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phuong phap diéu ché aglycon hoic glycosit thiy phan tir glycosit bang cach chuyén hoa
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Linh vue ky thuit dwoc dé cap

Séng ché dé cap dén phuong phap didu ché ché phim vi khudn chia aglycon hodc
glycosit thity phan trong té bao va, cu thé 13, phuong phap san xuét vi sinh vat ma chuyén
hoa glycosit thanh dang aglycon hoic glycosit thity phan bing cach st dung vi sinh vat san

sinh B-glycosidaza, va c¢6 aglycon hogc glycosit thity phan durgc tich tu trong té bao.
Tinh trang ky thuit clia sang ché

Vi khuén sinh axit lactic 1a mot trong sb cac vi sinh Ve_if ¢6 loi nhat kha dung cho
ngudi va nghia 1a vi khuén phén giai hydrat cacbon nhu glucoza hodc lactoza trong qua
trinh 16n men dé san sinh axit lactic. Vao nim 185 8, su ¢6 mit ctia vi khuén sinh axit lactic
dugc phét hién béi nha vi sinh vat hoc nguoi Phap Louis Pasteur, va Ilija Mecnikov, nha vi
sinh vét hoc ngudi Nga, da duge dugce trao ting giai thuéng Nobel vé sinh 1y hoc vao nam
1908, dé xu'6'ng “gia thuyét tré lau nho sira 1én men” trong nhitng nam cudi doi cta dng, va
sau d6 xac nhén ring nguyén nhan sdng lau cta nguoi Bulgari 1a do dung stra 1én men nho
vi khuén sinh axit lactic, va tir phat hién nay, cac nghién ciru trén quy md toan dién da bit
dau va cho dén nay da tim ra hon 300 loai vi khudn sinh axit lactic. Vi khun sinh axit
lactic sdng trong rudt cta phan I6n dong vat ¢6 vii bao gdbm ngudi, va cu thé 13, nhidu hon
100 nghin ty ctia 100 loai vi khuin gém c& vi khudn c6 loi va vi khudn c6 hai c6 mat trong
rudt cla co thé ngudi. Do vi khuén sinh axit lactic san sinh axit lactic duéi dang chat
chuyén héa dé axit hoa rudt, vi khudn sinh axit lactic duoc biét 1a vi khudn ding dé e ché
su tdng sinh ctia vi khuan c6 hai va lam gidm su san sinh amoniac hodc chit gdy ung thu
do qué trinh 1én men bAt thuong, tire 13, thuc hién qua trinh diéu hoa duong rudt.

Pugc biét 1a hoat tinh sinh Iy ctia vi khudn sinh axit lactic Ia chting chii yéu san
sinh axit hitu co dé lam giam do pH ctia rudt, didu nay tre ché sy ting sinh cta vi khudn c6
hai trong ruft va duy tri hé¢ vi sinh vét duong rudt binh thudng. Ching ciing tic dong dé

chuyén hoa isoflavon glycosit thanh aglycon, chit nay duogc hép thu dé dang trong co thé
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nguoi bang cach san sinh B-glucosidaza.

Cu thé 13, trong trudng hop isoflavon, c6 bén dang glycosit ma duong duoc két
hop, aglycon trong d6 dudng duoc loai bé, axetylglucosit, va malonylglucosit, va trong sb
chung, isoflavon aglycon thily phan nhd B-glucosidaza trong rudt dugce chuyén héa thanh
aglycon duéi dang aglycon hoat tinh va dwgc hap thu. Tuy nhién, isoflavon c6 trong thuc
phim néi chung c¢6 mat dudi dang glycosit ma duong duogc két higp, va isoflavon dugc hip
thu tir ché d6 an cin duogc chuyén hoa thanh dang aglycon nhd vi sinh vt dudong rudt dé
dugc hdp thu. Vi vay, vi sinh vat c6 hoat tinh B-glycosidaza c6 thé déng vai trd rit quan

trong trong d¢ sinh kha dung cta isoflavon.

Mot phuong phap chiét isoflavon trong linh vuc k§ thuét lién quan, 1a phuong phép
chiét bot thuc vat chira isoflavon béng nude, axit hoa dich chiét, tich dich chiét ra khoi cin
lfmg cho qua cdt dugc nap nhua hép thu, hép thu isoflavon trong dich chiét trén nhua, cho
dung méi rugu qua cot, va thu hdi isoflavon duoc héap thu trén nhya. Mot phuong phéap
khac 12 phuong phép chiét isoflavon bao gdm budc thtr nhét 1a lién két va chiét isoflavon
v6i xyclodextrin, chét dan xuét ciia né, hoic polyme cia n6 bang cach bd sung thuc vat
hozc san pham ché bién tir thuc vat chtra isoflavon trong xyclodextrin, chit dan xuét cta
nd, hodc polyme ctia n6 va budc thir hai 1a phan Idp chét lién két chua isoflavon va
xyclodextrin tir dich chiét bing cach bom chét lam déng vao dich chiét duoc tao ra tir buée
tht nhét va chiét. Cu thé 1a, d& chiét isoflavon aglycon tir ddu ty nhién, nhiéu phuong phap
co hoc va héa hoc dugc sit dung, va phuong phap chiét isoflavon bang céch st dung séng
siéu Am va sau d6 tinh ché dich chiét bang sic ky 16ng. Tuy nhién, phuong phép chiét gdm
nhiéu bude va c6 nhiéu vén dé nhu gidm ning suit, tang chi phi san xuét, va kha nang

nhiém tap trong qua trinh tinh ché.

