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Linh vwe k§ thuit dwgc dé cap

Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh thiy phan va tich chiét arabinoxylan tir
nguyén liéu cam gao bing coéng nghé enzym két hop véi cot loc phan tir véi muc dich
sin xudt thuc phdm chic ning arabinoxylan dang polyme hoa tan trong nudc cd tac

dung ting cuong hé mién dich tu nhién.

Tinh trang ky thuit ciia gidi phap hiru ich

Céc phuong phap tach chiét arabinoxylan (AX) tir cic nguyén li€u nhu cam gao,
bot my, 16i ngd, bd mia, v.v. bing cic phuong phép hoéa hoc, tu thiy phan
(autohydrolysis), héa hoc két hop véi enzym, thuy phén bang enzym la da duoc biét
dén trén thé gi6i.

Tai liéu “Enzymic degradation of cereal hemicelluloses. II. Pattern of pentosan
degradation” cia Preece IA va McDougall M (1958) da tién hanh tach chiét
arabinoxylan bing nuéc theo co ché tu thity phan AX bing enzym ndi tai trong bot my.
Tuy nhién, phuong phap nay khong d& cap dén viéc tinh sach san phéam, kich thuéc san
phim va hiéu suét tach chiét.

Tai liéu “Barium hydroxide as a tool to extract pure arabinoxylans from water-
insoluble cell wall material of wheat flour” ciia Gruppen H va céc ddng tac gia (1991)
d4 st dung kiém Ba(OH), dé tach chiét arabinoxylan tir bot my, yén mach. Tuy nhién,
tai liéu nay khong dé cap dén kich thudc cia arabinoxylan tinh khiét, cling nhu hiéu
suit tach chiét. Viéc st dung kiém dé tach chiét arabinoxylan ciing khong thén thién
voi méi trudng cling nhu ngudi st dung néu con du luong kiém trong san phim.

Patent My s6 US 5560914 da dé cap dén viéc st dung mdi truong nudi chy nim
Asperigus oryzae hodc Lentinus edodes sau 10-14 ngay chira endoxylanaza dé thiy
phan arabinoxylan tir cam gao. Arabinoxylan thu dugc cé kich thudc 6-600 kDa, d6
tinh khiét dat 76%, hiéu sut tach dat 0,3-0,6%. Tuy nhién, phuong phap nay c6 hi¢u
suat tach chiét thip, thoi gian san xuét 14u, ciing nhu khong d& cap dén phuong phap

lam tinh sach san phim.
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Tai lidu “Xay dung quy trinh tach chiét arabinoxylan tir cdm gao” cua Nguyén
Thi Van Anh va cac ddng tic gia (2012) da dé cap dén quy trinh tach chiét
arabinoxylan tir cdm gao & quy mo pilot bing cach st dung cac enzym va cOt loc phén
tir kich thuéc 5 kDa va 300 kDa dé tinh sach arabinoxylan. Két qua thu dugc
arabinoxylan kich thuéc 30-50 kDa, d¢ tinh khiét dat 34%, va hiéu suét tach chiét 18%.
Tuy nhién, quy trinh nay cAn dén nhidu budc nhu siy cam, loai chit béo bang cdn, thuy
phéan bing xenlulaza, va budc tinh sach phai dung t6i cot loc phan tir 300 kDa nén da
loai b6 nhidu AX mach dai >300 kDa ¢ tac dung ting cuong mién dich. Do vay, thoi
gian san xuét 14u, hiéu sudt chua cao va chi phi gia thanh san xuét kha 16n.

Do d6, van c6 nhu ciu tim kiém mét quy trinh san xuit arabinoxylan tir nguyén

liéu c4m gao nhim khic phuc dugc nhuge diém cia cac giai phap di biet néu trén.

Ban chét k§ thuit ctia gidi phap hitu ich

Muc dich cta giai phap hitu ich la dé xuét quy trinh san xuét arabinoxylan (AX)
tir nguyén liéu cam gao véi céc tiéu chi sir dung céc enzym thén thién v6i méi trudng,
quy trinh tinh sach don gién cho phép tach chiét dugc AX dang polyme cao phén tir hoa
tan trong nudc voi hiéu suét tach chiét cao.

