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XAC PINH HAM LUQNG HYALURONIC ACID TRONG MQT SO PHE PHU
LIEU BA LOAI CA VA NGHIEN CUU SU DUNG ENZYME PE TACH CHIET
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TOM TAT: Trong nghién ctu nay, ham luong hyaluronic acid (HA) tir sun ci nhidm
(Carcharhinus sorrah), sun ca dubi (Dasyatis kuhlii) va da ca ba sa (Pangasius bocourti) tuoi dugc
xac dinh tuong tng 1a 1,5 (+0,27)%; 1,2 (£0,19)%; 0,34 (£0,09)%, ham lugng HA tr sun cd nham,
¢4 dudi va da ca ba sa kho duge xdc dinh tuong Ung 1a 4,7 (£0,32)%; 4,3 (£0,35)% va 0,7(%0,08)%.
Chung t6i da xac dinh dugc cac diéu kién tdi wu cho hoat dong cua enzyme ENV (Neutrase cua
hing Novozyme, Pan Mach, c6 hoat tinh ~1 IU/ml), thiy phan sun va da ca dé chiét rat HA:
xuong sun ca nham (nhiét do: 60°C; pH: 6; thoi gian thuy phéan:18 gio; ty 1¢ thuy phan: 1,25 IU
ENV/30g sun tuoi). Xwong sun ca dudi (nhiét do: 65°C; pH: 6; thoi gian thuy phan: 30 gio; ty 16
thuy phan: 1,5 IU ENV/30g sun tuoi). Da ca ba sa: (nhi¢t d9: 65°C; pH: 6; thoi gian thiy phan: 30
gi0, ty 1¢ thuy phan: 1,5 TU ENV/15g da ca ba sa tuoi).

Tir khoa: Da cé basa, hyaluronic acid, protease, sun ca duoi, sun ca nham.

MO PAU

Hién nay, HA da dugc su dung rong rdi
trong cic loai ché phdm bd sung dinh dudng
khac nhau va dang ngay cang dugc md rong
tng dung trong hd tro diéu tri nhiéu loai bénh.
O Viét Nam da va dang nhap khau thudc chira
thanh phin HA dé diéu tri bénh viém khop,
chéng ldo hoa, x6a nép nhin lam dep da nhu
(Duovital cia CHLB DPtc, Havital-HA drink
ctia Thuy Sy v6i gia thanh rat cao), nhung chua
c6 don vi ndo trong nudc san xuat dugec HA dé
phuc vu trong y duoc.

Nganh ché bién thiy san trong nudc va trén
thé gi61 hang nam thai ra mét luvgng 16n cac phy
phé phém can duge xtr 1y hodc ché bién tiép
Phy pham thuy san thuong la néi tang, dau,
xuong, da... Dé giai quyét mot lugng 16n phy
phim nhu hién nay, tai Viét Nam va trén thé
gioi dang c6 xu hudng tan thu phan phy phim
dé ché bién thanh cac san pham cO gia tri gia
tang. Cac nghién ctru trén thé gidi cho thdy cac
nguyén liéu tor sun va da cta dong vat nhu:
trong sun lon [11], sun ca [5], da cua lon [12],
da ca dudi Raja radula [3] déu c6 thanh phan
HA. Ham lugng HA tur sun va da khong cao so
voi cac ngudn nguyén lidu tir mao gi hay vi
khuén, nhung viéc nghién clru tan thu HA tr
phé thai da ca ba sa va sun ca dudi, cic nham tir
cac nha may ché bién thuy san cia Viét Nam
khong nhimng giai quyét vn dé 6 nhim méi

truong ma con lam tang gid tri cua thuy san va
cac ngudn nguyén liéu tir bién.

Muc dich ctia nghién ctru nay 1a diéu tra kha
nang thu nhan HA tr xuong sun ca dubi, ca
nham va da ca ba sa song tai cac ving bién Viét
Nam bang cong nghé sinh hoc. Viéc sir dung
enzyme thay thé cac chit hoa hoc rat can thiét
vi giam do doc hai trong khi san xudt ciing nhu
tang chat lugng ciia ché pham HA. Nghién ciru
chiét rat HA tir nguyén liéu thuy san s& 1a bude
khoi dau tao ra cong nghé san xuit thyc pham
chirc ning chira HA tai Viét Nam dé tmg dung
trong y dugc.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Xuong sun ca dudi (Dasyatis kuhlii), ci
nham (Carcharhinus sorrah) dugc thu thap tir
phé thai & cac nha may ché bién thuy san Hai
Phong do Vién nghién ciru Hai san, Hai Phong
cung cap. Da ci ba sa (Pangasius bocourti)
dugc thu thap tir phé thai clia cac nha mdy ché
bién thuy san, ving dong bang séng Ciru Long,
do céng ty Dugc Hau Giang cung cép. Enzyme
Neutrase cua hang Novozyme, Pan Mach
(ENV) (c6 hoat tinh~1 TU/ml). Hyaluronic acid
chuin (hdng Sigma) va hyaluronidase (c6 hoat
tinh 400 unit/mg; hang Sigma).

