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Linh vwe ky thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén hop chét sét (IIT) caseinsucxinylat c6 ham lwong sit
ndm trong khoang tir 4,5% dén 7% trong lugng va dd tan trong nude lén hon
khoang 92% va c6 ty 1€ trong lugng cua phospho/nito 16n hon 5%. Sang ché con dé
cap dén phuong phap didu ché hop chét sit (II) caseinsucxinylat va duoc phidm

chira hop chét nay.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Céc chét din xut cia sit dugc str dung rdng rai trong y hoc dé phong ngira
va diu tri bénh thiéu méau va bénh thiéu sit trong thoi ky thai nghén, céc trudng
hop cda hoi ching kéfn hép thu, bénh thiéu sit trong thoi ky nudi con bing sita me
va bénh thiéu sét trong qué trinh sinh trudng. Trong sd cac chét nay, sit protein
sucxinylat thuong dugc goi theo tén viét tit 1a IPS (iron protein succinylate) c6 dic
tinh ndi bat vé d6 sinh kha dung va kha ning dung nap cua no.

Céc dic tinh hoa hoc, 1y hoc va sinh hoc cling nhu phwong phép diéu ché
IPS, con dugc goi 1a Ironlat, thu dugc tir protein sita d& dugc md ta trong patent Y
s6 IT1150213. Ngoai ra, & 46 pH>5, Ironlat chi tan mot phan déi v6i phirc chét
chita 6,7% sét va tan hoan toan di véi phirc chét chira 4,6% sét.

Trong Tap chi qudc té vé liéu phap dugce 1y hoc va doc chét hoc trong 1am
sang, tap 31 (1993), trang 40-51, Cremonesi va cac ddng tac gia mo ta cac dic tinh
héa hoc va dugc ly hoc cia hop chét sét (II) caseinsucxinylat, phirc chét sat (III)
thu dugc tir casein sucxinyl hoa. Trong thir nghiém in vivo, san phim nay c6 ham
luong sit bing 5%, cho thiy c6 kha nang dung nap tdt hon qua duong da day-rudt
so v6i din xuét khéc cla sat.

Patent chau Au sé EP939083B1 md ta phuong phap diéu ché hop chit sit

(III) caseinsucxinylat bao gbm viéc st dung qué trinh lam kho va nghién nhé dic
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higu dé khic phuc van @& do su c6 mit cla c4c thanh phin khong tan trong san
phdm. Ngoai ra, tai liéu nay con md ta viéc st dung casein loai dung trong thyc
.pha"lm 1am nguyén liéu dé si dung trong quy trinh didu ché hop chit st (III)
caseinsucxinylat.

Pé gbép phan duy tri san phdm trong khoang gidi han cu thé lién quan dén su
nhiém vi sinh vét, cac cht bao quén 1a metyl paraben va propyl paraben dugc cho
thém trong quy trinh nay; khi phén tich san phim cudi, xac dinh dugc ndéng do
trong tmg clia cac chét ndy 1a 3% va 1,05%. Viée sir dung céc chit bio quan nay
cling dugc mo ta trong patent chau Au s6 EP1776382B1, tai liéu ndy mo ta cach st
dung phuong phép tao hat 4m két hop véi viée sdy phun hodc lam dong kho nhanh
san pham dé tao didu kién thuan loi cho qua trinh hoa tan trong quy trinh nay.

Don yéu ciu cip patent chau Au sé EP319664 d& xuét phuong phap dua
trén qué trinh thoai bién hop chit sit (I) caseinsucxinylat bing enzym dé khéc
phuc céc vin dé vé do tan va d nhot quan sat dugc trong phtrc chét nay, cu thé 1a
khi ty 1€ ham lugng sit cu thé vuot quéa 10%.

Cong b don québc té s6 W02007/065812 md ta phwong phap didu ché hop
chit sét (III) caseinsucxinylat bang cach tién hanh ca phan tng sucxinylat hoa va
qué trinh tao phitc sau d6 bang cich st dung ion sit (IIT) @& tién hanh viéc tao
huyén pht, trong khi cic khia canh lién quan dén viéc khé hoa tan sét (III)
caseinsucxinylat lai khong duge khic phyc. Trén thuc té, tai lidu nay khong dua ra
théng tin lién quan dén viéc hoa tan phirc cht thu duge va c6 thé khong x4c dinh
dugc d9 nhat cia dung dich thu dugec.

Céc van @& hoa tan nay dugc thiy rit rd khi ty 16 ham lwong st cu thé vugt
qué gi6i han bang 5%.

Quan s4t duge hién tuong ting dd nhét khi ndng d6 san phdm trong dung
dich nudc ting 18n, didu nay gay kho khin hodc thdm chi can trd viée st dung hop
chit sit (III) caseinsucxinylat vu@t quéa ndng d6 da dinh trude.

T4 hop céc anh hudng nay 1am han ché lidu ding ctia san phim dén mirc

khéng qua 800mg twong tmg v&i khoang 40mg sét (II1)/1iéu dung, trur khi st dung
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ché phim chira nhidu hon 15ml dung dich.

Ngoai ra, d0 nhét cia dung dich nuéc chira hop chit st (I
caseinsucxinylat 1am phtrc tap héa qu4 trinh 1am gigm ham luong vi sinh vt trong
san pham bing cach loc hodc vi loc va cin st dung luong 16n chét bao quan.

Do d6, 18 rang 1a céc tai liéu da biét hién nay khong dua ra giai phap don
gian @& khic phuc van d& hoa tan hop chét sét (III) caseinsucxinylat, dugc chét c6

hi€u qua tot trong viéc diéu tri cic dang khac nhau ctia bénh thiéu sét.

Bén chit k§ thuit ciia sang ché

Muc dich ciia sang ché 13 d& xuit hop chit st (III) caseinsucxinylat c6 ham
luong sit ndm trong khoang tir 4,5 d&én 7% trong luong va dd tan trong nuGe 16n
hon khoang 92% trong lugng va c6 ty 1€ trong lugng ctia phospho/nito 16n hon 5%.
Tét hon, néu do tan trong nudc nay duge cho 1a do tan trong khoang 11,5 phin
‘nuée.