Pé dat dugc muc dich nay, quy trinh san xuét arabinoxylan tir cAm gao theo giai
phép hitu ich bao gdm céc bude:

a) Thiy phan loai bé tinh bt trong cam gao: trdn cam gao vdi dung dich dém
phosphat c6 do pH = 6,0-7,3, nf‘)ng d6 10 mM-50 mM theo ty 1€ tir 1:5 dén 1:7 (W/v),
bd sung amylaza hoat d§ 100 U/ml véi ty 1€ enzym/co chét tir 0,1% dén 0,3% (v/w) va
& trong khoang thdi gian tir 20 dén 60 phit & khoang nhiét do tir 70°C dén 90°C, toc do
khudy tir 50 dén 150 vong/phit;

b) Thity phén loai bé protein trong cam gao: bd sung proteaza hoat do 0,63 U/ml
v6i ty 1€ enzym/co chit tir 2% dén 8% (v/w) trong khoang thoi gian tir 20 dén 60 phit &
khoang nhiét do tir 37°C dén 45°C, tbc d6 khudy tir 50 dén 150 vong/phut, sau d6 gia
nhiét bit hoat cic enzym da bd sung va ly tAm thu ba cam & tbc d6 2000 vong/phut
trong 30 phut dé loai b6 cac duong don, protein va axit amin hoa tan;

¢) Thuy phin arabinoxylan tir cam gao: tron ba cam thu dugc & bude b) véi dung

dich dém axetat c6 do pH = 4,5-6,0, nong d¢ tir 10 mM dén 50 mM theo ty 16 tir 1:4 dén
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1:7 (w/v), bd sung endo-xylanaza nbéng d6 30 U/ml véi ty 1& enzym/co chét tir 2% dén
6% (v/w) trong khoang thdi gian tir 12 gio dén 24 gidr & nhiét 4o tir 50°C dén 60 °C, tbe
d6 khudy tir 50 dén 150 vong/phut, sau d6 ly tam loai bo bd cam & téc dd 2000
vong/phut trong 30 phut dé thu dich chiét chira arabinoxylan tho;

d) C6 dic biang mang loc phén ti: ¢d dic dich chiét chira arabinoxylan qua mang
loc phén t kich thude 10 kDa véi cong suét loc 500 L/h dé dat 46 kho 7°Bx va loai bo
cac phan tir c6 kich thuéc nhé hon 10 kDa;

e) Siy phun thanh phim: bd sung maltoza dextrin vao dung dich dén do kho 12°Bx,
sau d6 siy dung dich arabinoxylan thanh dang bot bing may siy phun véi cong suét
méy 50L/h, nhiét do hoi néng dAu vao khoang tir 130°C dén 150°C, nhiét d6 hoi néng
déu ra khoang tir 80°C dén 100°C @ thu dugc san phim bot arabinoxylan c6 ham luong
arabinoxylan >30%, kich thuéc phén tir 16n hon 10 kDa. Bét thu dugc dugc dong trong
ti1i chan khong thanh timg goi tir 1 kg dén 10 kg bing may hit chan khéng.

M3 ti vén tit cdc hinh vé

Hinh 1 12 so dd quy trinh thiét bi san xuit arabinoxylan quy mé 120 kg cam gao/
mé, bao gdm: 1. binh dung cam gao; 2. binh pha enzym; 3, 6, 12. noi hai vé c6 canh
khudy; 5. thi€t bi ly tdm ro6; 8-10. cot loc phan te 10 kDa; 4,7, 9, 11, 13. bom; 14. may
say phun; 15. thiét bi bao goi.

Hinh 2 1 anh th& hién thanh phén xyloza va arabinoza cuia arabinoxylan trugc va
sau khi thity phan véi axit; duong chay 1: duong don chuin D-xyloza; dudng chay 2:
dudng don chuin L-arabinoza; dudng chay 3: arabinoxylan chuin 100-300 kDa da thiy
phan v6i axit; duong chay 4 va 5: san phim arabinoxylan da thiy phén véi axit; duong
chay 6: arabinoxylan chudn 100-300 kDa chua thiy phén; duong chay 7-8: san phim
arabinoxylan chua thily phén.

