham chiéu chira axit mucopolysacarit dugc xir Iy véi
enzym thu dugc bang cich dién di st dung mang xenluloza axetat hodc méng
nitroxenlulaza ((a): mang xenluloza axetat, (b): mang nitroxenlulaza).

Fig.6 13 hinh 4nh mAu vach thu dugc bang cach dua miu khong dugc xir 1y véi
enzym, mau dugc xr 1y v6i actinaza va mau dugc xir ly vvéri actinaza E va
chondroitinaza ABC ctia nguyén liéu thd sun c4 map va mudi natri chondroitin sulfat C
vao dién di st dung mang xenluloza axetat.

Fig.7 bao gdbm c4c hinh 4nh gian luge ciia miu vach trong cic hinh vé& tuong
ung cua Fig.1 ((a): hinh &nh gian lugc cua Fig.1(a), (b): hinh 4nh gidn lugc cua
Fig.1(b)).

Fig.8 bao gém cac hinh anh gian luoc cia miu vach trong cac hinh v& tuong
tng cua Fig.2 ((a): hinh anh gian lugc cia Fig.2(a), (b): hinh anh gidn lugc cla
Fig.2(b)).

Fig.9 bao gbm c4c hinh anh gian lugc ciia miu vach trong céc hinh v& twong
trmg cua Fig.3 ((a): hinh anh gian lugc cia Fig.3(a), (b): hinh anh gidn lwoc cia
Fig.3(b)).

Fig.10 bao gdm cac hinh anh gian lugc ctia mau vach trong cac hinh vé tuong
tmg cia Fig.4 ((a): hinh anh gian lugc cia Fig.4(a), (b): hinh anh gian lugc cua
Fig.4(b)).

Fig.11 bao gdm céc hinh anh gian lugc ctia mau vach trong céc hinh v& tuong
ng cta Fig.5 ((a): hinh anh gian lugc cia Fig.5(a), (b): hinh a4nh gian lugc cua
Fig.5(b)).

Fig.12 13 hinh anh gian lugce ctia mAu vach trong hinh vé cua Fig.6.
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MO ta chi tiét sang ché

Phuong phap phéan tich axit mucopolysacarit hodc mudi ciia né

Phuong phép phén tich theo sang ché 13 ding cho axit mucopolysacarit hodc
mudi cia né ¢ trong mau thi nghiém, bao gbdm thuc hién kiém tra dinh tinh va kiém
tra dinh luong mAu thi nghiém chira axit mucopolysacarit hodc mudi cia né. Kiém tra
dinh tinh theo sdng ché bao gdm budc dién di 12 buéc dua miu thi nghiém di dién di
st dung mang; buéc nhudm 1a budc nhudém mang sau khi dién di v6i xanh Alcian; va
budc phat hién 1 budce xac dinh loai axit mucopolysacarit hodc mubi cta n6 trong miu
thi nghiém tir miu vach tao thanh tr bugc nhudm. Kiém tra dinh lugng bao gbm bude
dinh lwong do mau 1a budc phan tich dinh lugng axit mucopolysacarit hodc mudi cia
n6 trong mau thi nghiém bing phuong phép do mau sit dung thudc nhudm c6 thé phat
hién axit mucopolysacarit hodc mubi cia no.

“Thudc nhudm c6 thé phat hién axit mucopolysacarit hozic mudi ciia n6” nhu
dugc st dung trong ban mo ta nay dugc goi don gian 1a thudc nhudm.

Axit mucopolysacarit 13 axit polysacarit c6 cac don vi ldp lai disacarit cia axit
uronic (axit diuronic hoic axit glucuronic) hodc galactoza cing v6i dudng amino va
chta nhém axit (nhém carboxyl, nhém sulfat) trong cdu tric cia nd. Axit
mucopolysacarit thuong c¢6 khung mach thing khong phan nhanh. Vi du vé axit
mucopolysacarit bao gdm chondroitin sulfat, axit hyaluronic, dermatan sulfat, heparin,
heparan sulfat va keratan sulfat. MaAu thi nghiém dugc st dung trong phuwong phap
phén tich theo sang ché c6 chira mdt hodc nhidu hon mot loai axit mucopolysacarit
hodc mudi ciia né. Vi du khdng giéi han vé mudi bao gdm mudi ctia kim loai kiém
ching han nhu natri va kali; va mudi ctia kim loai kiém thd chéng han nhu canxi va
magie. Muéi tbt hon 1a mudi kim loai kiém, 6t hon nita 1a mudi natri.

Axit mucopolysacarit theo sang ché tét hon 12 mot hodc nhidu chét bao gdm:

chondroitin sulfat, axit hyaluronic, dermatan sulfat, heparin va heparan sulfat. Phuong
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phap phan tich theo séng ché thich hop dé phan tich mAu thi nghiém chira mdt hogc hai
hoic nhidu axit mucopolysacarit hoic mudi ctia n6. Axit mucopolysacarit t6t hon nita
12 chondroitin sulfat hoic axit hyaluronic, van tdt hon nira 13 chondroitin sulfat.
Phuong phéap phan tich theo sang ché thich hop hon dé phan tich mAu thi nghiém chua
chondroitin sulfat hodc mudi ciia n6. Chondroitin sulfat theo séng ché chi mot trong s6
chondroitin sulfat A, chondroitin sulfat C, chondroitin sulfat D va chondroitin sulfat E,
hodc hai hoac nhiéu loai nay. Dermatan sulfat (chondroitin sulfat B) khong dugc xem
12 loai chondroitin sulfat theo sang ché. Chondroitin sulfat t6t hon 1 chondroitin sulfat
C. Theo sang ché, chondroitin sulfat C c6 thé chtra chondroitin sulfat C 13 thanh phan
chinh va mot hodic nhiéu loai chondroitin sulfat khéc.

Vi du vé& mAu thi nghiém chira axit mucopolysacarit hogc mubi ctia n6 bao gdm
thuc phdm (bao gdm thuc pham tir nhién), thudc, m§ phdm va nguyén liéu thd dugc st
dung cho ching (vi du, chiét sun ca map, chiét sun lon, chiét sun muec, chiét sun ca
héi).

Lién quan dén viéc két hop kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh luong, phuong
phap phan tich theo séng ché cho phép xic dinh loai va phan tich dinh luong axit
mucopolysacarit hodc mudi cia né c6 trong mau thi nghiém thdéng qua cac bude don
gian. “Loai axit mucopolysacarit hodc mudi cta né” nhu duge st dung trong ban md
ta nay chi (cc) loai axit mucopolysacarit c6 trong axit mucopolysacarit hodc mudi cia
no.

Phuong phap phén tich theo séng ché cho phép, vi du, x4c dinh mdt loai hodc
hai hodc nhiéu loai axit mucopolysacarit hodc mudi ciia né ¢ trong mau thi nghiém va
phan tich dinh lugng (céc) axit mucopolysacarit hodc (cac) mudi ciia chung trong miu
thi nghiém. Cach biéu dién “mot loai (hogc hai hodc nhiéu loai) axit mucopolysacarit
hodc (cac) mudi cia ching c6 trong” c6 nghia 1a loai axit mucopolysacarit c6 trong

axit mucopolysacarit hogc mu6i cta n6 1a mot (hodc hai hodc nhiéu) loai. Vi du, khi
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mdt loai axit mucopolysacarit hoic mudi ctia n6 cé trong mAu thi nghiém, phuong
phap phan tich cho phép xac dinh (nhén dién) axit mucopolysacarit hodc mubi cia n6
va phén tich dinh lugng axit mucopolysacarit hodc mudi cua no trong mAu thi nghiém.
Khi hai hodic nhiéu loai axit mucopolysacarit hoic mudi ciia n6é cé trong miu thi
nghiém, phuong phdp phan tich theo sang ché cho phép x4c dinh loai axit
mucopolysacarit hodc mudi ctia n6 c6 trong mau thi nghiém va phan tich dinh lugng
téng luong clia chiing.

Thir tw chay kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh luong theo sang ché khéng bi
gioi han. Xéc dinh loai axit mucopolysacarit hodc mudi ciia n6 bing kiém tra dinh tinh
6 thé dugc theo sau 13 kiém tra dinh lwong. Phan tich dinh lugng axit mucopolysacarit
hodc mudi ciia nd trong mau thi nghiém béng kiém tra dinh lugng c6 thé duoc theo sau
1 kiém tra dinh tinh. Tuong tu, kidm tra dinh tinh va kiém tra dinh lugng c6 thé chay
d@)ng thoi. Theo mdt phuong an, kiém tra dinh tinh tdt hon 13 dugc theo sau 1a kiém tra
dinh lugng.

Kiém tra dinh tinh cho phép x4c dinh loai axit mucopolysacarit hodc mudi cia
no co trong mau thi nghiém, cac budc bao gém theo tht tu: budce dién di, buéc nhudm
va budc phét hién.

Trong budc dién di, mau thi nghiém duoc thyc hién dién di st dung mang (dién
di mang). Mang c6 thé 12 mang x6p c6 thé st dung cho dién di. Méang nay co thé 1a
mang nitroxenlulaza, mang xenluloza axetat, hodc mang két hop ctia nitroxenluloza va
xenluloza axetat. Theo mdt phuong 4n, mang tdt hon 13 mang nitroxenlulaza hodc
mang két hop cla nitroxenluloza va xenluloza axetat. Cac mang nay lam cho hinh
dang vach axit mucopolysacarit hodc mudi cta n6 sic nét trong miu vach c6 thé thu
dugc tir dién di va phén tach rd rang axit mucopolysacarit hodc mudi ciia n6. Cu thé,
mang nitroxenlulaza hodc mang két hop cla nitroxenluloza va xenluloza axetat phan

tach rd rang chondroitin sulfat hodc muoi ciia né tir (cac) axit mucopolysacarit khac
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hodc (céc) mudi khac cta ching. Do d6, dién di st dung mang nitroxenlulaza hodc
mang két hop cia nitroxenluloza va xenluloza axetat 1a ¢ loi trong viéc phat hién
chondroitin sulfat hodc mubi ciia né. Khi chondroitin sulfat hodc mubi ctia nd co trong
mau thi nghiém hoic khi su c6 mit cia chondroitin sulfat hodc mubi ctia n6 trong mau
thi nghiém cAn dugc xac dinh, mang nitroxenlulaza hoic mang két hop cua
nitroxenluloza va xenluloza axetat dugc wu tién.

Theo modt phuwong 4n khac, mang xenluloza axetat dugc wu ti€n. Mang
xenluloza axetat phin tach rd rang axit hyaluronic hodc mudi cia chiing tir (cac) axit
mucopolysacarit khac hodc (céc) mubi khac cua ching. Vi du, khi axit hyaluronic hodc
mudi ctia ching c6 trong mau thi nghiém hozc khi sy c¢6 mit cia axit hyaluronic hodc
mudi ciia ching trong mau thi nghiém can dugc xac dinh, mang xenluloza axetat dugc
wu tién. Mang xenluloza axetat cling phén tach rd rang chondroitin sulfat hodc mudi
cua no tir (cac) axit mucopolysacarit khac hodc (cac) mudi khac cia ching. Khi mang
xenluloza axetat dugc st dung dé phat hién chondroitin sulfat hodc mubi cta nd, vi du,
t6t hon 13, mAu thi nghiém dugc xut 1y v6i chondroitinaza ABC nhu dugc md té dudi
ddy va mAu vach ciia san phim duoc xir ly v6i enzym tao thanh dugc so sanh v6i mau
vach ctia mau thi nghiém khong dugc xr Iy v6i chondroitinaza ABC.

Mang ¢6 thé c6 kich thuéc 16 bét ky. Vi du, mang c6 kich thuge 16 nim trong
khoang tir 0,1 dén 0,6 pm c6 thé dugc st dung. Mang c6 16p phi ky nude tot hon 1a
duogc rira voi dung moi va nude trude khi sir dung.