Chudn bi mdu: miu sun tuoi va da ca duoc
ludc s6i 15 phut, loai bd thit bAm dinh, sau d6
duoc xay nhd, tron déu dé mau la thé dong nhat
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dé dung cho céc thi nghiém tiép theo. Mau sun
kho dugc say kho ¢ 60°C tir mau sun tuoi sau
khi da duoc loai bo phan thit ca.

Chiét xudt HA tir sun va da cd bang papain:
HA duoc chiét xudt tr sun theo
Garnjanagoonchorn et al. (2007) [2]. 10 g
xuong sun nghién nhé dugc thém vao 40 ml
nude khur ion, 1 ml NaN; 0,02%. Papain dugc
bd sung vao hdn dich theo ti 16 4mg enzyme/g
sun va u ¢ nhiét do 65°C, pH=7, thoi gian 48
gio dé sun duoc thiy phan hoan toan. Dich sau
thity phan dugc tia ethanol 80% dé thu HA.

Chiét xuat HA tir da ca dugc thuc hién theo
phuong phap ciia Mansour et al. (2009) [3]. Lay
10 g da c4 nghién nho dwoc thém vao 500 ml
dém acetate 0,1M, pH=6, bod sung 1020 mg
papain va i & nhiét d6 60°C, thoi gian 24 gio dé
da cé dugc thuy phan hoan toan. Dich sau thiy
phéan dugc tia ethanol 80% dé thu HA.

Chiét xudat HA tir sun va da cd bang ENV:
10 g xuong sun, da ca nghién nho, thém vao 40
ml nudc khir ion, 1 ml NaN; 0,02%. Enzyme
ENV dugc bd sung vao hdn dich dé thiy phan
Xuong sun ca dubi, ca nham va da c4 basa. Dich
sau thiy phan duoc tia ethanol 80% dé thu HA
c6 trong mau.

Dinh tinh cdc thanh phan ciia HA

Dinh tinh glucuronic acid: glucuronic acid
14 mot trong 2 monomer ciu tao nén HA. Xac
dinh sy c6 mat cua glucuronic acid béng phan
mg mau véi carbazole (dung dich chuyén tir
khong mau sang nau do) theo phuong phap cua
Bitter & Miur (1962) [1].

Dinh tinh  N-acetyl-D-glucosamine: N-
acetyl-D-glucosamine la monomer tht 2 cua
HA. Viéc phat hién sy hién dién cua géc N-
acetyl-D-glucosamine trong HA dugc thuc hién
theo phuong phap cua Reissig [8]. HA sau khi
tach chiét tir cac nguf)n sun dugc thuy phan
bing hyaluronidase (¢ 37°C, pH= 5,35; 45
phit). San pham thuy phan duogc kiém hoa trong
moi truong borate pH 9,1; 100°C trong 15 phut.
Ong chira 0,25 ml HA sau thuy phan duoc cho
thém 0,05 ml K;BO; 0,2M dun séi ¢ 100°C
trong 3 phut, sau d6 lam lanh nhanh trong da,
cho tiép 1,5 ml thudc tht DMAB, tron déu va
dé & nhiét do 37°C trong 20 phut, tiép theo &
nhiét do phong sau 2 gid. Sy thay ddi mau cia
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hdén hop trudc phan Ung va sau phian ung tir
khong mau sang hdng hay d6 (tuy ndng do)
chung t6 sy hién dién cua N-acetyl-D-
glucosamine.

Dinh lwong HA: HA duoc dinh lugng theo
phuong phap cua Reissig et al. (1955) [8]. HA
tach chiét tir cic ngudn khiac nhau dwoc thuy
phan bing hyaluronidase nhu mé ta trong
phuong phdp dinh tinh  N-acetyl-D-
glucosamine. Dich mau sau phan ung duogc
danh gia trén may quang phd & budc song 585
nm. Ham lugng HA cua cac mau nghién ciru
duoc tinh toan dua trén dd thi chuan cia HA.