Hinh 3 12 sic ky dd ctia arabinoxylan qua cot sic ky loc gel Sephadex G-100:
dinh 1 (cac phan doan 34-37), dinh 2 (céc phan doan 40-42). Trén co s¢ gia tri V. cia
cac dinh nay va duva vao dd thi chudn, kich thuéc phan ti ciia arabinoxylan thu duge 1a
179 kDa va 115 kDa.

Hinh 4 13 anh (a) va biéu d (b) thé hién hoat tinh ting cuong dai thuc bao cua

arabinoxylan dugc thtr nghiém trén chudt, trong d6: A. 10 dbi chimg sinh hoc ubng



2449

nuéc (PCSH); B. 16 dbi chimg duong ubng san phim Lentin Plus 1000 cta hang
Daiwa-Nhat ban (ki hiéu Lentin Plus, LP) nong d6 100 mg/kg thé trong; C. 16 thi
nghiém ubng san pham arabinoxylan ndng d6 100 mg/kg thé trong (ky hiéu IMMU).

Hinh 5 12 bidu db thé hién ndng do interefron-gama (TNF-GAMMA) & céc 16
chudt dugc ubng san phim ting cudng mién dich (Lentin Plus 1a san phdm thuong mai
ctia hang Daiwa-Nhat Ban, IMMU 1a san phim arabinoxylan thu dugc theo giai phap
hitu ich) cung & ndéng d6 100 mg/kg thé trong, so véi 16 chudt dbi ching ubng nuéce
(bCSH).

Hinh 6 13 anh phan tich quin thé t& bao ung thu bj chét va biéu do thé hién ty 18
chét cia té bao ung thu Sarcoma tang lén & cac 16 chudt dwoc ubng san phim ting
cudng mién dich so véi 16 chudt dbi chimg, trong d6 A. 16 ddi ching sinh hoc ubng
nuéc; B. 16 d6i chimg duong ubng Lentin Plus 1000 (ki hiéu LP) ndng d6 100 mg/kg

thé trong; C. 16 thi nghiém udng san pham arabinoxylan ndng d6 100 mg/kg thé trong.

MG ta chi tiét giai phap hiru ich

Nguyén liéu va hoa chit st dung: cam gao dugc st dung can dam bao cac tiéu
chuén an toan vé sinh thuc phém va c6 ham lugng arabinoxylan >8%. Céc hoa chét dé
pha dung dich dém va enzym dé tach chiét arabinoxylan tir cAm gao d&u dat tiéu chuin
str dung trong san xuit thuc phém, bao gdm amylaza (tén thuong mai Termamyl SC),
proteaza (tén thuong mai Neutrase), endo-xylanaza (tén thuong mai Ultraflo L) do hing
Novozyme cung cép. Céc hoa chit ding cho kiém nghiém arabinoxylan do héng
Megazyme cung cip, bao gdm chat chudn duong don D-xyloza, duong don L-
arabinoza, dudng arabinoxylan kich thuéc trong khoang 100-300 kDa, kit Arabinan do
ndng dd L-arabinoza, kit D-xyloza do nbéng do D-xyloza. Cac hod chét con lai bao gdm
axit clohydric, dinatri hydro phosphat, kali dihydro phosphat, natri cloric, v.v. déu dat
mirc tinh khiét ding cho nghién ciru hod sinh enzym. Gel sephadex G-100 dung cho sic
ky loc gel do hang GE Healthcare cung cép. Cac chét chuén (protein) co khéi lugng
phén i da biét 14 Ovalbumin (45 kDa), Chymotrypsinogen A (25 kDa) va Cytochrom
C (12,4 kDa) do hing Sigma cung cép.

Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuit arabinoxylan c6 tic dung ting

cudng mién dich tir nguyén liéu cam gao bang enzym, bao gom céac budc sau day:
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a) Thuy phén loai bé tinh bt trong cam gao:

Tron cam dat cac tiéu chuin an toan vé sinh thuc phém va ¢6 ham lugng
arabinoxylan >8% v6i dung dich dém phosphat c6 d6 pH = 6,0-7.,5, néng do6 tr 10 mM
dén 50 mM theo ty 1€ tir 1:5 dén 1:7 (w/v). Sau do, bd sung amylaza hoat d6 100 U/ml
véi ty 1€ enzym/co chét tr 0,1% dén 0,3% (v/w) vao va tién hanh U trong khoang thoi
gian tir 20 dén 60 phit & khoang nhiét dd tir 70°C dén 90°C, tbc 40 khudy tir 50 dén 150
vong/pht;

b) Thiy phan loai b6 protein trong cam gao:

Tiép tuc bd sung proteaza hoat d9 0,63 U/ml vao cam gao da dugc xuit Iy & budce
a) voi ty 1€ enzym/co chét tir 2% dén 8% (v/w) trong khoang thoi gian tir 20 dén 60
phit & khoang nhiét do tir 37°C dén 45°C, tbc do khudy tir 50 dén 150 vong/phut. Sau
do, tién hanh gia nhiét bAt hoat c4c enzym da bd sung va ly tim thu ba cam & tbc do
2000 vong/phut trong 30 phut dé 1oai bd cac duong don, protein va axit amin hoa tan;

c) Thuy phéan arabinoxylan tir cim gao:

Tron ba cam gidu arabinoxylan thu dugc & budc b) véi dung dich dém axetat co
d6 pH = 4,5-6,0 ndng d tir 10 mM dén 50 mM theo ty 1& ti 1:4 dén 1:7 (W/v). B4 sung
tiép endo-xylanaza ndéng d6 30 U/ml véi ty 1& enzym/co chét tir 2% dén 6% (v/w) trong
khoéng thoi gian tir 12 gio dén 24 giv & nhiét dd tir 50°C dén 60°C, toc dd khudy tir 50
dén 150 vong/phut. Sau d6, tién hanh ly tAm loai bo ba cam & toc do 2000 vong/phit
trong 30 phut dé thu dich chiét chira arabinoxylan tho;

d) Co dic bing mang loc phan tir:

Cb dic dich chiét chira arabinoxylan thu dugc & bude c) qua mang loc phén tir
kich thudc 10 kDa véi cong sudt loc 500 L/h d€ dat do khd 7°Bx va loai bd céc phén tir
¢6 kich thuéc nho hon 10 kDa;

e) Sy phun thanh phim:

B6 sung maltoza dextrin vao dung dich da c6 dac thu dugc & budce d) dén d6 khd
12°Bx. Sau do6 siy dung dich arabinoxylan thanh dang bot bing may sdy phun véi cong
suét may 50 L/h, nhiét do hoi néng diu vao khoang tir 130°C dén 150°C, nhiét do hoi
néng du ra khoang tir 80°C dén 100°C dé thu duoc bot arabinoxylan c6 ham lugng
arabinoxylan >30%, kich thuéc phén ti 16n hon 10 kDa. Bot thu duge duge dong trong
ti chan khong thanh timg g6 tir 1 kg dén 10 kg bdng may hut chan khong.
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Vi du thwc hién gidi phap hitu ich
Vidul: San xut arabinoxylan & quy mé 120 kg cdm gao/mé.