Mau thi nghiém c6 thé dugc thuc hién dién di mang & dang dung dich mau thi
nghiém bang cich hoa tan hodc tao huyén phu trong dung mdi néu mudn. Dung mdi
duogc st dung dé chuén bi dung dich miu thi nghiém khong giéi han, va vi du, c6 thé
13 nuéc hoic dém. Piu kién dién di cta budc dién di la khong gi6i han va phuong
phap thong thuong co thé dugc st dung. Bém va diéu kién tao niang lugng cho dién di

t5t hon 1a dugc thiét @3t thich hop cin ¢t vao dd phén giai hodc can clr twong tu cho
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mau vach tao thanh. Dién di c6 thé duoc chay bang phwong phap dong dién khong d6i
hodc phuong phép dién thé khong ddi, tot hon 12 bing phwong phép dién thé khong
d6i. Dong dién khi dién di c6 thé 13, vi dy, ndm trong khoang tir 5 dén 100 mA. Thoi
gian dich chuyén c6 thé duoc thiét dit thich hop theo cudng do dong dién hodc twong
tu.

Xét dén su phén tach axit mucopolysacarit hodc mubi cia néd, dém tdt hon 1a
dung dich dém c6 49 pH nam trong khoang tir 3 dén 7. Vi du vé dung dich dém cé thé
stt dung lam dém bao gém dung dich dém bari axetat va dung dich dém axit axetic-
pyridin. pé phén tach rd rang axit mucopolysacarit hodc mubi cta no, dung dich dém
bari axetat duwoc wu tién khi mang nitroxenlulaza hodc mang két hop cua
nitroxenluloza va xenluloza axetat dugc sir dung, va dung dich dém axit axetic-pyridin
dugc vu tién khi mang xenluloza axetat dugc sir dung. D pH c6 thé dugc do bang pH
ké c6 ban trén thi trudng.

Pé 1am 6n dinh thém mau dich chuyén, dién di theo mot phuong 4n tét hon la
dugc chay & nhiét dd thép hon 10°C, tdt hon nita 12 nim trong khoang tir 0°C dén 7°C,
vin tét hon nita 14 nim trong khoang tir 0°C dén 5°C. Dién di tét hon 1a dugc chay
bing budng dich chuyén dugc thiét dat dén nhiét d6 ndm trong khoang néu trén.

Mang sau khi dién di dugc nhudm véi xanh Alcian (buéc nhudm). Xanh Alcian
lién két v6i axit mucopolysacarit hodc mubi cta n6, va do d6 co6 thé phét hién axit
mucopolysacarit hodc mubi cia n6 ¢6 trong miu thi nghiém véi dd nhay cao. Bude
nhudém véi xanh Alcian ciing c6 wu diém khi xét dén thao tac d& dang. Khi xanh Alcian
dugc stir dung dé phat hién axit mucopolysacarit hodc mubi cia né trong kiém tra dinh
tinh va sau d6 kiém tra dinh luong dugc mo ta sau ddy dugc chay bang phuong phap
do mau st dung xanh Alcian (phwong phap do mau xanh Alcian), két qua phan tich
dinh luong phan anh lugng axit mucopolysacarit hodc mubi cua né duge xac dinh

trong kiém tra dinh tinh.
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Mang c6 thé dugc nhudm bang cich ngdm mang trong dung dich xanh Alcian
trong thoi gian nhéit dinh, vi dy, trong khoang tir 5 dén 60 phuit.

Mang da nhu¢m dugc lam mit mau bang dung dich 1am méat mau. Dung dich
1am méAt mau c6 thé 13 dung dich 1am mét mau théng thudng va t6t hon 13 dung dich
axit c6 nu6e. Vi du v& dung dich axit c6 nuéc bao gém dung dich axit axetic c6 nudc
va dung dich axit formic c6 nudc. Mang di lam mAt mau thé hién mau vach (cling
duogc goi la mau dién di) cAu thanh tir mot hodc hai hodc nhiéu vach ma c6 do di dong
(cling dugc goi la khoang céach dich chuyén) khac nhau phy thudc vao axit
mucopolysacarit hodc mubi ctia n6. Khi khong cé axit mucopolysacarit hogc mudi cia
n6 trong mau thi nghiém, thong thudng, khdng c6 vach nao dugc phat hién.

Trong budc phat hién, loai axit mucopolysacarit hodc mudi ctia n6 trong miu
thi nghiém dugc xac dinh tir mau vach thu duge tr budc nhudm. M3u vach c6 thé
duoc nhan ra bing mét thuong. Budc xéac dinh loai axit mucopolysacarit hodc mudi
ctia n6 bao gdm budc x4c dinh (nhan dién) loai axit mucopolysacarit hodc mudi ctia né
trong mau thi nghiém va xac dinh liéu c6 mot loai hodc hai hodc nhiéu loai axit
mucopolysacarit hodc mudi cua nd cb trong mau thi nghiém. Theo mdt phuong an,
mot loai hodc hai hodc nhiéu loai axit mucopolysacarit hodc mubi ciia né c6 trong miu
thi nghiém c6 thé dugc x4c dinh dya trén s6 luong vach.

Trong kiém tra dinh tinh, mau vach tét hon 12 dugce thu duoc b.%mg cach st dung
mau chuin tham chiéu (chit chudn tham chiéu) chira axit mucopolysacarit hodc mubi
clia n6 hodc mau dbi chung chira loai axit mucopolysacarit hodc mubi cta n6 da biét,
cling nhu 13 mAu thi nghiém. Loai axit mucopolysacarit hodc mubi cta n6 c6 thé duge
x4c dinh bang cach, vi du, so sanh khoang cach dich chuyén cua vach tuong ing cua
ching vai khoang céch dich chuyén ciia vach clia mau chudn tham chiéu chtra axit
mucopolysacarit hodc mudi cia nd. Theo mdt phuong an khic, loai axit

mucopolysacarit hodc mudi ciia n6 trong mau thi nghiém c6 thé dugce xac dinh bang
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cach dwa mau ddi chimg chia loai axit mucopolysacarit hodc mubi cia né da biét di
kiém tra dinh tinh bing ciing phuong phap va so sanh mAu vach ctia m3u ddi chimg va
mAu vach ctia mAu thi nghiém. Theo mot phwong 4n, khi ngudn axit mucopolysacarit
hodic mudi ctia né trong mau thi nghiém 1a c6 thé doan dugc, t6t hon 13, mau chuén
tham chiéu chtra axit mucopolysacarit hodc mubi cia né c6 cing ngudn gbc dugc sir
dung hodc miu dbi chung chira axit mucopolysacarit hodc mubi ciia nd ¢6 ciing ngudn
géc dugce st dung. Vi dy, khi axit mucopolysacarit hodc mudi cia néd trong mau thi
nghiém co thé doan duoc c6 nguén géc tr sun ca map, t5t hon 13, mau chuén tham
chiéu chira axit mucopolysacarit hodc mubi ctia né c¢6 ngudn gde tir sun c4 map dugce
sit dung hodc miu dbi chung chira axit mucopolysacarit hodc mubi cta né c6 ngudn
géc tir sun c4 mip dugc st dung.

Tuong tu, loai axit mucopolysacarit hodc mubi cia né trong mau thi nghiém c6
th dugc xac dinh bang cach chudn bi mau thi nghiém va san phim dugc xu ly véi
enzym ciia miu thi nghiém nhu md ta sau ddy va so sanh mu vach cia mau thi
nghiém va san pham dugc xtt Iy v6i enzym.

Phuong phéap phan tich theo sang ché theo mot phuwong an thich hop dé phan
tich chondroitin sulfat hoic mudi ctia né c6 ngudn gbc tir sun ca4 map. Phuong phép
dién di mang da mo ta & trén co thé phén tach rd rang chondroitin sulfat hodc mubi cta
n6 c¢6 ngudn gbc tir sun c4 map tir (cac) axit mucopolysacarit hodc (c4c) mubi cia
chiing ngoai chondroitin sulfat. Do do, kiém tra dinh tinh c6 vu diém trong viéc phat
hién chondroitin sulfat hodc mubi ctia n6 c6 ngudn gde tir sun ca map. Phuong phap
phén tich theo sang ché dic biét thich hgp dé phén tich chondroitin sulfat hodc mubi
cia n6 c6 ngudn gdc tir suyn c4 map trong mau thi nghiém. Cu thé 13, mang
nitroxenlulaza hoic mang két hop ctia nitroxenluloza va xenluloza axetat trong dién di
phén tach rd rang chondroitin sulfat hoéc mudi clia né c6 ngudn gdc tir sun c4 mép tur

(céc) axit mucopolysacarit hodc (céc) mubi cia chung ngoai chondroitin sulfat.
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Kiém tra dinh tinh c6 thé bao gdm (c4c) budc ngoai bude dién di, budc nhudm
va budc phat hién néu trén. Theo mot phuong an, kiém tra dinh tinh c6 thé bao gdm
budc chudn bi san phdm dugc xit Iy v6i enzym (cling dugc goi 1a mau xir 1y véi
enzym) bing cach xir Iy mau thi nghiém véi enzym phan giai axit mucopolysacarit
hodc mubi ciia n6 trong mau thi nghiém (sau day, enzym nay cling dugc goi don gian
12 enzym phan giai axit mucopolysacarit). Trong trudng hop nay, t6t hon 13, miu dugc
Xt 1y véi enzym thu dugc bang céach xir Iy miu thi nghiém v6&i enzym phén giai axit
mucopolysacarit cling dugc dua vao budc dién di va buée nhudm dé thu mAu vach,
sao cho mAu vach ciia mau thi nghiém (mAu thi nghiém khong dugc xir 1y v6i enzym)
va mAu vach ciia san phim duoc xit Iy véi enzym dugce so sanh v6i nhau. Sang ché cho
phép xac dinh loai axit mucopolysacarit hodc mudi cia né trong miu thi nghiém bang
cach, nhu d3 md ta & trén, so sanh khoang céch dich chuyén cuia vach ctia mau thi
nghiém (khong dugc xur Iy véi enzym) hodc mau vach ctia ching thu dugc tir dién di
v6i khoang cach dich chuyén cta vach cia miu chuin tham chiéu hodc mau dbi
chimg. O déy, loai axit mucopolysacarit hodc mudi ciia n6 trong miu thi nghiém c6 thé
duoc x4ac dinh véi d6 chinh x4c cao hon béng céch so sanh thém mAu vach ctia miu thi
nghiém (khong dugc xir ly v6i enzym) va san phim dugc xit 1y v6i enzym phan giai
axit mucopolysacarit trong budc dién di. Enzym phén giai axit mucopolysacarit co thé
dugc lua chon theo loai axit mucopolysacarit hodc mudi ctia nd c6 trong mau thi
nghiém. Vi du, d6i v6i chondroitin sulfat hodc mudi ciia nd, chondroitinaza ABC ¢6
thé dugc sir dung. Khi vach cua axit mucopolysacarit cu thé hodc mubi ctia n6 da dugc
phat hién trong mAu thi nghiém bién mét (khong dugc phat hién) khi kiém tra san
phdm ctia né duge xtr 1y v6i enzym phén giai axit mucopolysacarit hodc mubi cia né,
axit mucopolysacarit hodc mubi ciia n6 dugce xac dinh 14 c6 trong mau thi nghiém.