Xdc dinh hogt dj protease: Hoat 30 ENV
dugc danh gia theo phuong phap Anson cai
tién (Pietrowa et al, 1966) [7].

Xdc dinh nhigt @ thity phén toi wu ciia
ENV véi sun va da cd: 10g sun hodc da ca
nghién nhoé sau d6 b6 sung 40ml nuée khir ion,
0,3 IU enzyme ENV. Mau duoc 1 & nhiét do tur
30-80°C trong 6 gio, 2 mau sau thiy phan dugc
tua bang TCA ndng do cudi ciing 1a 5%, ly tim
0 10.000 vong/phut trong 20 phut, thu dich trén
va xac dinh ham lugng tyrosine bing phuong
phap Anson cai tién (Pietrowa et al, 1966). %
mau sau thity phan con lai dugc ly tim & 10.000
vong/phit trong 20 phut dé thu dich. Dich sau
ly tim dugc tia bang ethanol ti 1¢
(dich/ethanol=1/4) va dé qua dém & nhiét do
4°C. Sau d6 ly tam ¢ 10.000 vong/phut trong 20
phat @ thu toa. Ham luong HA trong tua duoc
xac dinh biang phuong phap Reissig et al.
(1955) [8]. Mau dbi ching duoc lam nhu mau
thi nghiém nhung bét hoat enzyme bang dun soi
& 100°C trong 3 phut.

Xdc dinh pH téi wu: V6i cung mot diéu
kién thuy phan gidng nhau, nhiét d6 di duoc tbi
wu O trén, chi thay d6i pH cua dém (pH tir 4-8).
Mau d6i chirng 1am nhu miu thi nghiém nhung
bat hoat enzyme bang dun sbi & 100°C trong 3
phit. Xac dinh khd ndng thiy phan protein
trong sun, da va ham luong HA trong cidc mau
sau thily phan tuong tu nhu da mé ta & trén.

Xdc dinh thoi gian thiy phdn 10i wu: Voi
cac diéu kién thily phan t6i wu da duoc xac dinh
& trén (nhiét d6, pH) va ciung 1 ndng do
enzyme, tién hanh thuy phin ¢ cac thoi gian
khac nhau (6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 va 48 gio).



Xac dinh ham lwvong hyaluronic acid

Xéc dinh kha nang thuy phan protein trong sun,
da va ham lugng HA trong cac mau sau thuy
phén tuong ty nhu da mo ta & trén.

Xdc dinh néng do enzyme thiiy phdn 1o
wu: V6i cac didu kién thuy phan toi wu (nhiét
do, pH, thoi gian) da dugc xac dinh, tién hanh
phan tng & cac ndng d6 enzyme khac nhau. (0,5
1U; 0,75 1U; 1,0 1U; 1,25 1U; 1,5 1U; 1,75 1U; 2
IU) enzyme ENV thuy phan 30g xuong sun ca
hodc 15g da ca ba sa, bd sung 120ml dung
dich dém thich hop). Xac dinh kha niang thiy
phan protein trong sun, da va ham lugng HA
trong cac mau sau thiy phan twong ty nhu da
mo ta & trén.

KET QUA VA THAO LUAN

Pinh tinh HA trong cic miu sun ca dudi
(Dasyatis kuhlii), ca nham (Carcharhinus
sorrah) va da ba sa (Pangasius bocourti) &
Viét Nam

HA dugc cdu tao bdi hai loai duong

AWON =
<0

D-glucuronic acid va N-acetyl-D-glucosamine
lién két xen k& nhau, do d6 dé xéac dinh sy co
mat cua HA trong cac mé dong vat ta co thé
dinh tinh hai gbc duong ndy. V&i muc dich dinh
tinh HA trong cdc mau sun va da c4, HA duoc
chiét xuit theo nhu mo ta trong phin phuong
phép, papain cua hing Sigma duoc st dung dé
thity phan cdc mau trong thi nghiém nay. Dich
chiét xuat HA thu dugc dwoc xu ly voi
hyaluronidase dé giai phong D-glucuronic acid
va N-acetyl-D-glucosamine. Két qua dinh tinh
cho thiy, mau cia miu HA chuin va cdc mau
sun va da ca chuyén tir khong mau sang dé nau
(d6i voi phan ng dinh tinh glucuronic acid) va
tir khong mau sang mau hong (ddi véi phan
ung dinh tinh N-acetyl-D-glucosamine) trong
khi mau ddi ching 4m khong 601 mau (hinh 1).
Két qua nay cho thay cdc mau sun va da ca
nghién ctru déu c6 gbc glucuronic acid va N-
acetyl-D-glucosamine. Diéu nay ching to cic
mAu sun c dudi, cd nham va da cé ba sa tuoi
va say kho déu c6 mat HA.