a) Thuay phan loai bo tinh bot trong cam gao: Trén 120 kg cam voi 820 lit dung
dich dém phosphat d6 pH = 7,0 néng d6 30 mM trong ndi 0 2 vo, didu khién dugc
nhiét do, c6 canh khudy, va dung tich 1200 Lit. B sung 240 ml amylaza (tén thuong
mai Termamyl SC) hoat 46 100 U/ml va u trong 30 phut & 90°C, tbc do khudy 100
vong/phut;
b) Thuy phan loai bé protein trong cam gao: Tiép tuc bd sung 4,8 lit proteaza (tén
thuvong mai Neutrase) hoat 46 0,63 U/ml trong 30 phut & nhi€t do 42°C, tbc do khudy
100 vong/phut. Sau d6 gia nhiét bét hoat céc enzym da bd sung va ly tAm thu bd cdm
trong may ly tim 1 & tbc dd 2000 vong/phut trong 30 phut dé loai bé cc dudng don,
protein va axit amin hoa tan;
C) Thuy phan arabinoxylan tlir cim gao: Tron ba cam gidu arabinoxylan véi 600 lit
dung dich dém axetat d0 pH = 5,0, ndng d6 30 mM. Bb sung 4,8 lit endo xylanaza (tén
thuong mai Ultraflo L) ndng do 30 U/ml va @ trong 21 gio' & nhiét do 56°C, toc do
khudy 100 vong /phit. Sau d6 ly tim loai bo b cam bing may ly tim 1d & tdc do 2000
vong/phut trong 30 phut dé thu dich chiét chira arabinoxylan tho;
d) C6 dic bang mang loc phén tir: Co dédc dich chiét chira arabinoxylan qua 6 cot
loc phén tr méc ndi tiép nhau véi kich thuée mang loc 10 kDa, cong suét loc 500 L/h.
Dich loc s& dat 6 khd 7°Bx va loai bé dugc cac phén t& ¢6 kich thuée nhé hon 10 kDa
sau khi loc;
e) S4y phun thanh phim: B sung maltoza dextrin vao dung dich loc dén d6 kho
12°Bx. Sy dung dich arabinoxylan thanh dang bot biang may siy phun véi cong sut
méy 50L/h, nhiét d6 hoi noéng dau vao khoang tir 130°C d&n 150°C. Nhiét d6 hoi nong
du ra khoang tir 80°C dén 100°C dé thu dugc bot arabinoxylan c6 ham luong
arabinoxylan >30%, kich thuéc phén tir 16n hon 10 kDa. DPéng g6i bot trong tii chin
khong thanh timg g6i 1 kg bing may hut chan khong ZF-300;
Vi du 2: Dinh tinh thanh phan D-xyloza va L-arabinoza trong arabinoxylan

Tién hanh chim 15-20 pl mau (ndng d6 10 mg/ml) va cic chét chuin (D-xyloza,
L-arabinoza, arabinoxylan 100-300 kDa) trén ban sic ky silica gel 60 F254 (Merck,
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Pirc). Dat nhe nhang ban sic ky trong binh sic ky chira hé¢ dung mdi n-butanol: axit
axetic: nuéc véi ty 18 thé tich 3:1:1, déy kin nép binh va dé khoang 70 phit dé miu
dugce phén tach. Sau do, dé ban sic ky kho ty nhién rdi nhudém mau duong bing anilin

phthalat, hién mau ban sic ky & 100°C trong 5 phut.

Két qua kiém tra chit luong cla san phdm thé hién trén Hinh 2 cho thdy
arabinoxylan thu dugc bing quy trinh theo giai phap hitu ich cho 2 bing rd nét, tuong
ting vé6i vi tri cia D-xyloza va L-arabinoza chuin va twong tw nhu miu AX chuén
(Megazyme) da dugc thity phén (Hinh 2, giéng 4). Ngoai ra, két qua sic ky 16p mong
cling cho thiy sin phdm arabinoxylan c6 kha ndng la mot polyme cao phan tir gibng
nhu chit chun arabinoxylan kich thugc 100-300 kDa vi phat hién thiy mot ty 1& rat
thip duong don trong mAu khi chua thuy phin véi axit (Hinh 2, giéng 6).

Vi du 3: Pinh lugng arabinoxylan trong mau bot

Tién hanh dinh luong ham lugng arabinoxylan bang cach do ham luong timg
thanh phim D-xyloza va L-arabinoza theo hudng dan sir dung cia kit D-xyloza va kit

L-arabinan ciia hing Megazyme

Kit D-xyloza: https:/secure.megazyme.com/files/booklet/k-xylose data.pdf

Kit L-arabinan: https://secure.megazvme.com/ﬁles/booklet/k-arab data.pdf

Sau d6, tinh ham lugng arabinoxylan c6 trong mau theo cong thirc Cupapinoxylan— (Cxyloza T

Carabinoza) X 099
Két qua tir 120 kg cam gao, thu dugc 15,84 kg bot c6 ham luong arabinoxylan la
49%.