Theo mot phuong 4n, khi chondroitin sulfat hodc mudi ciia n6 ¢ trong miu thi

nghiém hodc khi sy c6 mit cua chondroitin sulfat hodc mudi cia né trong mau thi
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nghiém can dugc x4c dinh, kidm tra dinh tinh c6 thé bao gdm budc xir Iy (phan giai)
mau thi nghiém véi chondroitinaza ABC dé chuén b san phidm dugc xtt Iy v6i enzym.
Chondroitin sulfat hoic mudi ciia né c6 hodc khong c6 trong mAu thi nghiém c6 thé
dugc xac dinh v6i d6 chinh xac cao hon bing cach thu mau vach ciia miu thi nghiém
va san phdm dugc xir 1y v6i enzym thong qua bude dién di va buéc nhudm, va so sanh
mAu vach ctia mAu thi nghiém (mAu thi nghiém khéng duge x ly v6i enzym) va mau
vach cua san phdm dugc xi 1y v6i enzym. O day, san phim dugc xit 1y véi enzym thu
dwogc bang cach xir Iy miu thi nghiém chira axit mucopolysacarit hodc mudi ctia né véi
chondroitinaza ABC. Vi du, khi vach axit mucopolysacarit hodc mudi cta n6 d3 dugc
phat hién trong mau thi nghiém bién mat khi kiém tra san phim cia n6 dugc xir Iy véi
enzym chondroitinaza ABC, chondroitin sulfat hodc mudi cta né duge xac dinh 12 c6
trong mAu thi nghiém. Budc so sanh mAu vach gitta mAu thi nghiém va san phim dugc
xu 1y véi enzym cod thé dugc két hop vé6i budce so sanh khoang cach dich chuyén cta
vach ctia mu chuén tham chiéu hodc so sanh v6i mAu vach ctia mu ddi chimg. Theo
mot phuong é4n, khi mau thi nghiém chtta chondroitin sulfat hodc mubi cia né duge
phén tich hodc sy c6 mit ciia chondroitin sulfat hodc mubi cta né can dugc xac dinh,
tdt hon 13, mAu thi nghiém dugc x Iy v6i chondroitinaza ABC dé chudn bi mau duge
xtt Iy v6i enzym va sau d6 mAu vach cia mAu thi nghiém véi san phdm duge xit 1y véi
enzym dugc so sanh v6i nhau.

Tét hon 13, phuong phép phan tich theo sang ché theo mot phuong 4n xac dinh
loai axit mucopolysacarit hoic muéi ctia n trong mAu thi nghiém béng céch thu mau
vach ctia mAu thi nghiém (mAu thi nghiém khoéng duge xir 1y v6i enzym phan giai axit
mucopolysacarit), san phim dugc xir Iy v6i enzym cia mAu thi nghiém va miu chuin
tham chiéu (hodc mAu déi chimg) thong qua bude dién di va bude nhudm, va tién hanh
so sénh mAu vach clia mAu thi nghiém v6i mAu chuén tham chiéu (hodc mau dbi

chirmg) va so sanh mau vach cua mau thi nghiém v&i san pham dugc xir Iy véi enzym.
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Trong trudng hgp nay, tdt hon 13, vi du, loai axit mucopolysacarit hodc mudi cia nod
trong mau thi nghiém dugc xac dinh béng cach so sanh mAu vach ctia mau thi nghiém
v6i mAu chuin tham chiéu. MAu thi nghiém sau d6 dugc xir Iy v6i enzym phan gidi
axit mucopolysacarit dé chuén bi san phdm dugc xit Iy v6i enzym va mau vach ciia san
phém dugc xtr 1y véi enzym dugce thu, duge so sanh véi mAu vach ciia mau thi nghiém.
Enzym phin gidi axit mucopolysacarit cé thé 1a enzym cho phép phin giai axit
mucopolysacarit hodc mubi ctia né duge xac dinh bing cch so sanh véi mau chuén
tham chiéu. Khi vach axit mucopolysacarit hodc mubi ciia né da dugc phat hién trong
mau thi nghiém ma khong dugc phat hién khi kiém tra san phim dugc xu ly véi
enzym, loai axit mucopolysacarit hodc mudi cua n6 duge xac dinh bé‘mg cach so sanh
v6i mAu chudn tham chiéu.

Phuong phap phan tich theo sang ché c6 thé bao gém budc xit Iy bang cach khir
protein. Vi du, khi miu thi nghiém dugc xir Iy v6i enzym phan gidi axit
mucopolysacarit, miu thi nghiém co6 thé duoc dua di xir ly bang cach khi protein
trude khi xir Iy v6i enzym phén giai axit mucopolysacarit. Buge xur ly bang cach khir
protein cho phép enzym phan giai axit mucopolysacarit phan giai axit mucopolysacarit
hodc mudi ciia n6 sudn sé hon. Bude xur ly bang cach khir protein khong bi giéi han
mién 13 n6 khong 1am gidm hiéu qua cla sing ché. Vi du cia chung bao gbm xir ly
mAu thi nghiém v6i proteaza; 1am thay déi 6 pH ctia mu thi nghiém (vi dy, lam cho
do pH cao hon hodc bing 12); va bd sung dung méi hitu co dé loai bo protein & dang
phan két tia. Cu thé 13, xtr Iy vé&i proteaza t6t hon 13 dugc can nhéc do thao tic don
gian va budc xir Iy enzym don gian sir dung chondroitinaza ABC hodc enzym tuong tu
sau d6. Proteaza c6 thé 1a enzym khong phén giai bt ctr axit mucopolysacarit hodc
mudi cta né va tét hon 1a actinaza E.

DPéi véi bude xtt Iy chondroitinaza ABC, t6t hon 13, mAu thi nghiém duge xu ly

v6i actinaza E trude khi xt 1y v6i chondroitinaza ABC. D6 1 boi vi xit Iy mau thi
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nghiém véi chondroitinaza ABC sau khi phan gidi protein trong mau thi nghiém véi
actinaza E cho phép enzym phén giai chondroitin sulfat hodc mudi clia né sudn sé hon.

Budc xir Iy v6i enzym ching han nhu enzym phén giai axit mucopolysacarit,
bao gdm chondroitinaza ABC va actinaza E ¢6 thé dugc thuc hién bing phuwong phap
thong thuong dugce lya chon ty theo loai enzym. Vi du, 46 pH va nhiét do dbi voi
buge xit Iy voi enzym ching han nhu actinaza E hodc chondroitinaza ABC t5t hon 13
14n Iugt ndm trong khoang tir 7 dén 9 va nim trong khoang tr 25°C dén 50°C. Thoi
gian xt ly véi actinaza E, vi dy, ¢ thé nim trong khoang tir 10 dén 24 gio. Thoi gian
Xt 1y v6i chondroitinaza ABC ¢6 thé, vi du, ndm trong khoang tir 0,5 dén 2 gio. Khi
mau duge xir 1y v6i enzym, enzym c6 thd dugc bat hoat néu cin va sau d6 dugc loai
bd khoi mAu bing phuong phap da biét ching han nhu ly tAm truée khi miu dugc thuc
hién dién di mang.

Kiém tra dinh luong bao gém budc dinh lugng do mau 1a buéce phén tich dinh
lugng axit mucopolysacarit hodc mubi clia no trong miu thi nghiém bang phuong phap
do mau st dung thubc nhudém c6 thé phat hién axit mucopolysacarit hodc mudi cia né.

Phuong phap do mau st dung thudc nhudm bao gdm cac budc, vi dy, bd sung
thu6c nhuém vao mau thi nghiém va do do hép thu ctia dung dich ching han nhu dung
dich phan ing c6 mau cua mau thi nghiém st dung quang phd ké, nho d6 tinh toan
lugng axit mucopolysacarit hodc mudi ctia né tir dudng chuin dugc tao ra bang cach
sit dung mau chudn tham chiéu. Trong phan tich dinh lugng bang phuong phap do
mau, lurong axit mucopolysacarit hodc mudi cua né trong mau thi nghiém thudng dugc
xac dinh 1a lvong dua theo axit mucopolysacarit hodc mudi cta né duge st dung lam
mAu chuin tham chiéu. Lugng axit mucopolysacarit hoéc mudi ctia né thu dugc theo
cach d6 c6 thé dugc st dung 13 két qua phan tich dinh lugng tir kiém tra dinh lwong.
M3u chuin tham chiéu c6 thé dugc lya chon phu thudc vao axit mucopolysacarit hodc

muoi cua no.
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Thubc nhudm duge st dung trong kiém tra dinh lugng c6 thé 1a thuéc nhudm
(chét phan tmg) hitu ich trong budc phat hién axit mucopolysacarit hodc mubi clia né.
Thudc nhudém c6 kha ning lién két v6i axit mucopolysacarit hodc mudi cua nd dugc
wu tién. Thudc nhudém c6 kha ning phat hién tiy y ma lién két véi axit
mucopolysacarit hoic mudi ctia né duge wu tién hon nita. Xét vé d6 chinh x4c va cic
chi sb tuong tu trong phan tich, thudc nhudém t&t hon 13 xanh Alcian hoic carbazol, tdt
hon nita 1a xanh Alcian.

Khi thudc nhuém 13 xanh Alcian, axit mucopolysacarit hodc mudi cia né duge
phén tich dinh lugng bing phuong phdp do mau xanh Alcian. Phuong phép do mau
xanh Alcian c6 thé dugc thuc hién theo quy trinh thong thuong. Khi dung dich xanh
Alcian dugc bd sung vao mau thi nghiém trong phuong phép do mau xanh Alcian,
xanh Alcian va axit mucopolysacarit hodc mubi ctia no tao thanh phitc, phirc sau d6 s&
két tha. Phin két tha nay dugc hoa tan lai trong dung dich ki®m va do hép thu cua
dung dich tao thanh dugc do bing quang phd ké. Buéc séng cua phép do t5t hon 13
nim trong khoang tir 570 dén 660 nm, t6t hon nira 1a ndm trong khoang tir 590 dén
640 nm. B he‘ip thu duoc st dung dé tinh toan luong axit mucopolysacarit hodc mubi
cia n6 dua trén dudng chuin dugc tao ra trude bang cach sir dung miu chuén tham
chiéu. Khi xanh Alcian dugc st dung, axit mucopolysacarit hodc mudi clia né trong
méau thi nghiém c6 thé dugc phan tich dinh lugng bang, vi du, phuong phap dugc mo
ta trong cac vi du. Phuong phap do mau xanh Alcian c6 loi 1am phuong phép phan tich
dinh lugng axit mucopolysacarit do thao tac don gidn va va d6 1ép lai cao.

Khi thudc nhudm 13 carbazol, axit mucopolysacarit hodc mudi cta nd c6 thé
dugc phéan tich dinh luong bang phuong phép carbazol-axit sulfuric. Phuong phap st
dung carbazol-axit sulfuric ¢ thé dugc thuc hién theo quy trinh thong thuong. Viéc bd
sung dung dich carbazol va axit sulfuric ddc vao mau thi nghiém 1am hién mau do-tim

néu mau thi nghiém chira axit uronic. P9 hap thu cta dung dich phan tng c6 mau
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duoc do bing quang phd ké va lugng axit uronic duge tinh toan tir dudong chuén dugc
tao ra bing cach sir dung mau chuin tham chiéu, vi vy luong chondroitin sulfat hodc
mudi cia n6 duoc xac dinh. Budc séng ciia phép do tét hon 13 nam trong khoang tir
500 dén 600 nm, t&t hon nira 1a nim trong khoang tir 520 dén 550 nm. Trong kiém tra
dinh lugng, mau thi nghi€ém cé thé dugc xir 1y véi proteaza hodc enzym tuong tu néu
can. Proteaza c6 thé 13 enzym ma khong phan giai axit mucopolysacarit bat ky hodc
mudi cia ching va t6t hon 1 actinaza E dwgc mo ta trén day.

Thubc nhudém duoc sir dung trong kiém tra dinh luong theo séng ché t6t hon
nita 13 xanh Alcian. Viéc st dung xanh Alcian trong kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh
luong ¢6 uvu diém & chd san phdm hoic chit twong tu chira thanh phan khéc axit
mucopolysacarit hoic mudi ciia né (sau ddy, thanh phin nay ciling dugc goi 13 thanh
phan khéc) dugce phan tich véi do chinh x4c cao hon. Viéc sit dung xanh Alcian ciing
dugc uvu tién do thao tic don gian hon trong kiém tra dinh luong. Khi xanh Alcian
dugc st dung trong kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh luong, chi c6 axit
mucopolysacarit hodc mubi ctia n6 duge phat hién hodc phan tich dinh lugng trong cac
phép kidm tra ndy. N6i cach khac, két qua phén tich dinh luong tir kiém tra dinh lugng
phan anh lugng axit mucopolysacarit hodc mubi cia né duge xac dinh trong kiém tra
dinh tinh. Vi du, khi kiém tra dinh tinh thé hién ring c6 mdt loai axit mucopolysacarit
hodc mudi clia né c6 trong maiu thi nghiém, két qua phan tich dinh lugng tir kiém tra
dinh luong st dung miu thi nghiém c6 thé dugc coi 1a luong axit mucopolysacarit
hodc mudi ciia né ¢6 trong miu thi nghiém. Do d6, viéc sit dung cung thudc nhuém
(xanh Alcian) dé phat hién axit mucopolysacarit hodc mubi cua no trong kiém tra dinh
tinh va kiém tra dinh lwong két hop cho phép xac dinh loai va phan tich dinh lugng
axit mucopolysacarit hodc mudi cia né trong mau thi nghiém véi do chinh xac cao
théng qua cac bude don gian.