B C D E F G H

Hinh 1. Dinh tinh HA bér}g phan tmg mau. Pinh tinh gbc glucuronic acid (a)
va goc N-acetyl-D-glucosamine (b)
Hinh la: A(1-4): Déi chimg am; B(1-4): HA chuan; C(1-2): Sun c4 nham tuoi; C(3-4): Sun ca nham kho;
D(1-2): Sun ca du6i tuoi; D(3-4): Sun ca dudi kho; E(1-2): Da cé ba sa tuoi; E(3-4): Da ca ba sa kho. Hinh
1b: A(1-2): HA chuan; B(1-2): doi chung am; C(1-2): Sun ca nham tuoi; D(1-2): Sun cd nham kho; E(1-2):

Sun ca dudi tuoi; F(1-2): Sun ca dudi kho; G(1-2): da ca ba sa twoi; H(1-2): da c4 ba sa kho.

Xic dinh ham lwgng HA trong cic miu sun
vadaca

Tuong ty nhu phﬁn dinh tinh HA, cac miu
HA dugc chiét xuat tir syn va da ca bang papain
nhu md ta trong phan phwong phap duoc thiy
phan hoan toan bang hyaluronidase dé giai phong
D-glucuronic acid va N-acetyl-D-glucosamine.
Két qua cho thiy ham luong HA tir sun ¢4 nham
C. sorrah, sun ca dudi D. kuhlii va da c4 ba sa P.
bocourti tuoi duge xac dinh twong ung 1a 1,5

(£0,27)%; 1,2 (£0,19)%; 0,34 (£0,09)%, ham
luong HA tir sun ca4 nham, ca dubi va da c4 ba sa
khé dugc xac dinh twong Gng 1a 4,7 (+0,32)%;
4,3 (£0,35)% va 0,7(+0,08)% (bang 1).
Ham lugng HA trén sun c4 nham va ca dudi
tuoi cao hon ham lugng HA ¢ sun Ign (0,35-
0,6%) [11], ham luong HA trén da ca ba sa tuoi
cling gan bang ham lugng HA trén nhuyén thé
hai manh vé 4. plueronectus (0,42%) [10] va
thép hon mot it so voi ham lugng HA tir da lon
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(0,843%) [12]. Méc du ham lwgng HA tir sun ca
nham, ca dudi va da ca ba sa khong cao so véi
thu nhan HA tir mao ga (4,5%) [6] hay vi khudn
nhung viéc nghién ciru tdn thu HA tir phé thai
thiy san khong nhiing giai quyét van dé 6
nhiém mdi truong ma con c6 ¥ nghia kinh té va
x4 hdi, lam tdng gia tri cia nguyén li¢u ca
nham, ca dudi va da ca ba sa.

Bang 1. Ham luong HA trong cac miu xuong
sun ca dudi, ca nham va da cé ba sa

x Ham lugng HA

Mau trong mau (%)
Sun ca nham kho 4,7+0,32
Sun ¢4 nham tuoi 1,5+0,27
Sun c4 dudi kho 4,3£0,35
Sun c4 dudi twoi 1,2+ 0,19
Da c4 ba sa kho 0,7+ 0,08
Da ca ba sa tuoi 0,34 +0,09

Nghién ctru ng dung ché phidm protease
thwong mai ENV dé thiy phén sun, da ca va
chiét rat HA

Nhiéu nghién ctru trén thé giéi da st dung
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cac protease (papain, actinase, pronase,
trypsin...) dé thity phan protein trong sun giai
phong glycosaminoglycan. Phuong phap su
dung protease dd dwoc dung dé thu nhan
glycosaminoglycan tu da cad Labeo rohita [9],
thu nhan HA tir da cta lon [12] va HA tu
nhuyén thé hai manh v 4. plueronectus [10].