Véi ty 1€ arabinoxylan ban du co trong cam gao 1a 8,7% (tuong duong v6i 10,4 kg
arabinoxylan trong 120 kg cam gao), hiéu suit clia qué trinh san xuét arabinoxylan tir

cam gao la: 49% x 15,84/10,4 x 100% = 79%.
Vi du 4: Xéc dinh khéi luong phan tir AX bing sic ky loc gel

Nhdi gel da truong nd vao cdt kich thude 1 x 60 cm. Cén bang cot gel v6i nudce
cAt v6i thé tich tdi thidu bang 2 13n thé tich cot gel dé tao moi truong gel sic ky dong
nhét trong toan bd cot gel. Sir dung Dextran xanh (2.000 kDa) 8 tinh thé tich trbng V,

cia cOt. Sau do6, nap tiung chit chudn protein gdbm Ovalbumin (45 kDa),
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Chymotrypsinogen A (25 kDa) va Cytochrom C (12,4 kDa) & ndng d6 4 mg/ml 14n lugt
1én cdt. Sau d6 cho dém chay qua lién tuc véi tdc do khoang 20 ml/gid, thu cac phén
doan 0,5 ml vio cac 6ng riéng. X4c dinh ham lugng protein trong mdi phan doan bing
phwong phép do d6 hip thu & bude séng 280 nm dé tinh V, cua tirng protein chuin véi
cach tinh giéng nhu tinh V,. Tinh todn cic gia tri logM,, va V¢/V, cia cac chit chudn.
Sau d6 1ap dd thi twong quan gifta logMw va V./V, véi truc tung 13 gia tri logMw va
truc hoanh 1a ty 1€ V./V,. Cubi cung, tién hanh nap mau (néng dé 10 mg/ml
arabinoxylan) 1én cot vé6i thé tich khoang 1 ml v&i cach thirc tién hanh twong tu nhu dbi
v6i protein chudn. Khi bit ddu cho miu 1én cot thi ciing bit diu tinh thé tich mAu chay
qua cOt bang cach tién hanh thu cac phan doan vao timg dng riéng. Xéac dinh ham luong
arabinoxylan thong qua ham lugng xyloza va arabinoza nhw néu trong Vi du 2. Biéu db
clia qué trinh phén tach qua sic ky loc gel dugc thiét 1ap véi truc tung 13 gid tri d6 hép

thu & buéc séng 340 nm va truc hoanh 12 cdc phan doan/thé tich rira chiét.

Két qua sic ky d6 san phdm arabinoxylan san xuét theo quy trinh trong sang ché
khi qua cot gel Sephadex G-100 (Hinh 3a) cho thiy ché phdm c6 2 dinh séc ky: dinh 1
(cac phén doan 34-37), dinh 2 (céc phdn doan 40-42). Trén co s& gia tri V. ctia cac dinh
ndy va dua vio dd thi chudn da duoc thiét 1ap (Hinh 3b), c6 thé tinh duge khéi lugng

phan tir ciia cc arabinoxylan trong san phdm tuong tng 1 179,3 kDa va 115,3 kDa.
Vi du 5: Danh gia hoat tinh ting cuong mién dich ctia arabinoxylan trén md hinh chu6t

Nguyén lidu bao gdm: (i) bot sdy phun arabinoxylan (viét tit 1a IMMU); (ii) Ché
phim Lentin plus 1000 (Nhat Ban): 14 arabinoxylan thwong phidm d3 dugc ban trén thi
trudng (LP), duge ding lam d6i chimg duong. Kit danh gia nong do IFN-gama c6 tén
Duoset ELISA kit mouse IFN-gamma, (hdng R & D System, M), dia ELISA 96 giéng,
pipet nhua, d4u tip, dia nudi cy té bao (corning), budng dém té bao, cac hoa chét déu
dat tiéu chudn trong nudi ciy té bao nhue PBS, FBS ctia Invitrogen. Chudt nhit tréng

truéng thanh dong Swiss (Mus musculus) (Vién V& sinh dich t& Trung wong cung cip).