Theo mot phuong an, khi kiém tra dinh tinh thé hién rang c6 mot loai axit
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mucopolysacarit hosic mubi ctia né c6 trong trong mAu thi nghiém, két qua phan tich
dinh lrgng tir kiém tra dinh lwong c6 thé duge coi 13 lwgng axit mucopolysacarit hodc
mudi cua n6. Phuong phap phan tich theo sang ché, khi mot loai axit mucopolysacarit
hodc mudi cua né c6 trong mau thi nghiém, do d6 c6 thé duoc st dung 1am phuong
phap phéan tich dinh lugng axit mucopolysacarit hodc mudi ctia né. Phurong phép phan
tich theo sang ché ¢ thé phan tich axit mucopolysacarit hodc mudi ciia n6 c6 trong san
phdm chéng han nhu thuc pham, thuc va m§ pham va nguyén liéu thd dugc st dung
cho ching thong qua cac budc don gian dé x4c dinh loai va lugng axit
mucopolysacarit hoic mudi ciia n6. Phuong phap phén tich theo sang ché ciing hiru ich
trong viéc, vi du, kiém soat chét luong thuc phém, thudc, m¥ phém, nguyén li€u thd
cla c4c san phdm nay va san phim tuong tu.

Phuong phéap phén tich theo sang ché c6 thé dugc sir dung 1am phuong phap
phan tich chondroitin sulfat hodc mudi ciia nd c6 trong mau thi nghiém. Khi phuong
phap phan tich dugc sir dung dé phan tich mau thi nghiém chira chondroitin sulfat
hoac mudi cua nd, budc phét hién tdt hon 1a bao gém budc xac dinh su c6 mdt cua
chondroitin sulfat hodc mudi cia n6 trong miu thi nghiém tir mau vach thu duoc tir
budc nhudm.

Phuong phap phén tich theo sang ché c6 thé 1a phuong phép phén tich
chondroitin sulfat hodc mudi ctia né cé trong mau thi nghiém, bao gém cac budc: thuc
hién kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh luong mau thi nghiém chta chondroitin sulfat
hodic mudi ctia n6, kidm tra dinh tinh bao gdm: buée dién di 1a budc dua mau thi
nghiém di dién di st dung mang; budc nhuém la bude nhuém mang sau khi dién di
v6i xanh Alcian; va buéc phét hién 12 bude xac dinh loai axit mucopolysacarit hodc
mudi cia noé trong miu thi nghiém tir mau vach tao thanh tir buéc nhudm, kiém tra
dinh luong bao gém: budc dinh lugng do mau la budc phan tich dinh luong axit

mucopolysacarit hodc mudi cia n6 trong miu thi nghiém bing phuong phap do mau
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sit dung thuéc nhudém cé thé phét hién axit mucopolysacarit hodc mudi cta né. Trong
phuong phép phan tich nay, khi axit mucopolysacarit hodc mudi ctia né trong mAiu thi
nghiém dugc x4c dinh chi 1a chondroitin sulfat hodc mubi cia né trong kiém tra dinh
tinh, két qua phan tich dinh lugng tir kiém tra dinh lugng dugc coi 1a lugng
chondroitin sulfat hoic mubi cta né. Phuong phap phan tich chondroitin sulfat hodc
mudi ctia né ¢6 thé duge st dung 1am phuong phép phan tich dinh lugng chondroitin
sulfat hodc mubi ctia n6 trong mau thi nghiém.

Sang ché ciing bao gdm phuong phép phén tich dinh lugng chondroitin sulfat
hodc mudi clia né sau day.

Phuong phap phéan tich dinh lugng chondroitin sulfat hodc mubi clia nd cb
trong mau thi nghiém, bao gém cac buée: thuc hién kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh
lugng mau thi nghiém cha chondroitin sulfat hodc mubi ctia nd, kiém tra dinh tinh
bao gém: bude dién di 1a budc dua mau thi nghiém di dién di s& dung mang; budc
nhudém 13 budc nhudém mang sau khi dién di v6i xanh Alcian; va budce phat hién la
budc xac dinh loai axit mucopolysacarit hodc mubi cia né trong mau thi nghiém tir
mAu vach tao thanh tir buéc nhudm, kiém tra dinh lugng bao gom budc dinh luong do
mau 13 buéc phan tich dinh lugng axit mucopolysacarit hodc mudi cia n6 trong miu
thi nghiém bing phuong phap do mau sir dung thudc nhudm c6 thé phat hién axit
mucopolysacarit hodc mudi ciia nd, trong d6 khi axit mucopolysacarit hodc mudi cia
n6 trong miu thi nghiém dugc xac dinh chi 1a chondroitin sulfat hodc mudi cua néd
trong kiém tra dinh tinh, két qua phan tich dinh luong tir kiém tra dinh luong dugc coi
14 lugng chondroitin sulfat hodc mudi cta né.

Kiém tra dinh tinh, kiém tra dinh luong va cac phuong an dugc uu tién cla
chiing trong phwrong phap phan tich dinh lugng chondroitin sulfat hodc mudi cta né 1a
gidng véi céc kiém tra trong phuong phap phan tich néu trén. Chondroitin sulfat va cac

phuong an dugc uu tién cua ching cling gidng véi chondroitin sulfat trong phuong
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phap phén tich néu trén.

Phuong phép kiém tra kiém soét chét luegng cho miu chira axit mucopolysacarit
hodc mubi cia n6

Phuong phép kiém tra kiém soat chit luwong cho san phidm chtra axit
mucopolysacarit hodc mubi ciia né theo sang ché bao gbm: budc phan tich miu thi
nghiém 13 budc phén tich san pham 13 mau thi nghiém bang phuong phap phén tich
theo sang ché dugc mo ta trén day; budce phan tich mAu dbi ching 13 buéc phan tich
bing phuong phép phén tich miu dbi chimg chtra axit mucopolysacarit hodc mudi cia
n6 ma ndéng dod va loai da biét; va budc danh gia 1a bude danh gia chét luong ctia miu
thi nghiém bang cach so sanh két qua kiém tra dinh tinh va két qua kiém tra dinh
lugng ctia mau thi nghiém véi két qua kiém tra dinh tinh v6i két qua kiém tra dinh
lwong ctia mau dbi ching tir cac budc phan tich twong tng.

Vi du khong gi6i han vé san pham chira axit mucopolysacarit hodc mudi clia né
bao gbém thuc phim, thudc va m§ phim va nguyén liéu thd cia céc san phim nay chira
axit mucopolysacarit hodc mudi ciia n6, ma dugc st dung 1am mAu thi nghiém trong
phuong phap phén tich néu trén. Theo sang ché, budc phéan tich mau thi nghiém c6 thé
thuc hién trudc budce phén tich mau dbi ching va ngugc lai. Kiém tra dinh tinh, kiém
tra dinh luong, cac phuong 4n dugce uu tién cua ching va céc phép kiém tra tuong tu 1a
gidng véi cac phép kiém tra trong phuong phap phén tich dugc md ta trén day. Axit
mucopolysacarit hodc mudi cta né 1a gibng véi axit mucopolysacarit hodc mudi cia
n6 trong phuong phap phén tich dugc mo ta trén day. Mau dbi ching chita axit
mucopolysacarit hodc mudi ciia n6 c6 ndng do (lwgng) va loai da biét. MAu ddi chiing
6 thé dugc lwa chon thich hop theo mau thi nghiém. Vi du, san phém chéng han nhu
thuc phém, thudc, hoic m¥ phém, hodc nguyén li¢u thd cua bét ky san phém nay chura
luong chudn axit mucopolysacarit hogic mubi clia né nhat dinh c6 thé duge sit dung

lam mau doi ching.
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Két qua kiém tra dinh tinh va két qua kiém tra dinh lugng cua mau thi nghiém
tir bu6c phan tich mau thi nghiém duoc so sanh 14n luogt véi két qua kiém tra dinh tinh
va két qua kiém tra dinh luong ciia mau dbi ching. Diéu nay cho phép xé4c dinh c6 hay
khong c¢6 loai va lugng axit mucopolysacarit hodc mudi cia n6 trong miu thi nghiém
(san phidm) gidng véi loai va lugng axit mucopolysacarit hogic mudi cta né trong miu
d6i chimg. Theo mot phwong 4n, vi dy, khi loai axit mucopolysacarit hodc mudi cia n6
trong mau thi nghiém gidng véi loai axit mucopolysacarit hodc mudi cia né trong mau
d6i ching va luong axit mucopolysacarit hodc mudi cta nd trong mAu thi nghiém 16n
hon hodc bing luong trong miu déi chimg, mAu thi nghiém, tirc 13, sn phim, c6 thé
dwoc xem 13 thoéa mén cac tidu chudn chit lugng. Cling theo mdt phuong 4n, boi vi
loai axit mucopolysacarit hodc mubi cia n6 c6 trong mau dbi chimg 13 da biét, viéc so
sanh két qua cac kiém tra dinh tinh cho phép x4c dinh loai axit mucopolysacarit hodc
mudi ctia né trong miu thi nghiém. Péi véi kidm soat chat luong san pham chia axit
mucopolysacarit hodc mubi cia no, viéc kiém soat loai va lugng axit mucopolysacarit
hodc mudi cta né trong san phdm 1a quan trong. Sang ché cho phép phan tich axit
mucopolysacarit hodc mudi clia n6 cb trong san phdm va danh gia chét luong sin
phim mot cach don gian va khach quan. Phuong phap kiém soat chit lugng ndy hiru
ich trong viéc kiém so4t chét luong cta thuc phém, thudc, my phém, nguyén liéu tho
clia cdc san phdm ndy va san phAm twong ty chira axit mucopolysacarit hodc mubi cia
no.

Vi du thuc hién sang ché

Sau day, sang ché dugc md ta chi tiét dua trén cac vi du. Sang ché khong bi gi6i
han trong céc vi du nay.

Vidul

Axit mucopolysacarit va nguyén liéu thd sun cd map dugc thuc hién dién di,

sau d6 dugc nhudm véi xanh Alcian. Tir khoang céch dich chuyén tao thanh cla cac
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vach, axit mucopolysacarit trong nguyén liéu thd sun c4 map duoc phan tich mét cach
dinh tinh.
(1) Thiét bj va dung cu dugc st dung trong phén tich

» Thiét bj dién di mang (Nihon Eido Co. Ltd., NA-4700)

« Bo ngudn dién AE-3121 dién tuyén tinh 2000 (Atto Corporation)

e Mang xenluloza axetat (t€n san phim: SELECA-VSP, 6 x 11 cm, Toyo Roshi
Kaisha, Ltd.)

¢ Mang nitroxenluloza (t€n san phim: mang nitroxenluloza, 0,45 pm, 6 x 11 cm
ho#ic 7 x 8,5 cm, Bio-Rad Laboratories, Inc.)

 Mang két hop ciia nitroxenluloza va xenluloza axetat (t€n san phim: mang
nitroxenluloza, s6 san phim: bo loc mang MF (0,45 pm HA), Merk KGaA)

(2) Chét phan tmg va nguyén liéu th6 duoc sir dung trong phén tich

* Natri hyaluronat (MCE MedChemExpress)

« Mubi natri chondroitin sulfat C (Nacalai Tesque, Inc.)

« Heparan sulfat (MCE MedChemExpress)

« Heparin natri (Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

« Dermatan sulfat (Tronto Research Chemicals Inc.)

* Nguyén liéu tho syn cd map (I) (t€n san phém: bot chiét sun ca4 map, Nihon
Yakuhin Co., Ltd.)

« Nguyén liéu thd sun cad mép (II) (tén san phadm: SCP, Maruha Nichiro
Corporation)

* Xanh Alcian 8GX (Funakoshi Co., Ltd.)