Trong nghién ctru nay, ching t6i khao sat
kha ning thity phian xuong sun ca nham, ca dudi
va da ca ba sa tir ché pham Neutrase ciia Pan
Mach. Ché pham ENV 1a mét ché phdm enzyme
ngoai bao tir vi sinh vat c6 hoat tinh manh va on
dinh. Mot sb nghién ciru cling cho théy viéc su
dung ENV thiy phan da lon chiét rat HA 1a tét
hon so v&i cac ché phim protease khac [12]. Vi
vdy, chiing t6i tién hanh xac dinh cac diéu kién
thuy phan t6i vu cuia ENV dé dat hiéu qua cao
chiét rit HA.

Anh hieong ciia nhiét do

Két qua cho thiy nhiét do thich hop cho
vi€c thiy phan sun ca nham va giai phéng HA
la 60°C, nhiét d9 65°C 1a nhiét d¢ thich hop cho
viéc thity phan syun ca dudi va da ca ba sa (hinh
2a, b).

% Ha ftweng d6i
2

™7 8

B2 855 )

Hinh 2. Anh~ huong cua nhiét d6 1én hoat d6 thuy phan cua ENV (a) va ham luong HA giai phong
(b) tir cac mau sun ca nham, sun ca duoi va da ca ba sa

Anh hieong ciia pH

Phan rng thuly phan cia enzyme dugc thyuc
hién & nhiét 3 60°C cho thiy phan sun ca nham
va 65°C cho thity phdn sun ca dudi va da ca ba
sa trong khoang thoi gian 6 gio trong dém co
pH khac nhau. Két qua ¢ hinh 3a cho thiy, hoat
tinh thiy phan xuong sun ca nham, ca dudi ctia
ENV cao nhit tai pH 6. Ham lugng HA giai
phong sau khi thily phan sun cling dat cao nhét
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tai pH 6 (hinh 3b). ENV c6 kha ning thiy phan
da cd ba sa trong vung pH rong (tir pH 6 dén pH
8 ), ham luong HA gidi phong cao nhat tir da ca
ba sa khi ENV hoat dong tai pH 6.
Thoi gian ché pham ENV thiy phdn téi wu
xwong sun va da cd

Véi cac diéu kién thuy phan ti wu da dugce
xac dinh & trén, cung 1 ndng d¢ enzyme va tién
hanh thiy phan xuong sun ca & cac thoi gian



Xac dinh ham lwong hyaluronic acid

khéc nhau. Két qua trén hinh 4a cho thiy, ham
luong tyrosine giai phong ting dan theo thoi
gian va dat cao nhit sau 18 gi¢ thiy phdn sun ca
nham va sau 30 gio thiy phan sun ¢4 dudi va da
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c4 ba sa, ddng thoi ham luong HA ciing da dugc
giai phong ra cao nhét tai cac thoi diém trén
(hinh 4b).
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Hinh 3. Anh hudng cta pH 18n hoat d6 thity phan ciia ENV (a) va ham lwong HA giai phong (b) tir

cac mau sun ca nham sun ca du01 va da ca ba sa
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Hinh 4. Hi¢u qua thuy phén syn, da ca cua ENV theo thoi gian (a) va ham luong HA giai phéng (b)

tir cAc mau sun ca nham, sun ca dudi va da ca ba sa
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Hinh 5. Anh huéng ciia ndng d6 enzyme ENV
dén hiéu qua thu nhan HA

Ty 1é ché pham ENV thiy phédn t6i wu xwong
sun vad da cd

Dé x4c dinh ty 16 enzyme ENV thay phin
xuong sun va da cé toi uu, ching t6i st dung cac
diéu kién tdi wu cua ting loai mau (sun c4 nham:
18 gio; pH 6,0; 60°C); (sun ca dudi: 30 gid; pH
6,0; 65°C) va (da ca ba sa: 30 gio; pH 6,0; 65°C)
sau d6 chiét xuat HA dé danh gia luong HA thu
duoc. Ty 1¢ enzyme thich hop dugc danh gia dwa
vio két qua thu nhan HA sau chiét xuat. Két qua
hinh 5 cho thay, ham luong HA giai phong cao
nhat khi thiy phan voi ty 1& (1,25 TU cha
ENV/30 g sun tuoi ca nham); 1,5 IU cuia
ENV/30 g sun tuwoi ca dudi) va 1,5 IU cia
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ENV/15g da ca ba sa tuoi).

Ché pham ENV cho hiéu qua thuy phan tot
Xuong sun ca nham, ca duoi va da ca basa. Cac
mau xuong sun va da ca da bi thiy phan toi ra

khi bé sung enzyme ENV (két qua khong trinh
bay).