Thir nghiém trén chudt khée manh, cé trong lwgng trung binh 18-20 gram duoc

phén 16 mdt cach ngiu nhién thanh 5 16 (mdi 16 10 con):

+ L6 1: d6i ching sinh hoc: nudi binh thuong (ki hiéu DCSH)
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+ L6 2: dbi ching duong: (Lentin Plus 1000 ki hiéu LP) v6i liéu 100mg/kg/ngay.
+ L6 3: ubng IMMU véi liéu 100mg/kg/ngay.
Dung kim tiém diu tron hit dung dich twong tmg (Nudc cit, dung dich IMMU
va dung dich Lentin plus 1000) véi thé tich dung dich 13 nhu nhau cho cho tt ca cac 16
(mdi ngay ubng 0,3 ml). Nhe nhang dwa mii kim vao sau trong hong chudt, luu y lya
dAu kim dé tranh 1am tdn thuong ving hong. Bom tir tir dung dich dam bao dung dich
khéng trio nguge ra. Chudt dugc cho udng ché phim hang ngay, vao cung mot thoi
diém. Can cach nhit trong lugng tung 16 va theo ddi trong 40 ngay theo bang phén 10

va theo ddi nhu & bang duédi day.

Sau 40 ngay udng ché phim, tién hanh md chudt 14y mau thu huyét twong, tach
dai thuc bao, hach bach huyét dé phuc vu cho thi nghiém dénh gia hoat dong cua dai
thuc bao bing phuong phap U t& bao véi bao tir gan huynh quang va quan sat su thuc
bao duéi kinh hién vi huynh quang va dém % té bao thuc bao bing phwong phép phéan
tich t& bao dong chay. Song song, tién hanh d4nh gia sy biéu hién xytokin trong huyét
thanh chudt bang ELISA kit ddc hiéu v6i INF-gama, danh gia kha nang diét t bao ung
thur Sarcoma 180 bang cach 1 véi t& bao lympho tach tir mau chudt va st dung phuong

phép phén tich té bao dong chay.

Két qua danh gia hoat tinh dai thuc bao dugc thé hién & Hinh 4. Sau khi 0 véi
hat bao tir khoang 15 phut, dai thuc bao bt dau hoat dong, ching co té bao lai va hinh
thanh cac chéan gia dé vo vét cac hat (vat la véi té bao) vao bén trong té bao duge thé
hién & Hinh 4a. Trong d6 16 dbi chtng sinh hoc nuéi in thirc an binh thuong (A) c6 kha
ning thirc bao kém hon 16 cho udng Lentin Plus 1000 thwong mai (B) va arabinoxylan
sin xuét theo quy trinh trong sang ché (C). O hai 16 cho #n san phim cé chira
arabinoxylan, sau khoang 30 phit t& bao da thu dugc rat nhidu hat vao bén trong. Mau
sic cia té bao thay dbi theo thoi gian G voi hat nano, thoi gian 0 cang lau thi té bao
cang tré nén sAm mau hon so v6i nhém té bao déi chimg. Hinh 4b thé hién kha ning in
bao tir gén huynh quang ciia dai thuc bao cho thiy ty 1& % cac dai thuc bao an bao tir
cia 16 chudt cho udng arabinoxylan thwong mai va san xut theo quy trinh ciia séng ché

16n hon 18 rét so v6i dai thyc bao tach tir 16 chudt ddi ching sinh hoc.

-10-
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Két qua twong tu ciing thu duge voi ndng d6 INF-gama trong huyét thanh chudt
(Hinh 5) va ty 1& t& bao ung thu bj chét khi 1 vai té bao lympho giét ty nhién (Hinh 6)
tach & 16 chudt cho #n arabinoxylan thwong mai va san xuét theo quy trinh trong sang
ché, cao hon dang ké (gép 1,5 dén 2 14n) so véi 16 ddi chung. Trong d6, ving P2 cua
Hinh 6a 13 ving thé hién ty 16 chét cua t& bao Sarcoma trong tdng sb té bao Sarcoma 1