« Pyridin, axit axetic, bari axetat (toan bd 1a hang cao cAp, Nacalai Tesque, Inc.)

« Actinaza E (Kaken Pharmaceutical Co., Ltd.)

* Chondroitinaza ABC (Sigma-Aldrich)

M&i nguyén liéu tho sun ca map (I) va nguyén liéu thd sun ca map (II) chra
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phﬁn chiét sun ca map. Mbi nguyén liéu tho sun ca mép (I) va nguyén li€u tho sun ca
map (II) chira 20 % khéi lugng chondroitin sulfat C (lugng dugc bdo cdo béi nha san
xuét).

Natri hyaluronat, mubi natri chondroitin sulfat C, heparan sulfat, heparin natri
va dermatan sulfat duoc st dung 1am mAu chuén tham chiéu.

(3) Chuén bi chit phan tmg

1) 25% Dung dich metanol chira nudc

Nude cit duge bd sung vao 250 mL metanol, sao cho 1 L dung dich metanol
chira nu6c dugce tao thanh.

2) Dung dich d&m 1,0 M axit axetic/pyridin (dung dich dém axit axetic -
pyridin) (d6 pH 3,5)

800 mL nudc cht duge bd sung vao 60 g axit axetic va dung dich tao thanh
duoc didu chinh dé c6 do pH 3,5 b%mg pyridin, sao cho 1 L dung dich dém dugc tao
thanh.

3) Dung dich dém 0,1 M bari axetat (40 pH 5,0)

800 mL nudc cit duge bd sung vao 25,5 g bari axetat va dung dich tao thanh
dugc diéu chinh dé c6 do pH 5,0 béng axit axetic, sao cho 1 L dung dich dém dugc tao
thanh.

4) Dung dich xanh Alcian (dung dich nhu¢m)

Dung dich axit axetic chira nuéc 0,3% dugc bd sung vao 5,0 g xanh Alcian
8GX, sao cho 1 L dung dich dugc tao thanh.

5) Dung dich axit axetic chira nudc 1%

Nuéc cét duge bd sung vao axit axetic (10 mL), sao cho 1 L dung dich dugc tao
thanh.

6) Dung dich axit axetic chira nu6c 5%

Nuéc cét duge bd sung vao axit axetic (50 mL), sao cho 1 L dung dich dugc tao
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thanh.

7) Dung dich actinaza E (I)

Nuéc cit duge bd sung vao actinaza E, sao cho dung dich ¢6 néng dd actinaza
E 1a 3,4 mg/mL duogc tao thanh.

8) Dung dich atinaza E (II)

Nuéc cit duge bd sung vao actinaza E, sao cho dung dich c6 néng d6 actinaza
E 14 1,0 mg/mL duogc tao thanh.

9) Dung dich chondroitinaza ABC

Chondroitinaza ABC duoc hoa tan trong nugc cit, sao cho 10 U/mL dung dich
duoc tao thanh.

(4) Chuén bj mAu phan tich

Nim mau chudn tham chiéu chira axit mucopolysacarit (natri hyaluronat, mudi
natri chondroitin sulfat C, heparan sulfat, heparin natri, dermatan sulfat), mdi mau
duoc hoa tan trong nudc cit, sao cho 0,1 mg/mL dung dich chira nuéc dugc tao thanh.
MB&i nguyén liéu tho sun ca mép (I) va (IT) dugce hoa tan trong nudc cét, sao cho 1,0
mg/mL dung dich chia nuéc duge tao thanh. Cac dung dich mAu chuin chira nuéc va
cac dung dich nguyén liéu thd sun cd mép chita nude thu dugce st dung lam céc mau
phén tich.

(5) Quy trinh phén tich

(5-1) bénh gia bang cach st dung mang xenluloza axetat

1) Céac dudong ké but chi (5 mm) @& phat hién miu phan tich duoc v& 1én mang
xenluloza axetat. Cu thé 13, cac dudng ké song song v6i mit ddy cua mang duge v& voi
khoang cach 1 cm tir mit ddy véi cac khoang 5 mm. Céc dudng ké dugc v€ véi
khoang céch 16n hon hodc bang 1 cm tlr bén trai va bén phai clia mang.

2) Mang xenluloza axetat dugc ngdm trong dung dich metanol chira nuéc 25%

trong 10 phat hodc 1au hon.
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3) Mang xenluloza axetat dugc ngdm trong dém (dung dich dém 1,0 M axit
axetic/pyridin) trong 30 phut.

4) Mang duoc 1dy ra khoi dém (dung dich dém 1,0 M axit axetic/pyridin) va
duogc lam kho.

5) C4c diém phat hién gidng nhu vach clia mau phan tich dugc tao ra trén mang
xenluloza axetat.

6) Mdi ngin catot va anot cua budng dich chuyén dugc tich dién trong dém
(dung dich dém 1,0 M axit axetic/pyridin) va mang xenluloza axetat duoc thiét dat
trong budng dich chuyén, véi cac diém phat hién miu gin v6i catot.

7) Nép dugc dit 1én trén budng dich chuyén, sau d6 giit yén 10 phut dé mang
cén bang.

8) Pién di dugc chay voi dong dién khong dbi 11 mA trong 10 phut.

9) Sau khi két thuc dién di, mang dugc 14y ra, 1am kho trong khdng khi va ngdm
trong dung dich xanh Alcian trong 10 phut dé nhudm.

10) Mang dugc lam mAt mau bang dung dich axit axetic 1%.

(5-2) Banh gia bang cach sir dung mang nitroxenlulaza

1) Tuong tu v&i budc danh gia bing cach st dung mang xenluloza axetat, cac
duong ké but chi (5 mm) dé phat hién mau phan tich dugc v& 1én mang nitroxenlulaza.

2) Mang nitroxenlulaza (6 x 11 cm hodc 7 x 8,5 cm) dugc ngdm trong dém
(dung dich dém 0,1 M bari axetat) trong 10 phut hodc 14u hon.

3) Mang dugc 14y ra khéi dém (dung dich dém 0,1 M bari axetat) va dugc lam

4) Céc diém phét hién gidng nhu vach ctia mau phén tich dugc tao ra trén mang
nitroxenlulaza.
5) Mdi ngin catot va anot cua budng dich chuyén dugc tich dién trong dém

(dung dich d&&m 0,1 M bari axetat) va mang nitroxenlulaza dugc thiét dit trong budng
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dich chuyén, v6i cac diém phat hién miu gan véi catot.

6) Nip duoc dit 1én trén budng dich chuyén, sau d6 gitt yén 10 phut dé mang
can bang.

7) Bién di dugc chay véi dong dién khong dbi 17 mA trong 40 phut.

8) Sau khi két thiic dién di, mang dugc 14y ra, lam kho va ngam trong dung dich
xanh Alcian trong 10 phut dé nhudm.

9) Mang dugc 1am mat mau bang dung dich axit axetic 5%.

Két qua s& bén hon khi budng dich chuyén dugc thiét dat & nhiét do thap hon
10°C (vi du, 4°C) trong qué trinh dién di.

(5-3) Dénh gia bing cach sit dung mang két hop cta nitroxenluloza va
xenluloza axetat

Kiém tra dugc chay bing cing phuong phdp ngoai trir trong phan (5-2) Panh
gi4 bing cach st dung mang nitroxenlulaza, mang két hop cta nitroxenluloza va
xenluloza axetat duoc st dung thay vi mang nitroxenlulaza.

(5-4) Xac dinh chondroitin sulfat thong qua thiy phan enzym v6i
chondroitinaza ABC

(5-4-1) Qua trinh x 1y v6i enzym (x{r ly enzym) cua mau chudn tham chiéu
chtra axit mucopolysacarit.

1) Nudc cit dugce bd sung vao mubi natri chondroitin sulfat C va heparin natri,
lam mAu chuén tham chiéu chira axit mucopolysacarit, dé tao thanh dung dich chua
nuée 4 mg/mL ciia mdi mAu chudn tham chiéu.

2) 60 pL ctia mdi dung dich chira nudc cla mAu chuin tham chiéu chtra axit
mucopolysacarit dugc bd sung 75 pL dung dich actinaza E (I) va 150 pL nude cht dé
tao ra qua trinh xtr Iy véi enzym & 40°C trong 17 gio, nhd d6 thu dugc dung dich xtt ly
véi actinaza E.

3) Dung dich xit ly v6i actinaza E dugc dét trong bé nudc soi, gitt yén trong 10
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phut dé 1am bat hoat enzym.

4) Cac dung dich thu dugc tir budce 3) dugc lam mat dén nhiét do phong. Mbi
dung dich dugc bd sung 15 pL dung dich choﬁdroitinaza ABC dé gay ra qua trinh xtr
Iy véi enzym & 37°C trong mdt gid, sao cho thu dwgc dung dich duge xir ly véi
chondroitinaza.

5) Dung dich xit ly v6i chondroitinaza dugc dat trong bé nudc séi, gilt yén
trong 10 phut dé lam b4t hoat enzym, nhé d6 thu duge san phim dugc xit 1y véi
enzym.

6) San phim dugc xir Iy v6i enzym thu dugc trong budce 5) duge 1am mat dén
nhiét d6 phong, sau d6 1a ly tim. M&i dich ndi tao thanh dugc pha lodng ba lan véi
nudc cit va sau d6 dugc phan tich dwa theo cac phuong phép danh gia bang céach sir
dung mang xenluloza axetat va mang nitroxenlulaza.

(5-4-2) Qua trinh x1r ly v&i enzym cta nguyén li¢u thd sun ca4 mép

1) Nudc cét dugc bd sung vao 500 mg mdi nguyén liéu thd sun cd map (I) va
(II) dé thu dugc 10 mL cac dung dich nguyén liéu thd (dung dich nguyén liu th6 sun
c4 map (I) va dung dich nguyén liéu th6 sun ca mép (II)).

2) 100 uL mdi dung dich nguyén li¢u thd thu dugc tir bude 1) duge bb sung 850
uL dung dich actinaza E (II) dé gy ra qua trinh xtt Iy v&i enzym & 40°C trong 17 gio,
nhd d6 thu duoce dung dich xit 1y véi actinaza E.

3) Dung dich xi ly v6i actinaza E dugc ddt trong bé nuéc sdi, giit yén trong 10
phit dé 1am bét hoat enzym.

4) Céac dung dich thu dugc tir buéc 3) dugc lam mat dén nhiét do phong. Mbi
dung dich dugc bd sung 50 pL dung dich chondroitinaza ABC dé gay ra qua trinh xir
Iy v&i enzym & 37°C trong mot gid, sao cho thu duge dung dich dugc xu ly véi
chondroitinaza.

5) Dung dich xir 1y véi chondroitinaza dugc dat trong bé nudc sbi, gilt yén
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trong 10 phut dé 1am bét hoat enzym, nho d6 thu dugc san phim duge xit ly véi
enzym.

6) San phim dugc xir Iy véi enzym thu dugc trong bude 5) duge lam mat dén
nhiét do phong, sau d6 la ly tAm. Mbi dich ndi tao thanh dugc pha lodng ba 14n véi
nude cit va sau d6 dugc phén tich dua theo cac phuong php danh gia bang céch sir
dung mang xenluloza axetat va mang nitroxenlulaza.

M3u khong qua qué trinh xtt 1y v6i enzym (xir Iy véi enzym) dugce tao thanh
bing cach bd sung cling mot lugng nude c4t thay vi dung dich enzym trong quy trinh
2) va 4) trong muc (5-4-1) va (5-4-2) néu trén va tién hanh cung thao tac nhu thao tac
di voi san phdm duge xir ly voi enzym (mAu xtr ly v6i enzym) trong céc quy trinh
khéc.

(6) Két qua

Céc hinh v& tir Fig.1 dén Fig.4 thé hién két qua dién di mang cia mAu chuin
tham chiéu chira axit mucopolysacarit va nguyén liéu tho sun ca map. Fig.5 thé hién
két qua dién di mang cia san pham dugc xit 1y v6i enzym ctia mau chuén tham chiéu
chira axit mucopolysacarit va san phim duge xt Iy v6i enzym cua nguyén liéu tho sun
ca map dugc tao thanh bang phuwong phép trong muc (5-4) néu trén.