Hop chét sét (III) caseinsucxinylat néu trén con chita tap chét protein véi
lwong nhd hon khoang 15%, t6t hon 12 nhod hon khoang 10% va/hodc ty 1& P/N 16n
hon khoang 5%, t6t hon 14 16n hon khoang 5,5%.

Muc dich khéc ctia sang ché 1a d& xult phuong phép diéu ché hop chit sét
(IIT) caseinsucxinylat, bao gdm céc budc sau:

a) cho casein va sucxinic anhydrit phdn Ung trong nudc dé thu duge
casein sucxinyl hoa,

b) cho casein sucxinyl héa phan tmg véi sit (III) clorua dé thu dugc hop
chit sit (III) caseinsucxinylat,

khac biét & chd, casein trong budc a) néu trén 1a casein di tinh ché, ¢6 ham
luQng tap chét protein va/hodc tap chit vo co thip va/hoic ty 18 P/N cao.

Tét hon, néu ham luong tap chét protein néu trén nhd hon 15% trong lugng,
ham Iugng cac tap chét vo co néu trén nhé hon 1% trong luong va ty 1¢ ham lugng
theo trong lugng cia phospho véi nito 16n hon 5%.

Tét hon nita néu ham lugng tap chit protein néu trén nhé hon khoang 10%
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trong luong va/hodc ham luong tap chit vo co néu trén nhod hon khoang 0,4% trong
lugng va/hodc ty 1¢ ham luong theo trong lwgng ctia phospho véi nito 16n hon
khoang 5,5%.

Céc tap chét protein theo sang ché néu trén 1a cac protein khong thudc nhém
bao gém alpha-S1 casein, alpha-S2 casein, beta casein, kapa casein va/hoic gia-

kapa casein.

Mo ta chi tiét sing ché

Hién nay, dd phét hién dugc rang c6 thé thu dugc cac wu diém bét ngo trong
qua trinh diéu ché hop chét sét (III) caseinsucxinylat khi casein trong ché d6 an - da
tinh ché dé loai bé cac tap chit protein, tap chit vo co va/hoic lam tang ty 1€
phospho/nito (ty 1&¢ P/N) - duge st dung 1am nguyén liéu. Do d6, trén thuc té, c6
thé thu duoc hop chét sét (I11) caseinsucxinylat khong nhiing c6 profin protein chira
ham luong tap chét thdp ma con bét ngo c6 df tan trong nudc dugc cai thién. Do
tan dwgc céi thién ndy lam cho c6 thé thu duoc dung dich va/hodc huyén phu trong
nude cd do nhét nho hon so vai do nhét thu dugce tir casein 1oai dung trong thuc
phidm c6 bén trén thi truong.

Lién quan dén casein, thuat ngt “tap chét protein” theo sang ché ding d& chi
céc protein khong 14 casein & cac bién thé khac nhau cia no, dugc xac dinh bang
phuong phép dién di mot chiéu c6 nhudm thubc nhudm Coomassie mau xanh da
trdi va phuong phép phan tich do ty trong. Tét hon, néu céc tap chét protein theo
sang ché 13 cac protein khong thudc nhém bao gdm alpha-S1 casein, alpha-S2
casein, beta casein, kapa casein va/hodc gid-kapa casein.

Tuong ty, lién quan dén hop chét sit (III) caseinsucxinylat, thut ngf “tap
chét protein” theo sang ché diing dé chi cac chit khéng 13 casein dugc sucxinyl hoa
& cAc bién thé khac nhau ciia n6, duge xac dinh bing phwong phap dién di mot
chiéu c6 nhudm thubc nhuém Coomassie mau xanh da trdi va phwong phap phan
tich do ty trong. Tét hon, néu cac tap chét protein theo sang ché néu trén 1a cac

protein dugc sucxinylat héa khong thuéc nhom céc san pham sucxinylat héa cua
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alpha-S1 casein, alpha-S2 casein, beta casein, kapa casein va/ho#ic gid-kapa casein.

Thuat ngit “céc tap chét vo co” theo sang ché dung dé chi cac hop chét tro
dugc sulphat hoéa.

Thuft ngit “ty 16 P/N” ding dé chi ty 18 giita lugng phospho theo trong
lugng c6 mit trong miu xac dinh dugc b.%mg ky thuat ICP va lugng nito theo trong
lwong xé4c dinh dwgc bing phuong phép phan tich nguyén td.

" Theo sang ché, cac gia tri duoc thé hién theo ty 1€ % trong luong (% trong
luong) s& dugc hiéu 1a so véi tbng trong lugng cua hop chit sit (IID)
caseinsucxinylat hodc cua casein.

Thong thudng, céc casein trong ché d6 in dwoc xac dinh theo k¥ thuét 1am
két tia duge st dung trong quy trinh didu ché ching: viéc 1am két tia céc axit
casein dugc tién hanh bang cach axit hoa, trong khi cac cht ndy thu dugc bing
cach st dung enzym renin 1a presamic, con dugc goi 1a renin casein.

Theo sang ché, casein trong ché d6 in dugc st dung 1am nguyén lidu c6 thé
1a axit casein hodc presamic casein.

Céc san phim c6 béan trén thi truong, bit ké loai (axit hodc presamic) thudong
it ¢6 thong tin phén tich kém theo; cac thong sd thuong duoc thé hién 13 ham luong
nude, ham lugng protein (dwgc xac dinh bang cach sir dung hé s6 nhéan so véi tong
ham luong nito), mirc d6 nhiém vi sinh vat va ¢ hat. Mtrc dic trung nay hoan toan
thich hop cho viéc sir dung céc casein trong nganh thuc phdm, nhung hién nay cac
tic gid sang ché da phat hién ra ring viéc diéu ché hop chit sit (III)
caseinsucxinylat cin c6 d4nh gia phan tich su hon vé nguyén liéu nay.

Céc casein trong ché d6 #n va casein da tinh ché c6 ban trén thi tfu(mg duoc
dung 1am nguyén liéu theo sang ché dé didu ché hop chét sét (III) caseinsucxinylat
dwoc phan tich biang phwong phép sic ky long & ap suét cao (HPLC) pha nguogc
theo phuong phép dugc Bonizzi va cic ddng téc gia thé hién trong tai liéu Journal
of Chromatography A vol. 1261 (2009), trang 165-168.