v6i t& bao lympho.
Hiéu qua dat dwogc ciia gidi phap hiru ich

Quy trinh san xuét arabinoxylan tir cdm gao theo giai phép hitu ich cho phép tao
ra san phdm arabinoxylan c6 kich thuéc da phan tir khoang vai chuc dén vai trdm kDa
¢6 hoat tinh kich thich mién dich. Quy trinh ciing sir dung cc enzym va buéc loc phan
tir rat than thién v6i moi truong va khong doc hai dbi véi ngudi san xuit. Quy trinh c6
hiéu suét tach chiét arabinoxylan cao, 1én t6i >70% vi st dung phdi hgp cac enzym
amylaza va proteaza cho phép loai bo cic thanh phin tinh bt va protein & ndng d6 va
diéu kién t6i uu dé boc 16 co chit arabinoxylan trong cam gao, stt dung endo-xylanaza
& ndng d6 va diéu kién t&i wu cho phép cit han ché arabinoxylan tir c4m gao thanh dang
kich thudc da phan tr hoa tan trong nudc ma khong phdi 13 dang duong don. Véi quy
trinh don gian nhu vay, san phim thu dwgc vin c6 hidu qua ting cudng mién dich
tuong duong véi san pham thwong mai Lentin Plus 1000 cia hang Daiwa Nhat ban
thong qua hoat tinh dai thuc bao, tong hgp INF-gama ctia lympho B va diét té bao ung
thu ctia té bao giét tu nhién. San phidm c6 gia thanh thp hon 25 1in (4000/g6i ham
luong 1,4 g arabinoxylan) so véi gid thwong mai 100.000/g6i Lentin Plus, phu hgp véi
kha néng kinh té coa nhitng bénh nhan suy giam mién dich nhu bénh nhan HIV/AIDS,

viém gan va ung thu & Viét Nam.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh san xuét arabinoxylan tir c4m gao bao gdm céc bude:

a) Thiy phén loai bé tinh bdt trong cam gao: trén cam gao vdi dung dich dém
phosphat c6 d¢ pH = 6,0-7,5 dén n(‘Sng d6é 10 mM-50 mM theo ty 1€ tir 1:5 dén 1:7 (wiv),
b6 sung amylaza hoat d6 100 U/ml véi ty 18 enzym/co chét tir 0,1% dén 0,3% (v/iw) va
1 trong khoang thoi gian tir 20 dén 60 phut & khoang nhiét do tir 70°C dén 90°C, tbc do
khudy tir 50 dén 150 vong/phut;

b) Thity phén loai bé protein trong cdm gao: bd sung proteaza hoat d6 0,63 U/ml
v6i t 1€ enzym/co chét tir 2% dén 8% (v/w) trong khoang thoi gian tir 20 dén 60 phut &
khoang nhiét do tir 37°C dén 45°C, tbc do khudy tir 50 dén 150 vong/phit, sau d6 gia
nhiét bit hoat cac enzym da bd sung va ly tAm thu ba cam & tbc do 2000 vong/phiit
trong 30 phiit dé loai bo cac dudng don, protein va axit amin hoa tan;

¢) Thuy phén arabinoxylan tir cdm gao: trén bd cam thu dugc & budc b) voi dung
dich dém axetat c6 d¢ pH = 4,5-6,0, ndng do tir 10 mM dén 50 mM theo ty 1¢ tir 1:4 dén
1:7 (w/v), bd sung endo-xylanaza ndng d6 30 U/ml v6i ty 16 enzym/co chit tir 2% dén
6% (v/w) trong khoang thoi gian tir 12 gio dén 24 gid & nhiét d6 tir 50°C dén 60°C, tbe
d6 khudy tir 50 dén 150 vong/phit, sau d6 ly tdm loai bd bd cam & tbe do 2000
vong/phiit trong 30 phut dé thu dich chiét chira arabinoxylan thé;

d) Co dic bang mang loc phén tir: ¢6 dic dich chiét chira arabinoxylan qua mang
loc phén tir kich thudc 10 kDa véi cong suit loc 500 L/h dé dat d6 kho 7°Bx va loai bd
céc phén tir c6 kich thuée nho hon 10 kDa;

e) Sy phun thinh phdm: bd sung maltoza dextrin vao dung dich dén dd kho 12°Bx,
sau d6 siy dung dich arabinoxylan thanh dang bot bang mdy siy phun véi cong suit
may SOL/h, nhiét d6 hoi néng ddu vao khoang tir 130°C dén 150°C, nhiét d6 hoi néng
d4u ra khoang tir 80°C dén 100°C dé thu dugc san phdm bt arabinoxylan ¢6 ham lwong

arabinoxylan >30%, kich thudc phén tir 16n hon 10 kDa.
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