(6-1) Két qua dénh gia bang cach st dung mang xenluloza axetat

Fig.1 bao gbm céc hinh anh mAu vach ciia mau chuin tham chiéu chira axit
mucopolysacarit va nguyén liéu tho sun ¢4 map (I) thu duoc bang céach dién di st dung
mang xenluloza axetat. Fig.1(a) thé hién két qua dién di mau chuln tham chiéu chira
axit mucopolysacarit va nguyén liéu th6 sun ca4 map (I). Fig.1(b) thé hién két qua dién
di miu chuén tham chiéu chira axit mucopolysacarit va nguyén liéu tho sun c4 mép (I)
cung dugc phat hién. Bang 1 thé hién mau theo lan tir 1 dén 9 trong Fig.1(a) va theo
lan tr 10 dén 15 trong Fig.1(b). Mau nguyén liéu thd sun ca mép (I) trong cac lan tir 6

dén 9 13 céac 16 khac nhau va miu nguyén liéu thd sun c4 map (I) trong céc lan tir 10

31



51507 32/51

dén 15 13 cing 16 v6i lan 6. Lugng cia mdi miu chudn tham chiéu chira axit
" mucopolysacarit dugc phét hién 13 0,3 pg va luong ciia nguyén liéu tho syn ca map
dugc phat hién 13 2,0 pg trong Fig.1 va cc hinh md ta sau day tir Fig.2 dén Fig.4. Dé
tham chiéu, Fig.7 thé hién hinh anh gian lugc mﬁu vach trong cac hinh dugc thé hién

trong Fig.1 ((a): hinh anh gian luge cta Fig.1(a), (b): hinh 4nh gidn lugc cua Fig.1(b)).

Béang 1
Lan Méu Lan Mau
1 Natri hyaluronat 10 Nguyén liéu thd sun cd map (I)

A Nguyén liéu tho A map (I
2 | Mudi natri chondroitin sulfat C | 11 guyen feu tho sunl ca map @
' + natri hyaluronat

Nguyén liéu thd sun cd map (I)

3 Heparan sulfat 12 !
cpatan s + muodi natri chondroitin sulfat C
Nguyén li¢u tho 4 map (I
4 Heparin natri 13 guyén li¢u thd sun ca mép (I)
+ heparan sulfat
én liéu tho 4 ma
5 Dermatan sulfat 14 Nguyén li¢u thd sun ca map (I)

+ heparin natri

Nguyén liéu thd sun cd mép (I)

6-9 | Nguyén liéu thd A map (I 15
guyén liéu tho sun ¢4 map (1 + dermatan sulfat

Fig.2 bao gdm céc hinh &nh mAu vach ciia miu chuin tham chiéu chira axit
mucopolysacarit va nguyén li¢u thoé sun cd mép (II) thu dugc bang cach dién di st
dung mang xenluloza axetat. Fig.2(a) thé hién két qua dién di mau chudn tham chiéu
chira axit mucopolysacarit va nguyén liéu tho sun cd mép (ID). Fig.2(b) thé hién két
quéa dién di cia mau chuin tham chiéu chtra axit mucopolysacarit va nguyén li¢u tho
sun ca4 map (II) cung dugc phat hién. Bang 2 thé hién mAu theo lan tr 1 dén 9 trong
Fig.2(a) va theo lan tir 10 dén 15 trong Fig.2(b). MAu nguyén liéu thd sun c4 map (II)
trong céac lan tir 6 dén 9 13 cac 16 khac nhau va miu nguyén liéu thd sun cd mép (II)
frong céc 1an tir 10 dén 15 1 cing 16 v6i lan 6. D& tham chiéu, Fig.8 thé hién hinh anh
gian luge miu vach trong cac hinh duoc thé hién trong Fig.2 ((2): hinh anh gian lugc
cta Fig.2(a), (b): hinh anh gian lugc ctia Fig.2(b)).

Béang 2
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Lan Mau Lan Mau
1 Natri hyaluronat 10 | Nguyén liéu thd sun cad mép (II)
, N A 1'/\ thA 7 A I
> | Musi natri chondroitin sulfat C | 11 | T\gwyen liéu tho sun cd map 0D
+ natri hyaluronat
Nguyén liéu tho 4 map (11
3 Heparan sulfat [p | EuyeRHcu o sun ca map (II)
+ mudi natri chondroitin sulfat C
Nguyén liéu tho 4 map (I
4 Heparin natri 13 | heuyen lieu tho sun ca map D
+ heparan sulfat
Nguyén liéu thd 3 map (I
5 Dermatan sulfat 14 guyen ligd o.sun ca map (II)
+ heparin natri
Nguyén liéu tho 4 map (11
6-9 | Neguyén liéu tho sun cd map (II) | 15 | - o0 o0 0 S &4 D (ID
+ dermatan sulfat

(6-2) Két qua danh gia bang cach str dung mang nitroxenlulaza
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Fig.3 bao gdm cé4c hinh 4nh mau vach ciia mau chuan tham chi€u chua axit

mucopolysacarit va nguyén liéu tho sun ca map (I) thu dugc bang cach dién di st dung

mang nitroxenlulaza. Fig.3(a) thé hién két qua dién di miu chuén tham chiéu chira axit

mucopolysacarit va nguyén liéu tho sun ca mép (I). Fig.3(b) thé hién két qua dién di

mAu chuin tham chiéu chira axit mucopolysacarit va nguyén li¢u tho sun cd map (D)

cling duge phat hién. Bang 3 thé hién mAu theo lan tir 1 dén 8 trong Fig.3(2) va theo

lan tir 9 dén 14 trong Fig.3(b). MAu nguyén liéu thd sun cd map (I) trong cdc lan tir 6

dén 8 1a cac 16 khac nhau va mau nguyén liéu thd sun ca mép (I) trong céc lan tr 9 dén

14 1a cung 16 véi lan 6. Pé tham chiéu, Fig.9 thé hién hinh &nh gian lugc mau vach

trong céc hinh dugc thé hién trong Fig.3 ((a): hinh &nh gian lugc ctia Fig.3(a), (b): hinh

anh gian luoc cta Fig.3(b)).

Béang 3

Lan

Mau

Lan

Mau

Natri hyaluronat

Nguyén liéu thd sun ca mép (I)
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i Nguyén liéu thd 4 map (I
2 | Muoi natri chondroitin sulfat C | 10 guyen 1¢u. 6 syn ¢4 méap (I)
+ natri hyaluronat
Nguyén liéu thd 4 map (I
3 Heparan sulfat 11 gu}f“ ieu tho syn ca map @
+ muoi natri chondroitin sulfat C
Nguyén liéu tho 4 map (I
4 Heparin natri 12 guyeén li¢u thd sun ca map (D)
+ heparan sulfat
5 Tiey tho —
5 Dermatan sulfat 13 Nguyén li¢u t O sun ca map )
+ heparin natri
. N A 1' A th’\ J A I
6-8 | Nguyén liéu tho sun cd mip (I) | 14 guyén liéu tho sun ca mép (I)
+ dermatan sulfat
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Fig.4 bao gdm céc hinh &nh miu vach cua mau chuin tham chiéu chura axit

mucopolysacarit va nguyén liéu thd sun cd map (II) thu dugc bang cach dién di su

dung mang nitroxenlulaza. Fig.4(a) th8 hién két qua dién di miu chuin tham chiéu

chtra axit mucopolysacarit va nguyén liéu thd sun cad mép (II). Fig.4(b) thé hién két

qué dién di mAu chuan tham chiéu chtra axit mucopolysacarit va nguyén li¢u thd sun

ca mip (II) cung dugc phat hién. Bang 4 thé hién mau theo lan tir 1 dén 8 trong

Fig.4(a) va theo lan tir 9 dén 14 trong Fig.4(b). Mau nguyén liéu thd sun cd mép (II)

trong cac lan tr 6 dén 8 13 cac 16 khac nhau va miu nguyén liéu thd sun ca map (II)

frong cac lan tir 9 dén 14 1a cing 16 v6i 1an 6. D& tham chiéu, Fig.10 thé hién hinh dnh

gian lwgc miu vach trong cac hinh duge thé hién trong Fig.4 ((2): hinh anh gian lugc

ctia Fig.4(a), (b): hinh anh gian lugc cia Fig.4(b)).

Bang 4
Lan Mau Lan Méu
1 Natri hyaluronat 9 Nguyén liéu tho sun cd mép (II)
' " Nguyén liéu thd sun c4 map (II
2 Mudi natri chondroitin sulfat C 10 guyen lied _ su ap (1)
+ natri hyaluronat
Nguyén liéu thé sun cd map (II
3 Heparan sulfat 11 guyen fieu an ca map dD
+ muoi natri chondroitin sulfat C
Nguyén liéu thd sun ca mép (II
4 Heparin natri 12 guyen ficu tho sun ap (1)
+ heparan sulfat
Nguyén liéu thd 4 map (I
5 Dermatan sulfat 13 guyen licu thO Sun ca map dD
+ heparin natri
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Nguyén liéu thd 4 map (11
6-8 | Nguyén liéu tho syn camap (II) | 14 guyén liéu thd sun ca mép (II)
+ dermatan sulfat

(6-3) Mang két hop ctia nitroxenluloza va xenluloza axetat

Pién di sir dung mang két hop cia nitroxenluloza va xenluloza axetat ching
minh céc két qua (mau vach) gidng véi cac két qua dién di st dung mang
nitroxenlulaza dugc thé hién trong Fig.3 va Fig.4.

(6-4) Két qua x4c dinh chondroitin sulfat bing thiiy phan enzym

Fig.5 bao gdbm cac hinh anh mau vach cia san phim dugc xt 1y v6i enzym cua
nguyén liéu tho sun c4 map va san phim duge xir Iy véi enzym cia mAu chuén tham
chiéu chira axit mucopolysacarit thu dugc bang cach dién di st dung mang xenluloza
axetat hodic mang nitroxenlulaza ((a): mang xenluloza axetat, (b): mang
nitroxenlulaza). Bang 5 thé hién mAiu theo lan tir 1 dén 8 trong cac Fig.5(a) va Fig.5(b).
Trong bang 5, miu “dugc xit ly” dugc ghi trong ¢t “xtt ly enzym” chi san pham duge
xtr Iy v6i enzym (mau qua qué trinh xt ly v6i enzym) néu trén va mau “khong dugc
xir Iy” dugc ghi trong cft “xtr ly enzym” chi mau khong qua xtt ly véi actinaza E va
chondroitinaza ABC néu trén. Lugng cua mdi nguyén liéu thd sun c4 map hodc sin
phdm duge xir Iy v6i enzym cia ching duge phét hién trong dién di 12 2,0 pg. Luong
ctia m&i miu chudn tham chidu chtra axit mucopolysacarit hogc san pham dugc xtr ly
enzym cla ching dugc phét hién 12 0,8 pg. D& tham chiéu, Fig.11 thé hién hinh anh
gian luge mau vach trong céc hinh dugc thé hién trong Fig.5 ((2): hinh anh gian lugc

ctia Fig.5(a), (b): hinh anh gian luogc cua Fig.5(b)).