Do d6, c¢6 thé xé4c dinh ba loai casein 12 alpha-S1, alpha-S2, beta, kapa va gia
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kappa. |

| Béng céch phén tich dién di, c4 dién di mét chidu va dién di hai chidu, st
dung thudc nhuém Coomassie mau xanh da trdi 1am chét chi thi thudc thir, ngoai
vigc tach cac loai casein khic nhau va cac dang khac nhau cta ching thu dugc tir
qua trinh cai bién sau phién ma (nhu glycosyl héa va phosphoryl ho6a) cia chiing,
cling c6 thé danh gia sw c6 mit cia tap chit protein.

Cu thé, phuong phép dién di trén gel polyacrylamit c6 natri dodexyl sulfat
(SDS-PAGE) v6i gel polyacrylamit 14%, nhuém mau bing thuéc nhudm
Coomassie mau xanh da troi va phuong phap phan tich do ty trong dua trén dudng
hi€u chinh dugc tao ra véi cac lugng BSA khéc nhau, dugc str dung dé dinh lugng
tap chét protein.

Céc casein néu trén va casein da tinh ché con dugc phan tich bang cach sir
dung phuong phdp tro sulphat héa theo Dugc dién chau Au (phuong phép
Eu.Pharm. 2.4.14). Sau d6, ham lugng phospho (P) ciia n6é duge xac dinh bing k§

thugt ICP va ham lugng nito (N) duge xdc dinh bang phuong phép phan tich
| nguyén t6 va do d6, ty 18 % cta P/N dugc tinh bing c4ch chia lugng phospho theo
trong lugng quan sat dugce cho lugng nito theo trong lwong quan sat duge va nhan
két qua v6i 100. Bang 1 dudi ddy thé hién két qua thu duge dbi véi céc loai casein
khac nhau, nghia 1a cdc casein trong ché d6 an (axit va presamic) c6 ban trén thi

treong va cac casein da tinh ché theo phwong phap ciia sang ché.
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Béng 1
Casein Nguyén li€u dung Tap chét Tro sulphat Ty 1€ %

cho ~ protein héa P/N

Axit casein | Vidusosanh 1va 15% 1,6%
2

Pres:.clmic Vi du so sanh 3 20% 9,2%
casein
Vidu 4 Vidu 8A va9A 5% 0,4% 5,5%
Vidu5 Vidu 8B 9% 0,9% 5,1%
Vidu 6 Vidu 8C 8% 0,2% - 5,6%
Vidu7 - Vidu8Dva9B 10% 0,8% 5,2%

Két qua phan tich cac casein trong ché d6 an c6 ban trén thi truong cho thiy
ring ham lwong tap chét protein nim trong khoang 15-20% téng lugng protein
mau, trong khi mtrc ham lugng cla cac tap chit vo co xac dinh duoc b%mg gia tri
ham luong tro sulphat héa chira cc axit casein ¢ ban trén thi trudng véi lugng tir
1% dén 2,5% trong lugng va cac presamic casein véi lugng tir 7% dén 10% trong
lugng, nhu dugc thé hién 1am vi du trong Bang 1 trén day.

Do d6, mdt myc dich khic cia séng ché 1a dé xult phuong phép tinh ché
casein trong ché dd #n néu trén dé loai bd mot phén hodc toan bd cac tap chét
protein, tap chit v co va/hoic 1am ting ty 18 P/N.

Theo sang ché, casein trong ché d¢ #n néu trén duge xir Iy bing nuéce, dung
‘mdi hitu co phéan cuc hodc hdn hgp ciia ching; tét hon 13 bang nude.

Tét hon, néu dung méi hitu co phén cuc néu trén 1a rugu c6 tir 1 dén 4
nguyén tir cacbon, t6t hon nita néu 13 metanol, etanol, isopropanol hozc hdn hop
cta ching.

Theo phuong 4n thir nhit cia sang ché, dung mdi da chon dugc dung dé tinh

ché casein theo cach hoa tan céc tap chét protein va tap chét vo co @& tach chiing ra
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khoi casein khong tan bang cich ly tdm hodc loc. Pic tinh tan cla casein trong
dung mdi da chon 1a mot ham s cua nhiét d9, d6 pH va/hodc luong chét phu gia
thém vao, vi dy, natri clorua, canxi clorua va/hoic amoni axetat, dugc str dung dé
tién hanh phuong phép tinh ché nay.

Casein trong ché d6 #n duoc st dung trong qu4 trinh tinh ché c6 thé duoc
cho tiép xuc truc tiép voi dung moi da chon trong diéu kién hoa tan protein va cac
tap chét vo co, va sau mot khodng thoi gian tiép xuic thich hop trong khi khudy,
chit nay dugc tach ra khéi dung dich chira c4c tap chit bang cach loc hogc ly tam.

Theo phuong an thtr hai ciia sang ché, viéc tinh ché s& duge thuc hién bing
céch: trudc tién, hoa tan casein trong dung mdi d4 chon va sau d6 1am két tia chét
ndy bang cach diéu chinh thich hop dbi véi d6 pH, nhiét dd va/hoic 1uong chit phu
gia thém vao, vi du nhu natri clorua, canxi clorua va/ho3c amoni axetat. Thdm chi
trong truong hop ndy, viée tach casein ra khéi protein va cac tap chét vo co s& duge
thuc hién bang cach loc hodc ly tdm, c4c tap chit ndy tr& nén hoa tan dugc trong
- dung mdi ding dé tinh ché.