So sanh kha nang thiy phdn sun va da ca cua
ché pham ENV va papain

Bdng 2. So sanh ham lugng HA chiét rat khi sir dung céc protease khac nhau

Ham luong HA trong mau (%)

Loai protease st dung Sun o4 nham tuoi
u

Sun ca duoi tuoi Da ca ba sa tuoi

1,5+0,27
1,6+0,25

Papain
ENV

1,240,19
1,140,23

0,34 +0,09
0,35 +0,12

Chung t6i da so sanh kha nang thuy phan
sun va da ca cta ché pham ENV va papain da
dugc nghién ctru trude day [2, 3]. Két qua cho
thiy, khi str dung papain chiét rat HA tir sun ca
nham, ca dudi va da c4 ba sa c6 ham luong tuong
tu nhu khi st dung enzyme ENV (bang 2).

Papain 1a mot protease manh, thuy phéan
protein trong sun, da hi€u qua, tuy nhién ching
lai c6 gia thanh réat cao, do d6 khong phu hop
cho viéc str dung dé tach chiét HA quy mé 16n.
Enzyme ENV la ngudn enzyme an toan da dugc
sit dung trong ché bién thyc pham, hoat tinh
thity phan cao, on dinh, gia ré cho nén phu hop
cho viéc str dung dé san xuat HA véi quy md
lon.

KET LUAN

Lan dAu tién tai Viét Nam, ham lugng HA
trong xuong sun cd nham, Carcharhinus
sorrah; ca dudi, Dasyatis kuhlii va da cé ba sa,
Pangasius bocourti, dugc khao sat. Ham lugng
HA tir sun ca nham, ca dudi va da ca ba sa tuoi
duoc xéac dinh twong tng 1a 1,5 (£0,27)%; 1,2
(£0,19)%; 0,34 (£0,09)%, ham luvgng HA tir syn
c4 nham, ca dudi va da ca ba sa kho duoc xac
dinh tuwong tng 1a 4,7 (£0,32)%; 4,3 (£0,35)%
va 0,7 (£0,08)%.

Xac dinh duge cac diéu kién toi vu cho hoat
dong cua enzyme ENV thiy phan sun va da ca
dé chiét rat HA: xuong sun cad nham (nhiét do:
60°C; pH: 6; thoi gian thily phan:18 gio; ty 1€
thay phan: 1,25 U cia ENV/30 g sun tuoi).
Xuong sun ca dubi (nhiét do: 65°C; pH: 6; thoi
gian thiy phan: 30 gio; ty 1¢ thuy phan: 1,5 TU
ciia ENV/30 g sun tuoi). Da ca ba sa: (nhi¢t do:
65°C; pH: 6; thoi gian thuy phan: 30 gio, ty 1€
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thuy phan: 1,5 IU cia ENV/15g da ca ba sa
tuoi).

Loi cam on: Cong trinh nay dugc thuc hién vai
su hd trg vé kinh phi cho cac nhiém vu nghién
ctru khoa hoc cdp Vién Cong nghé Sinh hoc
nam 2014-2015.
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DETECTION OF HYALURONIC ACID IN THE AQUATIC WASTE
AND EXTRACTION BY ENZYME TECHNOLOGY

Vo Hoai Bac, Tran Thi Hong, Nguyen Thi Mai Phuong, Le Van Truong
Institute of Biotechnology, VAST

SUMMARY

Hyaluronic acid (HA) is a linear polysaccharide composed of a repeating disaccharide unit of p(1-4)
glucuronic acid and B(1-3) N-acetylglucosamine. HA is present in tissues as cartilage, skin, rooster combs,
umbilical cord, vitreous humour and sinovial fluid. In recent years, an increasing interest has been reported
due to its numerous applications as cosmetic and pharmaceutical compound. HA levels from Carcharhinus
sorrah, Dasyatis kuhlii and Pangasius bocourti lived in the sea area of Vietnam were the first time
investigated. The extract of hyaluronic acid was dialyzed and digested with ENV enzyme. The optimal
conditions of ENV protease for hydrolyzing cartilage and skin were determined as follows Carcharhinus
sorrah: 1.25 TU enzyme/30gram of cartilage, 18 h, pH 6,0 at 60°C; Dasyatis kuhlii: 1.50 TU enzyme/30gram
of cartilage, 30 h, pH 6,0 at 65°C and Pangasius bocourti: 1.50 1U enzyme /15 gram of skin, 30 h, pH 6,0 at
65°C.

Keywords: Carcharhinus sorrah, Dasyatis kuhlii, Pangasius bocourti, cartilage, skin, hyaluronic acid,
protease.
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