Béang 5

Lan Mau X Iy enzym

1 Nguyén liéu tho sun cd mép (I) Khéng dugc xt ly
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2 Nguyén li€u tho sun cad map (I) Pugce xir ly
3 Nguyén li€u tho sun cd mép (II) Khong dugc xtt 1y
4 Nguyén li€u tho sun ca mép (II) Puoc xtt ly
5 Mubi natri chondroitin sulfat C Khoéng dugc xtr ly
6 Muébi natri chondroitin sulfat C Dugc xu ly
7 Heparin natri Khong dugc xir ly
8 Heparin natri Puoc xtir ly

Nhu dugc thé hién trong cac lan tir 6 dén 10 trong cac Fig.1 va Fig.2 va cac lan
tir 6 dén 9 trong cac Fig.3 va Fig.4, mot vach cia m&i miu nguyén liéu thd sun ca map
(tir cac nha san xuét khic nhau va/hodc 16 khac nhau) xuét hién khi nhudm xanh
Alcian sau khi dién di mang. Viéc ciing phat hién mau nguyén liéu thd sun c4 map va
mdi mu chudn tham chiéu chira axit mucopolysacarit trong dién di st dung mang
xenluloza axetat chi ra ring khoang cach dich chuyén cta vach cia nguyén ligu thd
sun c4 map khac véi khoang cach dich chuyén ctia vach ctia natri hyaluronat, heparan
sulfat va dermatan sulfat (cac lan 11, 13 va 15 trong cac Fig.1 va Fig.2). Viéc cung
phéat hién mAu nguyén liéu thd sun c4 mip va mdi mau chuén tham chiéu chira axit
mucopolysacarit chi ra ring khoang cach dich chuyén cia vach ctia nguyén liéu thd
sun ¢4 mép va vach ctia mAu chuén natri chondroitin sulfat 14 giéng nhau (lan 12 trong
cac Fig.1 va Fig.2), nhung vach ctia miu nguyén liéu tho sun c4 map dugc phat hién
cing v&i vét loang heparin natri (Ian 14 trong cac Fig.1 va Fig.2). Dién di st dung
mang nitroxenlulaza chi ra ring khoang cach dich chuyén ctia vach nguyén liéu tho
sun ¢4 map chi giéng véi mAu chuén natri chondroitin sulfat va khac véi khoang cach
dich chuyén cua vach cia cac axit mucopolysacarit khac (cac lan tir 10 dén 14 trong
cic Fig.3 va Fig4). Cac két qua nay thé hién rang chondroitin sulfat 13 axit

mucopolysacarit duy nhdt cé trong nguyén liéu thd sun c4 mip va cac axit
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mucopolysacarit khac khong c6 trong do.

Nhu dugec mé ta trén day, trong dién di st dung mang xenluloza axetat, vach
cia nguyén liéu thé sun c4 map (I) va (II) xudt hién chdng 1én vach cia natri
chondroitin sulfat. Tuong tu, vach cia nguyén li€u thoé sun cd mép va heparin natri
cung phét hién vét loang. Nguyén liéu thd sun cd map (I) va (II), miu chudn natri
chondroitin sulfat v mau chuén heparin natri bj thiay phan enzym véi chondroitinaza
ABC theo phuong phap dugc md ta trong muc (5-4) néu trén va thuc hién dién di
mang nhu néu trén. Két qua 13, chi c¢6 vach ciia nguyén liéu thd sun c4 map (I) va (II)
va mAu chuén natri chondroitin sulfat khong xuét hién (Fig.5).

Sun c4 méip di dugc bao céo 1a chira cac axit mucopolysacarit chéng han nhu
chondroitin sulfat, axit hyaluronic va dermatan sulfat (Higashi K., et al, PloS One,
10(6), €0131502(2015)). Ngoai cac chat nay, heparan sulfat va heparin natri, 1 cac
axit mucopolysacarit tiéu biéu, dugc sir dung lam miu chudn tham chiéu trong dién di
mang cua nguyén liéu thd sun cd méap (I) va (II). Trong dénh gia bang cach st dung
mang xenluloza axetat, chi c6 mot vach ciia mdi nguyén liéu thd dugc phat hién.
Khoang céach dich chuyén ciia ching gidng véi khoang cach dich chuyén cta vach coa
chondroitin sulfat va vach nay chdng 1én vach ctia heparin. Bu6c danh gia dugc thyuc
hién bang cach thay ddi gia cho mang nitroxenlulaza va két qua thé hién rang khoang
cach dich chuyén ctia vach ciia mdi nguyén liéu tho va vach cua chondroitin sulfat 1a
gidng nhau. Pé x4c dinh axit mucopolysacarit trong nguyén liéu th sun ca mép,
nguyén liéu tho va miu chuén tham chiéu duoc thily phan enzym véi chondroitinaza
ABC. Didu d6 din dén su bién méit cia vach ctia nguyén lidu tho sun c4 map va mau
chuén tham chiéu chondroitin sulfat, c6 nghia 13 axit mucopolysacarit c6 trong nguyén
liéu thoé sun c4 map dugc phéan giai véi chondroitinaza ABC. Két qua mot vach duy
nhét dugc nhudm vé6i xanh Alcian va khoang cach dich chuyén cia né gibng vai

khoéang céch dich chuyén ciia vach ctia chondroitin sulfat, didu nay thé hién ring axit
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mucopolysacarit ¢6 trong nguyén liéu thoé chi 13 chondroitin sulfat va céac axit
mucopolysacarit khac khong c6 trong d6. Hon thé nira, két qua vach dugc phan giai
vé6i chondroitinaza ABC khéng dinh ring axit mucopolysacarit c¢6 trong nguyén liéu
thd chi 13 chondroitin sulfat va cdc axit mucopolysacarit khac khong c6 trong do.
Thong thuong, phan tich dinh luong bang phuong phap do mau st dung cac dic tinh
cta cac nhém chire trong hop chét, thudng lién quan dén van dé vé tinh dic hiu. Tuy
nhién, bdi vi chi ¢6 vach cia chondroitin sulfat dugc nhudm véi thudc nhudm xanh
Alcian khi danh gia nguyén li€u tho sun ca mép, két qua phan tich dinh lugng tr phan
tich dinh lugng bing phuong phip do mau xanh Alcian cia nguyén liu thd c6 thé
dugc xem 12 phan 4nh lugng chondroitin sulfat hodc mubi ctia né.

Vidu2

Luong chondroitin sulfat hoac mubi cta né trong mdi nguyén liéu thd sun céa
mép (I) va (I) dugc st dung trong vi du 1 duoc phan tich dinh lugng bang phuong
phap do mau xanh Alcian. Phan tich dinh luwong bing phuong phap do mau xanh
Alcian dugc thuc hién theo phuwong phap md ta trong Tap chi Hiép hdi v€ sinh thuc
pham Nhat Ban (Journal of the Food Hygienic Society of Japan) (Shokuhin Eiseigaku
Zasshi) (Yoshie YABE, et al., Determination of Sodium Chondroitin Sulfate Added in
Foods, 28(1), pp.13-18 (1987)).

(1) Chuén bi chit phan tng

1) Dung dich actinaza E

Dung dich dém phosphat dugc bd sung vao 0,5 g actinaza E (Kaken
Pharmaceutical Co., Ltd.), sao cho 50 mL dung dich dugc tao thanh.

2) Chét phan ng xanh Alcian

1 g xanh Alcian 8GX dugc bd sung vao 4,2 mL axit clohydric, 1,38 g natri
dihydro phosphat va nudc, sao cho 100 mL chét phan tmg dugc tao thanh.

3) Dung dich dém phosphat
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305 mL dung dich dinatri phosphat 0,2 mol/L va 195 mL dung dich mononatri
phosphat 0,2 mol/L dugc tron voi nhau, sau d6 bd sung nuéc. Nher 6, 1000 mL dung
dich dém phosphat dugc tao thanh. Dung dich c¢6 6 pH bﬁng 7.

(2) Chuén bi dung dich chudn va dung dich chuén cho dudng chuin

100 mg natri chondroitin sulfat (loai cao cdp) dugc can chinh x4c va hoa tan
dén thé tich ¢b dinh 100 mL trong nuéc (néng dd: 1000 pg/mL). 1 mL dung dich nay
dugc pha lodng chinh x4c thanh 10 mL véi nudc, ma duge st dung lam dung dich
chuin (ndng do: 100 pg/mL).

Dung dich chuidn dugc pha lodng véi nuéc dé tao thanh cic dung dich 1,0
pg/mL, 4,0 pg/mL, 7,0 pg/mL, 10 pg/mL va 20 pg/mL, ma dugc st dung lam dung
dich chuén cho dudng chuén.

(3) Chuén bj dung dich kiém tra

2 g mau d3 dugc tan thanh bt dugc bd sung vao 40 mL dung dich dém
phosphat ¢6 d6 pH 7,0. Sau d6, 5 mL dung dich actinaza E (10 mg/mL) dugc bd sung
vao d6 va dung dich tao thanh dugc lic. Dung dich dugc giit yén & 40°C qua dém va
sau d6 dugc pha loang thanh thé tich ¢6 dinh 100 mL véi nuéc. Dung dich loc bang
gidy loc va dung dich tao thanh duoc coi 1a dung dich kiém tra.

(4) Phuong phép dinh lugng do mau

1 mL dung dich kiém tra dugc bd sung thém 0,2 mL chét phan ing xanh Alcian
va dung dich dugc giit yén trong 20 phut. Phan két tia dugc tao thanh, sau d6 duoc ly
tAm & 3000 vong/phut trong ndm phut. Dich nbi duge loai bé va phan két taa dugc ly
tam mdt 14n nira sau khi duge rira v6i 3 mL nudc. Phan két tia tao thanh dugc hoa tan
trong 10 mL monoetanolamin dé tao thanh mau cho phép do do hép thu. Do hép thu
ctia mau cho phép do dd hip thu & budc séng 615 nm dugc do bang quang phd ké. Do
hép thu cia dung dich chuin cho dudng chuin dugc do sau khi 1am hién mau béng

thao tac tvong ty. Pudng chuén tao ra bing cach st dung dd hép thu ctia dung dich
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chuin cho dudng chuin duge sir dung dé tinh toan lwong chondroitin sulfat hoic mubi
ctia n6 trong dung dich kiém tra. Lugng chondroitin sulfat hoic mudi ciia né dwoc tinh
todn & day l1a luong natri chondroitin sulfat.

(5) Két qua

Luong chondroitin sulfat hoic mubi ciia né trong nguyén liéu thd sun ca map
(I) 14 20,6 g/100 g va luong chondroitin sulfat hoic mubi clia n6 trong nguyén liéu thd
sun cad mép (II) 1a 20,9 g/100 g.

Két qua néu trén thé hién rang axit mucopolysacarit c6 trong nguyén liéu thd
sun ca map (I) va (II) duoc xic dinh bing kiém tra dinh tinh (vi du 1) chi 1a
chondroitin sulfat (100% chondroitin sulfat). Twong tu, kiém tra dinh lugng (vi du 2)
bang phuong phap do mau thé hién ring luong chondroitin sulfat hoic mudi cia né
trong nguyén liéu thé sun ca map (I) va (II) 14n luot 12 20,6 g/100 g va 20,9 g/100 g.
B&i vi kiém tra dinh tinh (vi du 1) thé hién ring axit mucopolysacarit hosic mubi ciia
n6 c6 trong nguyén liéu thd sun c4 map (I) va (II) chi 14 chondroitin sulfat hoic mubi
clia n6, két qua phan tich dinh lwong tir kiém tra dinh luong (vi du 2) 13 lugng
chondroitin sulfat hodc mudi ctia n6 trong nguyén liéu thd sun ca map (I) va (II) twong
ung.

Do d6, st dung két hop kiém tra dinh tinh bao gdm cac buéc: dua mau di dién
di mang d& x4c dinh loai axit mucopolysacarit hoic mudi clia né trong mau tir mau
vach thu dugc tr buéc nhudm xanh Alcian, va kiém tra dinh luong axit
mucopolysacarit hoic mudi ciia n6 bang kiém tra dinh lugng stt dung phwong phap do
mau cho phép xac dinh loai va phén tich dinh lugng axit mucopolysacarit hodc mubi
ctia né trong mau thdng qua céc budc don gian.

Kiém tra vi du 1

Phép kiém tra sau ddy duogc tién hanh @ khing dinh ring chondroitin sulfat

hodic mubi cia n6 khong dugc phén giai v6i actinaza E. Chét phan ng, nguyén liéu
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th6 va chét twong tur bao gdm muébi natri chondroitin sulfat C va nguyén liu tho sun c4
map (I) va (IT) 12 giéng v&i cac chét trong vi du 1.

(1) Chudn bi mau phan tich

(1-1) MAu qua qué trinh xir Iy véi enzym cua nguyén liéu thoé sun ca map
(actinaza (+), chondroitinaza (+))

Mau dugc xit 1y véi enzym ciia nguyén liéu thd sun c4 map (I) va miu xir Iy
v6i enzym cta nguyén lidu thd sun cd map (II) (mAu dugc xit ly véi actinaza E va
chondroitinaza ABC) duoc tao thanh theo phuong phap duge md ta trong muc (5-4-2)
(Qua trinh x1t Iy v&i enzym cua nguyén li€u thd sun cd mép) trong vi du 1.