Theo phuong an thir nhét néu trén cta sang ché, casein trong ché d6 #n duoc
cho tiép xtic v6i dung méi da chon, hén hop ndy dugc tuy y didu chinh dé do pH
nim trong khoang tir 3 dén 5, hodc nim trong khoang tir 5 dén 10. Viéc didu chinh
do pH nay c6 thé duogc thuc hién, vi du, b%mg cach str dung dung dich nuéc chira
axit clohydric hodc natri hydroxit. Hon hogp néu trén dugc didu chinh dé nhiét do
ndm trong khoang tir 0°C dén 40°C, tbt hon 1a tir 0°C dén 10°C. Chét phu gia, vi
dy, natri clorua, canxi clorua va/hoic amoni axetat c¢6 thé tiy y dugc thém vao.
Hon hop tao thanh dugc tiép tuc khudy trong khoéng thoi gian tir 1 dén 24 gio, tdt
hon 14 tir 2 dén 10 gio.

Do d6, dung mdi dd chon néu trén dugce st dung dé hoa tan céac tap chét
protein va tap chét v6 co va tach chiing ra khéi casein khong tan, t6t hon néu sau d6
casein dugc tach ra khéi cac tap chét bing cach ly tdm hodc loc. Viée loc c6 thé

dugc thyc hién theo céch thong thudng hodic bing cach sir dung mang c6 c& 16
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‘thich hop theo phwong phap loc dong tiép tuyén hodc kiéu ngd cut. Theo phuong
an tht hai néu trén cia sang ché, casein trong ché d6 #n duoc hoa tan trong dung
moi da chon, sau d6 chét nay duge lam két tia dé d6 pH nim trong khoang tir 4 dén
6, tbt hon 1a tir 4,5 dén 5. Phuong phép bit ky ma ngudi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vuc nay da biét c6 thé dugc sir dung & tach casein ra khoi dung dich
chira protein va c4c tap chét vo co, tét hon néu casein néu trén duoc tach bang cach
loc hodc ly tAm.

B¢ thu dwoc o tinh khiét mong mudn, céc bude tinh ché c6 thé duoc I3p lai
mot hodc vai 1dn. Do d6, chinh phuong phap tinh ché nay c6 thé dugc 13p lai hodc
tly y thue hién cac phuong phap tinh ché theo trinh ty khéc nhau.

Do d6, sang ché dé cap dén casein trong ché d6 an da tinh ché c6 thé thu
dugc bang mt trong sb cac phuong phép theo sang ché da md ta trén day, tot hon
la c6 ham lugng tap chét protein nhd hon 15% trong lugng, t6t hon nita 1a nhé hon
10% trong lugng; t6t hon, néu ham lugng céc tap chit vo co nhé hon 1% trong
lﬁqng, t6t hon nita 12 nhd hon 0,4% trong lwong va/hodc ty 1€ giita ham lwong theo
trong lugng ctia phospho va nito 16n hon 5%, t6t hon nita 14 16n hon 5,5%.

Sang ché con mé ta viéc sir dung casein d3 tinh ché néu trén dé didu ché hop
chét s‘ét (I1I) caéeinsucxinylat.

Viéc didu ché hop chét sit (IID) caseinsucxinylat c¢6 thé dugc thuc hién theo
cac phuong phap da biét dbi véi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc nay,
vi du nhu céc phuong phap d3 duwgc mé ta trong cic patent sb IT1150213 va
EP939083B1. Theo mt phuong 4n clia sang ché, phuong phap diu ché hop chét
sit (III) caseinsucxinylat d mo ta trén day bao gdm céc budc:

| a) cho casein va anhydrit sucxinic phan tng trong nuéc dé thu duoc casein
sucxinyl héa,

| b) cho casein sucxinyl héa phan tng véi st (III) clorua dé thu dugc hop
chit st (III) caseinsucxinylat, |

trong d6 casein trong diém a) 13 casein da tinh ché c6 ham lugng céc tap chét

protein va/hogic tap chét v6 co thip va/hodc ty 1€ P/N cao nhu d3 md ta trén day,
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qua trinh tinh ché dugc thue hién nhu sau:

Casein d3 tinh ché dugc sucxinyl héa trong nudc biang cach sir dung
anhydrit sucxinic dé duy tri do pH trong qua trinh phan tmg, t&t hon 13 nim trong
khoang tlr 7,5 dén 8,5 bang cach cho thém dung dich nudc chira natri hydroxit.

Nhiét do phan tng nim trong khoang tir 20 dén 25°C. Khi phan tng két
thtic, san phdm dugc 1am két tua bing céach cho thém - trong khi khudy - dung dich
nuéc chira axit clohydric dén khi d6 pH bing khoang 3.

Do do, casein sucxinyl héa thu dugc dugce loc va hoa tan trong nude b?mg
cach cho thém dung dich nudce chira natri hydroxit. Dung dich nay dugc loc dé c6
thé tach cac chét rin khong tan; sau do, dung dich nuéc chira sit (III) clorua dugc
cho thém v6i lugng xac dinh theo ham sb ctia ham lwong st mohg mudn trong san
phim cubi.

Trong khi cho thém, d pH giam di va sit (III) caseinsucxinylat két toa.

Trong qué trinh cho thém dung dich sét (IIT) clorua, d6 pH c6 thé dugc didu
chinh bing céach sir dung dung dich nuéc chira natri hydroxit dé tranh tinh trang
mdi trudng c6 tinh axit qua mirc. Trong trudng hop ndy, sau khi cho thém sét (III)
clorua, phtrc chit dwgc 1am két tiia hoan toan bang cach cho thém dung dich nudc
chira axit clohydric.

| Chét rin tao thanh dugc thu hdi bing cach loc va dugc tao huyén phi trong
nudce. Trong bti('yc ndy, c6 thé cho thém céc chit bao quan (metyl paraben va propyl
paraben). Dung dich nuéc chita natri hydroxit dugc thém vao dé d6 pH bang
khoang 8,5, cic chit khong tan dwoc loai bé bing cach ly tdm va sit (III)
caSeinsucxinylat duoc 1am két tha bang ééch axit héa st dung axit clohydric trong
dung dich nuée. San phdm thu dugc duoc 1am khé & ap suét thép.

Theo cach khac, dé 1am khd & 4p sudt thip, co thé thu dugc sit (IID)
caseinsucxinylat tir dung dich nudc ciia né bang cach siy phun.

Phuong phép néu trén c6 thé con bao gdm budc b sung 1a vi loc dung dich

" nuéce chira hop chét sit (IIT) caseinsucxinylat. Budc vi loc theo sang ché nay dugc
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dv dinh @& 1am giam muc do nhidm vi sinh vat.

Hop chit sit (I11) caseinsucxinylat theo sang ché nay c6 dic tinh tan trong
nudc dugce cai thién so v6i dic tinh tan cia n6 theo cac giai phap da biét; tdt hon,
néu hop chét sét (III) caseinsucxinylat ndy c¢6 d6 tan trong nudce 16n hon khoang
92%. Tt hon, néu gié tri d6 tan nay duoc du dinh trong 11,5 phén nudc.

Viéc tinh d9 tan trong nudc duoge thyuc hién bﬁng cach hoa tan miu & d6 pH
bing khoang 8,0 sit dung natri hydroxit véi ty 1& cubi ctia nuéc va sit Im
caseinsucxinylat bang 11,5 theo trong lugng va loc hdn hop nay bang bd loc c6 c&
16 6pm, x4ac dinh trong lugng chat khong tan con lai trén bo loc sau khi lam kho.
Ty 1€ % d0 tan clia mau dugc tinh bang céch ldy trong luong ciia chinh mAu nay trir
di trong lwong cua thanh phin con lai trén bd loc va so sanh két qua V6i trong
lugng ban diu ciia mAu. PO nhét cia céc ché phim trong nudc khac nhau dugce xac
dinh & d6 pH ciia san phim béng khoang 8,0 ¢6 ndng do cudi bing 5%, 6% va 8%
trong luong. |

Ngoai ra, x4c dinh toc d9 loc dya trén mang c6 ¢& 16 0,45um dé danh gi4
kha ning 1am giam muc d6 nhim vi sinh vat bing cach vi loc dbi véi cdc miu thu
duoc khac nhau. Viée tinh toan nay duoc thuc hién bé‘mg cach xéc dinh thoi gian
can thiét & 5ml dung dich miu trong nuéc & do pH bing khoang 8,0 c6 ndng dd
5% trong luong di qua mang ¢6 ¢& 16 0,45um véi dién tich 3cm? trong hé théng
chan khong.

Bang 2 dudi ddy thé hién cac két qua thu duoc.

Béang 2
Do tan Do nhét ciia dung dich (mPa-s) | Thai gian loc Sml
Ma trong 11,5 dung dich 5% trong
au phén 5% trong | 6% trong | 8% trong | nudc vai bd loc co
nuée nuée nude nuéc | ¢& 15 0,45um (gidy)
Vi dy so 89% 17 54 715 o (bj tic)
sanh 1
Viduso 84% 21 67 957 o (bi tic)
sénh 2
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Viduso | 85% 17 53 863 560
sanh 3
Vidu8A | 97% 14 29 207 120
Vidu8B |  94% 13 33 351 150
Vidu8C | 98% 1 24 195 90
Vidu8D |  93% 15 44 387 180
Vidu9A | 98% 12 28 240 180
Vidu9B | 92% 14 36 411 120

Mot myc dich khac cta sang ché 1a dwoc phdm chira hop chét sét (II)
caseinsucxinylat thu dugc theo sang ché va it nhét mot ta dugc 'chép nhén dugc vé
mat duogc ly.

Tt hon, néu duoc phém nay cé thé duogc bao ché & dang rén hodc dang
16ng, t&t hon nita 1 & dang 16ng. TSt hon, néu dang 18ng nay la dung dich hoic
huyén phu, t6t hon nita néu 1a dung dich nuéc. Dung dich nuéc ndy c6 thé dugce st
dung qua dudng miéng hodc ngoai dwong tiéu hoa.

" Tt hon, néu dugc phdm néu trén chira hop chét sét (IID) caseinsucxinylat
theo sang ché véi lwrong nam trong khoang tir 10 d&én 200mg sit, t6t hon nita 1a tir
20 dén 100mg sit, dic biét tot hon 1a khoang 40mg, 60mg hodc 80mg sit.

Theo mdt phuong 4n duge wu tién cia sang ché, duge phdm néu trén & dang
dung dich nudc chira khoang 40mg, 60mg hodc 80mg sit duge hoa tan trong 15ml
dung dich.

Ngoai ra, da bit ngd phat hién dwoc ring dugc phim dang lc’)ng chira hop
chit sat (III) caseinsucxinylat theo sang ché c6 sy giam dd nhét déang ké so véi cac
dugc phdm theo giai phap da biét.

" Dugc phdm dang 16ng chira hop chét sét (III) caseinsucxinylat theo sang ché
c6 46 nhét thép dang ké so véi cac duge pham theo giai phap da biét c6 ham lugng

sit twrong dwong. C6 thé quan sat dugc su giam d9 nhét ndy trong dugc phim chira
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hop chét sét (III) caseinsucxinylat theo sing ché thu dugc tir hop chit sit (IIT)
caseinsucxinylat v6i ham lugng st bing 5% va thdm chi thdy rd rang hon khi so
sanh céc san phdm c6 ham luong sét cao hon, cu thé 1a c4c san pham c6 ham lugng
st 16n hon hoic bing 6%, nhu quan sit dugc trong bang 2. Tt hon, néu do nhét
ctia dugc phim dang 16ng chira hop chét sét (III) caseinsucxinylat theo sang ché véi
luong khoang 8% trong lwong & dang dd hoa tan nh6 hon 400 mPa-s, t6t hon nita 13
nho hon 300 mPa-s.

Céc dic tinh bit ngd vé do tan cao cia hop chit sit (III) caseinsucxinylat
theo sang ché va d9 nhét thép cia cac dugc phdm dang 16ng chira chung la dac biét
~ hitu ich cho viéc diéu ché hop chét sét (I11) caseinsucxinylat vgi héng do st cao (vi
‘du, 16n hon hoic bang 40mg trong 15ml dung dich). Dung dich dugc uu tién theo

sang ché chira hop chét sét (III) caseinsucxinylat véi lwgng ndm trong khoang tir 4
dén 15% trong lugng, 6t hon 14 tir 4,5 dén 12% trong lugng, t6t hon nita 1 ti 5
dén 8% trong lwong, so véi téng trong luong.