(1-2) MAu duogc xir 1y véi actinaza cta nguyén liéu thd sun c4 mép (actinaza
(+), chondroitinaza (-))

M3u dugc tao thanh bing phwong phap giéng véi phuong phap trong muc (1-1)
néu trén ngoai trir nguyén liéu thd sun cd mép khong duogc xtr ly véi chondroitinaza
ABC. Cu thé 13, dung dich chondroitinaza ABC trong quy trinh 4) trong phuwong phap
duoc mod ta trong muc (5-4-2) cua vi du 1 dugc thay thé biang cing luong nudc cat.
Ngoai trir thay ddi ndy, miu dugc xir Iy véi actinaza clia nguyén liéu tho sun cd map
(I) va mau dugc xir Iy véi actinaza ciia nguyén liéu thd sun ca map (II) (cac mau dugc
Xt ly véi actinaza E nhung khong duge xur Iy véi chondroitinaza ABC) dugc tao thanh
theo phuong phap mo ta trong muc (5-4-2) cua vi du 1.

(1-3) Cac miu nguyén liéu thd sun c4 map khong xtr 1y voéi enzym (actinaza (-),
chondroitinaza (-))

MAu dugc tao ra bing phuong phap giéng véi muc (1-1) néu trén ngoai trir
nguyén liéu tho sun c4 mép khong dugc xir ly véi actinaza E va chondroitinaza ABC.
Cu thé 13, mbi dung dich actinaza E (I) va dung dich chondroitinaza ABC trong céc
quy trinh 2) va 4) teong g, trong phuong phap dugc mo ta trong muc (5-4-2) cia vi

du 1 duogc thay thé bang cing luong nuéc cit. Ngoai trir nhitng thay d6i nay, mau
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nguyén liéu thd sun ca mép (I) khong xir Iy v6i enzym va mau nguyén liéu thd sun ca
mip (II) khong x& ly v6i enzym (m3u khong dugc x& ly véi actinaza E va
chondroitinaza ABC) dugc tao thanh theo phuong phap dugc md ta trong muc (5-4-2)
cua vidu 1.

(1-4) Mau duogc xtt Iy v6i enzym cla mubi natri chondroitin sulfat C (actinaza
(+), chondroitinaza (+))

Mau duoc xtt Iy v6i enzym cua mudi natri chondroitin sulfat C dugc tao thanh
bang cach xir 1y mau chuin tham chiéu chira mudi natri chondroitin sulfat C véi
actinaza E va chondroitinaza ABC bang phuong phép dugc md ta trong muc (5-4-1)
(Qué trinh xr Iy enzym ctia mau chuin tham chiéu chira axit mucopolysacarit) trong vi
dul.

(1-5) Mau dugc xtt ly vé6i actinaza cla mudi natri chondroitin sulfat C (actinaza
(+), chondroitinaza (-))

Mau dugc tao thanh bing phuong phap giéng véi muc (1-4) néu trén ngoai trir
mudi natri chondroitin sulfat C khdng dugc xtt ly véi chondroitinaza ABC. Cu thé 13,
dung dich chondroitinaza ABC trong quy trinh 4) theo phuong phap dugc mo ta trong
muc (5-4-1) cta vi du 1 dugc thay thé bang cing lugng nudc cit. Ngoai trir thay dbi
nay, mau duogc xir Iy v6i actinaza cua mudi natri chondroitin sulfat C dugc tao thanh
bing phuong phap md ta trong muc (5-4-1) ctia vi du 1.

(1-6) MAu cua mudi natri chondroitin sulfat C khong dugc xir ly v6i enzym
(actinaza (-), chondroitinaza (-))

M3u duge tao thanh bang phuong phap gidng v6i myc (1-4) néu trén ngoai trlr
mudi natri chondroitin sulfat C khong dugc xt ly v6i actinaza E va chondroitinaza
ABC. Cu thé 13, mubi natri chondroitin sulfat C (mAu chuin tham chiéu) duoc sir dung
va mdi dung dich actinaza E (I) va dung dich chondroitinaza ABC trong cac quy trinh

2) va 4) tuong tng, theo phuong phap dugc mo ta trong muyc (5-4-1) cia vi du 1 dugce
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thay thé bang cing lugng nudc cit. Ngoai trir cic thay dbi nay, mdu mudi natri
chondroitin sulfat C khéng dugc xtt Iy v6i enzym dugc tao thanh bang phuwong phép
dugc mo ta trong muc (5-4-1) ciia vi du 1.

(2) Péanh gia bing cach sir dung mang xenluloza axetat

MaAu duoc tao thanh trong cdc myc tir (1-1) dén (1-6) trong muc (1) néu trén
dwgc phén tich bing phuong phip danh gid bang cach sit dung mang xenluloza axetat
trong muc (5-1) ctia vi du 1.

Fig.6 thé hién két qua dién di mang.

Fig.6 13 hinh anh mAu vach thu dugc bang cach dua mu khong duge xir Iy voi
enzym, mau dugc x 1y voi actinaza va miu duge xir 1y v6i enzym ciia mdi nguyén
liéu thd sun c4 map va mudi natri chondroitin sulfat C di dién di st dung mang
xenluloza axetat. Bang 6 thé hién mau theo lan tir 1 dén 9 trong Fig.6. Mau dugc xtt Iy
v6i actinaza E dugc ghi “+” trong cft “xur ly actinaza” va mau khong dugc xtt Iy dugc
ghi “-”. MAu dugc xt Iy véi chondroitinaza ABC dugc ghi “+” trong cft “xu ly
chondroitinaza” va miu khong duoc xi Iy dwoc ghi “-”. Lugng clia mdi mau dugc
phat hién trén mang 1 5,0 pg theo lan tr 1 dén 6 va 0,8 pg theo lan tir 7 dén 9. D&

tham chiéu, Fig.12 thé hién hinh anh gian lugc ctia miu vach dugc biéu dién trong

Fig.6.
Bang 6
Lan Nguyén liéu thd hodc san phim dbi chiing Xu ly Xu ly
axit mucopolysacarit actinaza chondroitinaza
1 Nguyén liéu tho sun ca mép (II) - -
2 Nguyén liéu tho sun cad mép (II) + -
3 Nguyén liéu thd sun cd map (II) + +
4 Nguyén liéu tho sun cd mép (I) - -
5 Nguyén liéu tho sun cd mép (I) + -
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6 Nguyén li¢u tho sun c4d map (I) + +
7 Mudi natri chondroitin sulfat C - -
8 Mudi natri chondroitin sulfat C + -
9 Muéi natri chondroitin sulfat C + +

Céac lan 1, 4 va 7 trong Fig.6 13 cdc mau khong dugc xir Iy v6i enzym. Céc lan
2, 5 va 8 1a cac mau dugce xur ly véi actinaza. M&di vach trong cac lan 1, 2, 4, 5va 8
trong Fig.6 dwoc phat hién tai cing vi tri so véi lan 7 (miu chuén tham chiéu chira
mubi natri chondroitin sulfat C). C4c lan 3, 6 va 9 13 cac mAu duge xr Iy v6i enzym
actinaza E va chondroitinaza ABC. Vach c6 ngudn gbc tir mudi natri chondroitin sulfat
C bién mit trong lan 3, 6 va 9. Cac két qua nay thé hién ring chondroitin sulfat hogic
mudi cia n6 duge phan gidi vdi chondroitinaza ABC nhung khong phan giai véi

~actinaza E.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phéap phén tich axit mucopolysacarit hodc mudi cta n6 cb trong maiu thi
nghiém, trong d6 phuong phap nay bao gdm céc budc:

thuc hién kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh luong mau thi nghiém chira axit
mucopolysacarit hodc mudi ciia né,

kiém tra dinh tinh bao gdm:

buédc dién di dé dua mau thi nghiém di dién di st dung mang;

buéc nhudm dé nhudm mang sau khi dién di v6i xanh Alcian; va

budc phat hién dé xac dinh loai axit mucopolysacarit hogc mudi cia nd trong
mAu thi nghiém tir mAu vach tao thanh tir budc nhudm,

kidm tra dinh lwong bao gém:

budc dinh lugng do mau dé phan tich dinh lugng axit mucopolysacarit hodc
mudi ctia né trong miu thi nghiém bang phuong phap do mau sir dung thudc nhudm cé
thé phat hién axit mucopolysacarit hodc mubi cia no,

trong d6 axit mucopolysacarit 1a chondroitin sulfat,

thudc nhudm c6 thé phat hién axit mucopolysacarit hodc mudi cta né 1a xanh
Alcian, va

budc dinh lugng do mau bao gdm budc bd sung xanh Alcian vao mau thi
nghiém va do do hép thu cua dung dich cua mau thi nghiém.
2. Phuong phép phén tich theo diém 1, trong d6 khi mot loai axit mucopolysacarit
hodc mubi ctia né duge xac dinh 1a c6 trong mau thi nghiém trong kiém tra dinh tinh,
két qua phan tich dinh luong tur kiém tra dinh luong dugc coi la lugng axit
mucopolysacarit hodc mudi ciia né.
3. Phuong phap phan tich theo diém 1 hoic 2, trong @6 mang la mang nitroxenlulaza,
mang xenluloza axetat, hodc mang két hop ctia nitroxenluloza va xenluloza axetat.

4. Phuong phap phéan tich theo diém bat ky trong s cac diém tir 1 dén 3, trong d6
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mang 13 mang nitroxenlulaza hodc mang xenluloza axetat.
5. Phuwong phap phén tich dinh luong chondroitin sulfat hodc mudi cia né cé trong
mAu thi nghiém, trong d6 phwong phap nay bao gbm cac budc:

thuc hién kiém tra dinh tinh va kiém tra dinh luong mau thi nghiém chua
chondroitin sulfat hoic mudi cia né,

kiém tra dinh tinh bao gdm:

budc dién di dé dua mau thi nghiém di dién di st dung mang;

budc nhudm dé nhudm mang sau khi dién di v6i xanh Alcian; va

buéc phat hién d& xac dinh loai axit mucopolysacarit hodc mubi cia nd trong
mAu thi nghiém tir mAu vach tao thanh tir buéc nhudm,

kiém tra dinh lugng bao gdm:

buée dinh lwong do mau dé phan tich dinh lwong axit mucopolysacarit hodc
mubi ciia n6 trong mau thi nghiém bang phuong phap do mau sir dung thudc nhudém c6
thé phat hién axit mucopolysacarit hodc mudi ctia no,

trong d6 thubc nhudm c6 thé phat hién axit mucopolysacarit hodc mudi cia né
1a xanh Alcian, va

budc dinh lugng do mau bao gdm budc bd sung xanh Alcian vio mdu thi
nghiém va do do hép thu ctia dung dich cta mAu thi nghiém, va

khi axit mucopolysacarit hodc mudi cia nd trong miu thi nghiém dugc xac dinh
chi 14 chondroitin sulfat hodc mudi ctia né trong kidm tra dinh tinh, két qua phan tich
dinh lugng tir kiém tra dinh lugng dugc coi 1a lugng chondroitin sulfat hodc mubi cua
no.
6. Phuong phap kidm tra kidm so4t chét lugng san phém chtra axit mucopolysacarit
hoic mubi cia né, trong d6 phuwong phap nay bao gdm cac budc:

bu6c phan tich mAu thi nghiém dé phan tich san phim 1a mAu thi nghiém bang

phuong phép phén tich theo diém bét k¥ trong s6 cac diém tir 1 dén 4;
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budc phan tich mau dbi ching dé phan tich bang phuong phap phan tich mau
dbi ching chira axit mucopolysacarit hodc mudi ctia né da biét ndng do va loai; va

budc danh gia d& danh gia chét lugng san phim bing cach so sanh két qua
kidm tra dinh tinh va két qua kiém tra dinh lugng cua mAu thi nghiém vai két qua kiém
tra dinh tinh va két qua kiém tra dinh lugng clia mau d6i chung tir cac budc phan tich
tuong ung,

trong d6 axit mucopolysacarit 1a chondroitin sulfat.
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