Pic tinh dd nhét thip nay con cho phép vi loc cac duge phim dang 1ong
chira hop chét sét (III) caseinsucxinylat theo sang ché.

Qué trinh vi loc nay 13 d3c biét hitu ich d& bio vé cac dic tinh ciia sin phim,
dang bao ché va viéc bao quan san phdm nay sau d6. Viéc tién hanh qua trinh vi loc
va 1am giam mirc 9 nhiém vi sinh vat ciing c6 thé 1am giam hodc thdm chi tranh
‘dugc viée sir dung cac chét bao quan, vi du, cic hop chit paraben thuong dugc st
dung dé ngan ngira sy ting sinh ciia vi sinh vét.

Trén thyc té, qua trinh vi loc cho phép lam gidm dang ké ham lwong vi sinh
vét ctia dugc pham, t6t hon néu 12 cac dugc phim dang 16ng chira hop chét sit (I11)
caseinsucxinylat theo sang ché.

Cho dn nay, d6 nhét cao ciia cic duge phim dang léng (vi dy, dung dich
nudc) chira hop chét sit (II) caseinsucxinylat thu dwgc tir casein trong ché do in
khong duoc tinh ché thich hop s& 1am can tr& qué trinh vi loc nay.

Qua trinh vi loc theo sang ché c¢6 thé dién ra trén cic mang c6 ¢& 16 dugc

kiém soat hozc 12 qua trinh loc tiép tuyén trén cac mang c6 c& 16 duge kiém soat dé
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1am gidm murc @6 nhiém vi sinh vat.

Qua trinh vi loc néu trén c6 thé lién quan dén do nhét thdp cta dugc phim
dang 16ng (t6t hon néu 1a dung dich nuéc) chira hop chét sit (I11) caseinsucxinylat,
diéu ndy la ddc biét cd lgi cho viéc tao ra ciac dugc phém dang 16ng c6 thoi han st

.dung dai ma khoéng cén sir dung luong 16n chit bao quén.
Cac vi du sau déy chi ¢6 muc dich minh hoa mot sb phuong an cua sang ché

va cac vi du ndy s€ khong dugc coi la lam giéi han séng ché theo cach bit ky.

Vi du thwe hién sang ché

Vidul

Vi du so sdnh vé viéc diu ché hop chit sit (III) caseinsucxinylat c6 ham
lwgng sit bing khoang 5% tir axit casein ¢ ban trén thi trudng. |

Cho 600 ml nuéc da 1am mém vao 50g axit casein trong ché do &n, hdn hop
ndy dugc khudy trong thoi gian 30 phit va diéu chinh dén d6 pH én dinh bang 8,4
bang dung dich chira natri hydroxit 9,5% trong nudc.

15g anhydrit sucxinic dugc cho thém theo timg phén nhé trong khi vin
khudy. Trong khi cho thém, d6 pH dugc duy tri & khoang 8,4 bing cach cho thém
dung dich natri hydroclorua 9,5% theo thoi gian. Dung dich nu6c chira axit
clohydric 17% dugc thém vao dén khi d6 pH én dinh = 2,8. Tién hanh tach bing
cach loc sucxinil casein da két tia, chit nay dugc tai tao huyén phu trong 600ml
nuéc d3 1am mém. P pH duge diéu chinh dén 8,5 bang cach sir dung dung dich
natri hydroxit 9,5%, dung dich nay dugc tiép tuc khudy, phin chit khong tan dwoc
loc trén gidy loc va dung dich thu dugc biang cich cho 14,1g sét (III) clorua
hexahydrat vao 119ml nu6c dugc cho thém trong khi khudy. Trong khi cho thém,
d6 pH giam di va sét (IIT) caseinsucxinylat két ta. Sau khi tiép tuc khudy trong
thoi gian 30 phit, @6 pH=2,9 va san phdm duoc loc. San phdm nay dugce tao huyén
phu trong 600ml nudc va dung dich natri hydroxit 5% dugc cho thém tir tir trong

khi khudy dén do pH 6n dinh =8,5. Tién hanh ly tdm dé loai b6 thanh phén khong
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tan bing khoang 20g san phim 4m; do pH dugc diéu chinh bing cach st dung dung
dich axit clohydric 17% dén d6 pH 6n dinh =2,8. Chét két tia dugc loc va 1am kho
dé thu duoc 54,1g sit (IIT) caseinsucxinylat.

Vidu2

Vi du so sanh v& viéc diéu ché hop chit sét (II) caseinsucxinylat c6 ham
lwong sét bang khoang 6% tir axit casein c6 ban trén thi truong
| Cho 600ml nuéc da lam mém vao 50g axit casein trong ché do an, hdn hop
ﬁéy dugc khudy trong thoi gian 30 phiit va diéu chinh dén d6 pH 6n dinh bing 8,4
bang dung dich natri hydroxit 9,5% trong nudec.

15g anhydrit sucxinic dwgc cho thém theo timg phin nhd trong khi vén
khudy. Trong khi cho thém, d6 pH dugc duy tri & khoang 8,4 bing cach cho thém
dung dich natri hydroclorua 9,5% theo thoi gian. Dung dich nuéc chia axit
clohydric 17% dugc thém vao dén khi d6 pH 6n dinh =2,8. Tién hanh tach bing
cach loc sucxinil casein da két tia, chét nay dugc tai tao huyén phu trong 600ml
nuéc di 1am mém. Pidu chinh d6 pH dén muc 8,5 bang cach sir dung dung dich
natri hydroxit 9,5%, hon hop nay duoc tiép tuc khudy, phan chit khong tan duoc
loc trén gidy loc va dung dich thu dugc bang cach cho 17g sit (III) clorua
heXahydrat vao 150ml nudc dwgc thém vao trong khi khudy. Trong khi cho thém
dung dich st (IIT) clorua, duy tri 6 pH trong khoang tir 6,0 dén 6,5 ddng thoi cho
thém dung dich natri hydroxit 5% trong nugc. Sau khi cho thém xong, dung dich
sit (1) clorua, d6 pH dugc diéu chinh dén muc 2,8 bing cach sir dung dung dich
axit clohydric 17%. Huyén phi tao thanh dugc tiép tuc khudy trong 30 phut va san
ph_ém dugc loc. San phim nay dugc tao huyén phi trong 600ml nuée va dung dich
natri hydroxit 5% dugc cho thém tir tir vao trong khi khudy dén khi d6 pH 6n dinh
=8,5. Tién hanh ly tim @& loai bé thanh phan khong tan bing khoang 25g san phdm
4m; diéu chinh d6 pH bang cach st dung dung dich axit clohydric 17% trong nudc
dén @6 pH n dinh = 2,8. Chét két tiia dwoc loc va 1am kho dé thu dugc 53,5g sit

(III) caseinsucxinylat.
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Vidu3

Vi du so sénh vé viéc diéu ché hop chét sat (III) caseinsucxinylat ¢c6 ham
lugng st bing khoang 5% tir presamic casein c6 ban trén thi truong.

Theo phuong phép dd mé ta trong Vi du 1, sét (III) caseinsucxinylat dugc
diéu ché tir 50g presamic casein trong ché d¢ an. Sau khi 1am khd, thu dugc 54,2¢

sat (I11) caseinsucxinylat.

Vidu 4

Tinh ché axit casein c¢6 ban trén thi trudng.

Cho 6 lit nudc d3 1lam mém vao 180g axit casein trong ché do an, do pH
dugc diu chinh dén mirc 7,0 bang dung dich natri hydroxit 1M trong nuéc. Hon
hop nay dugc 1am lanh dén nhiét d6 4°C, d6 pH dugc 1am giam dén mirc 4,5 bing
dung dich axit clohydric 1M trdng nuée. Huyén phi tao thanh dugc tiép tuc khudy
trong thoi gian 16 gid va chét rin dugce loc trén bd loc Buchner.

San phim w6t duoc tao huyén phu trong 6 lit nuéc da 1am mém, d6 pH dugc
diéu chinh dén mtrc 7,0 bing dung dich natri hydroxit 1M trong nudec. H5n hop néy.
duogc lam lanh dén nhiét d¢ 4°C, 49 pH duogc diéu chinh dén muc 4,5 bﬁng dung
dich axit clohydric 1M trong nuéc. Huyén phil tao thanh duoc tiép tuc khudy trong
thoi gian 3 gior va chét rin dugc loc trén bd loc Buchner.

San phém w6t duge tai tao huyén phi trong 3 lit nu6e da lam mém, do pH
duge diéu chinh dén muc 7,0 bang dung dich natri hydroxit 1M trong nu6e. Hon
hop ndy dugc 1am lanh dén nhiét 9 4°C, d6 pH dugc didu chinh dén mirc 4,5 bing
dung dich axit clohydric 1M trong nuéc. Huyén phu tao thanh duoc tiép tuc khudy
trong thoi gian 3 gior va 390g san phim 4m dugc loc trén bd loc Buchner, san phdm
ndy duge 1am khé trong thiét bi 1am kho kiéu quay trong thoi gian 20 gio & nhiét
d6 25°C va ap sudt 30mmHg (4kPa) @& thu dugc 146g casein tinh khiét.

Vidu5
Tinh ché axit casein ¢ béan trén thj truong

Cho 6 lit nude da 1am mém vao 18g axit casein trong ché do an, do pH duoc
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diéu chinh dén muc 7,0 bing dung dich natri hydroxit 1M trong nuéc. Hon hop nay
dugc lam lanh dén nhiét d6 4°C, d6 pH dugc didu chinh dén mic 4,5 bing dung
dich axit clohydric 1M trong nuéc. Huyén phi tao thanh dugc tiép tuc khudy trong
16 gir va chét rin duge loc trén bo loc Buchner.

408g san phidm 4m dugc 1am kho trong thiét bi 1am kho kidu quay trong thoi
gian 20 gio ¢ nhiét d6 25°C va 30 mmHg (4kPa) dé thu dugc 162g casein tinh
khiét.

Vidu6

Tinh ché axit casein c6 ban trén thj truong

Cho 42 lit nuéc dd lam mém vao 144g axit casein trong ché d6 an. D6 pH
dugc diéu chinh dén muc én dinh =7,0 bing dung dich natri hydroxit 8% trong
nuéc. PO pH dugc didu chinh dén mirc 3,0 bang dung dich axit clohydric 0,5M.
Hén hop nay dugc lam lanh dén nhiét 4§ 2°C va 49 pH duoc diéu chinh dén muc
4,0 bang dung dich natri hydroxit 0,01M. Huyén phil tao thanh dugce tiép tuc khudy
trong thoi gian mdt gid va 318g san phém Am duoc loc trén bd loc Buchner, san
phim nay dugc lam kho trong thiét bi 1am kho kiéu quay trong thdi gian 20 givr &

nhiét d6 25°C va 30 mmHg (4kPa) dé thu dugc 126g casein tinh khiét.

Vidu7

Tinh ché_ presamic casein ¢ ban trén thi truong

Cho 6 lit nuéc da 1am mém vao 180g presamic casein trong ché d6 an, hén

'hop nay dugc khudy trong thdi gian 30 phat, 1am lanh dén nhiét d6 4°C, hén hop
tao thanh dugc tiép tuc khudy trong thoi gian 16 gidy, 6 pH duge didu chinh dén
mtre 4,5 bang dung dich axit clohydric 1M trong nuéc. Huyén phil tao thanh duge
tiép tuc khqu trong mot gid va chét rén duge loc trén bd loc Buchner.

San pham 4m dugc tao huyén phil trong 6 lit nude da 1am mém, do pH dugc
diéu chinh dén murc 7,0 bing dung dich natri hydroxit 1M trong nuéc. Hon hgp nay
dugc 1am lanh dn nhiét d6 4°C, d pH duogc diéu chinh dén murc 4,5 béng dung
dich axit clohydric 1M trong nudc. Huyén phu tao thanh duge tiép tuc khudy trong
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- thoi gian 3 gid va chét rén duoc loc trén b loc Buchner.

San phdm 4m dugc tai tao huyén phi trong 6 lit nuée da lam mém, do pH
dugc diéu chinh d&n mirc 7,0 bang dung dich natri hydroxit 1M trong nuéc. Hon
hop nﬁy dugc 1am lanh dén nhiét 6 4°C, d6 pH duogc didu chinh dén muc 4,5 bang
dung dich axit clohydric 1M trong nuéc. Huyén phi tao thanh dugc tiép tuc khudy
trong thoi gian 16 gio va chét rin duogc loc trén bd loc Buchner.

290g san phdm 4m dugc lam kho trong thiét bi 1am khé kiéu quay trong thoi
gian 20 gio & nhiét @6 25°C va 30 mmHg (4kPa) @ thu dugc 126g casein tinh
khiét.

Vidu 8

Didu ché hop chit sit (III) caseinsucxinylat c6 ham lwong sit bing khoang
5% tir casein tinh ché dugc trong cac Vidu4, 5,6 va 7.

Theo phuong phip di moé ta trong Vi du 1, hop chit sit (III)
caseinsucxinylat dugc diéu ché tir casein tinh khiét nhu dwge mé ta trong cac Vi du
4,5,6vaT.

Bang dudi day thé hién lvong lién quan dén mdi ché pham.

Bang 3
St (1I0) Nguyénliéu | Luong casein Luong sét (IIT)

caseinsucxinylat da st dung | caseinsucxinylat thu dugc
Axit casein tinh

Vidu 8A | cheé dugc trong Vi 50g 54,6g
du4
Axit casein tinh

Vidu 8B cheé dugc trong Vi 50g 55,2g
dus
Axit casein tinh

Vidu 8C | ché dugc trong Vi 50g 54,3g
dué6
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Vi du 8D

Presamic casein
tinh che dugc trong
Vidu7

50g

52,7¢

Vidu9

Piéu ché hop chit sét (II) caseinsucxinylat c6 ham lwgng sit bing khoang

6% tir cac casein tinh ché duge trong cac Vidyu 4 va 7.

Theo phuong phdp di mé ta trong Vi du 2, hop chit sit (III)

- caseinsucxinylat dugc di€u ché tir casein tinh ché duge nhu duge mo ta trong cac

Vidu4va7.

Bang dudi dy thé hién lugng lién quan dén mdi ché phim.

Bang 4
Sét (IIT) Nguyén lidu Luong Luong sét (I1T)
caseinsucxinylat casein da st caseinsucxinylat thu

dung duoc

, Axit casein tinh ché
Vidu9A dugc trong Vi du 4 >0g >6.0g

Presamic casein tinh
Vidu 9B ché dugc trong Vi 50g 52,5¢g

du?7
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YEU CAU BAO HO

1. Hop chét st (III) caseinsucxinylat, khac biét & chd, hop chit nay c6 ham lugng
sit ndm trong khoang tir 4,5 dén 7% trong lugng, do tan 16n hon khoang 92% va
c6 ty 1& trong lugng cia phospho/nito 16n hon 5%, tSt hon 13 16n hon khoang

5,5%.

2. Hop chét sét (III) caseinsucxinylat theo diém 1, khac biét & chd, hop chét nay
chira ham luong tap chét protein nhd hon khoang 15% trong lugng, t6t hon 1a

nhé hon khoang 10% trong luong.

3. Phuong phép diéu ché hop chét sit (IIT) caseinsucxinylat theo diém 1 hozc 2 bao

gdm céc budc sau:

a. cho casein va anhydrit sucxinic phan tng trong nudc dé thu duoc casein
sucxinyl hoa,

b. cho casein sucxinyl hoa phan tng voi st (IIT) clorua dé thu dugc hop chét
sit (III) caseinsucxinylat,
khéc biét & chd, casein trong budc a) néu trén la casein da tinh ché, c6 ham
lugng tap chét protein nho hon 15% trong lwong va/hodc ham lugng cac tap chit

vo co nhé hon 1% trong luong va/hodc ty 1€ phospho/nito 16n hon 5%.

4. Phuong phap theo diém 3, khac biét & chd, ham lugng tap chét protein néu trén
nhé hon khoang 10% trong lugng va/hodc ham luong cac tap chit vo co néu trén

nhé hon khoang 0,4% trong lugng.
5. Phuong phéap theo diém 3, khéc biét & chd, cac tap chét protein néu trén 1a cac

protein khong thudc nhém bao gbdm alpha-S1 casein, alpha-S2 casein, beta

casein, kapa casein, gia-kapa casein.
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6. Phuong phép theo diém 3, khac biét & ché, casein d4 tinh ché néu trén ¢ ty 16

trong lugng ctia phospho/nito 16n hon khoang 5%.

7. Phuong phép theo diém 3, khac biét & chd, casein da tinh ché néu trén thu dugc

tlr axit casein hodc presamic casein.

8. Phuong phap theo diém 3, khac biét & chd, phuong phép nay con bao gdm buéc

bd sung la vi lgc dung dich nuéc chira hop chét sit (IIT) caseinsucxinylat.

9. Dugc phim chira hop chét st caseinsucxinylat theo diém 1 hozc 2 va it nhit mot

ta duoc chép nhan dugc vé mat dugc ly.

10. Dugc phdm theo diém 9, khac biét & chd, dugc phim nay & dang long hoic

dang rin, tot hon 1a & dang long.

11. Dugc phim theo diém 10, khéc biét & chd, dang 1éng nay 1a dung dich hogic hdn

dich, t6t hon 14 dung dich nuéc.

12. Dugc phim theo diém 9, khac biét & chd, dugc phdm nay 1a dung dich chtra
hop chét sit (111 caseinsucxinylat v6i lugng khoang 8% trong lugng va c6 do

nhé6t nhé hon khoang 400 mPa-s, tét hon 13 nhé hon khoang 300 mPa:s.

13. Dugc pham theo diém bt ky trong sb cac diém tr 9 dén 12, trong d6 dugce
phim nay chta hop chét sét (I1I) caseinsucxinylat véi luong nim trong khoang
tir 5 dén 15% trong luong, tot hon 14 nim trong khoang tir 6 dén 12% trong
lugng, t6t hon nita 12 ndm trong khoang tir 7 dén 9% trong lugng, so véi tong

trong lwong cia duge phim nay.
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