Chuyén hoa sinh hoc isoflavon glycosit thanh isoflavon aglycon bang vi sinh vat
da duoc nghién ctru (Kuo et al., Appl Microbiol Biotechnol 2006.73:314-320; Lee et al., J
Agric Food Chem 2013. 61:12101-12110), va trén tht ca, su chuyén hoéa sinh hoc isoflavon
glycosit thanh isoflavon aglycon bing vi khudn sinh axit lactic 12 ¢6 thé va cac nghién clru
vé qua trinh nay da dugc thuc hién mot cach tich cuc (Cavallini et al., Alim. Nutr. 2010.

21:175-182). Vi duy, Ali va cac cOng sy cta 6ng dd nghién ciru tac dung trén su chuyén hoa
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thanh aglycon 1a dang c¢6 hoat tinh ctia sy chuyén hoa isoflavon glycosit nhd vi khuin sinh
axit lactic va qua trinh chuyén hoa chit béo va cholesterol. Theo két qua nay, vi khuan sinh
axit lactic khong gy ra ting cudng hiéu luc cia isoflavon. Ly do 13 hidu sudt chuyén hoa
sinh hoc nho vi khudn sinh axit lactic 1a tha"ip (Ali, et al., J Nutr Biochem. 2004. 15:583-
90). Theo mdt bao cdo khac, su chuyén hoéa thanh aglycon nho vi khuin sinh axit lactic
bifidobacterium 1 73 dén 74% hodc it hon khi khong bd sung sita ddu nanh. Tuy nhién,
trong truong hop bd sung sita dau nanh, ty 16 chuyén hoa ting dén 84 dén 85% (2007 11.
Newhope 360.com).

Trong khi, saponin la glycosit cua steroit, steroit alkaroit, hodc triterpen, va la thuét
ngfr chung cua cic chat tan trong nudc va thé hién hoat dong tao bot nhu xa phong.
Saponin la thanh phin ting cudng mién dich ctia ngudi va cu thé 13, saponin ¢6 trong nhén
sam 1a ndi tiéng. Trong nhan sdm, c6 chira 32 loai saponin khic nhau. Cu thé 1a, duoc biét
rang saponin chi ¢6 trong nhan sim do thu duogc b%mg cach ché bién nhan sdm c6 hiéu qua
dang ké trong diéu tri bénh cho ngudi trudng thanh khi duge st dung trong thoi gian dai.
Ginsenosit c6 thé e ché su sinh trudng ctia tit ca cac loai t& bao ung thu. Tham chi trong
thtr nghiém lién quan dén bénh duc thuy tinh thé, ginsenosit thé hién hidu qua tuyét voi.
Ginsenosit (saponin tir nhan sdm) 1a hop chat ¢6 cac gbe hydrat cacbon (glycon) va khong
phai hydrat cacbon (aglycon) trong cing phan tir. Gc hydrat cacbon lién két véi gbc
khong phai hydrat cacbon qua lién két axetal & vi tri cacbon s& 1. Thanh phan khong phai
dudong dugc goi 1a aglycon va thanh phan duong dugc goi 1a glycon. Néu vi tri hydrat
cacbon 13 glucoza, n6 dugc goi la glucosit. Do d6, bang cach thiy phan ginsenosit, 1a
glycosit trong nhén sdm, ginsenosit dugc phan gidi thanh glycon va sapogenin dudi dang
aglycon.

Céc vi sinh vat ma thay phan isoflavon glycosit bao gdm bifidobacterium longum,
lactobacillus bulgaricus, aspergilus niger, va sachcaroplyspora erythraea, va cac vi sinh
vat nay thuong san sinh B-glycosidaza. Ngoai ra, cic nghién ctru dé phat trién céc vi sinh
vat ma san sinh B-glycosidaza hiéu luc cao c6 thé chuyén héa mot cach hiéu qua isoflavon

glycosit thanh isoflavon aglycon dang dugc tiép tuc.

Tuy nhién, cdc phuong phép trong linh vuc k¥ thuat lién quan bao gdm nhiéu budce
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phtre tap va do d6 c6 cac van d€ nhu gidm hi¢u suat, tang chi phi san xuat, va kha nang

nhiém tap trong qua trinh tinh ché.

Trén co s& cic tinh trang k¥ thuét da biét nay, cac tac gia cia don sang ché nay da
xac nhan rang cac vin d& thong thuong c6 thé duoc cai thién bang cach chuyén hoa
glycosit thanh aglycon hodc glycosit thily phan bang cach st dung vi sinh vét san sinh f-
glycosidaza va sau d6 tich tu aglycon hoic glycosit thily phan dd dugc chuyén héa trong vi
sinh vat va sit dung vi sinh vat hodc dich ly gidi chtra aglycon hodc glycosit thiy phan cia

ching 1am nguyén lidu thd, va hoan thanh sang ché.
Ban chat ky thuit ciia sang ché

Muc dich ciia sdng ché 1a dé xudt phuong phép tao ra vi sinh vét ¢6 kha ning san
xuét aglycon hodc glycosit thity phan dugc chuyén hoa tir glycosit & ndng dd cao bing

cach sir dung vi sinh vét san sinh B-glycosidaza .

Muc dich khéc ctia sang ché 1a dé xut vi sinh vét hodc dich ly giai chira aglycon
hodc glycosit thiy phén cta chiung va st dung chiing, trong d6 aglycon hoac glycosit thuy

phan dugc diéu ché bang phuong phéap nay dugc tich tu trong té bao.

Theo mot khia canh, sing ché d& xuit phwong phap tao ra vi sinh vét trong do6
aglycon hogc glycosit thily phan duoc tich tu trong té bao. Phuong phap nay bao gdm viée
tich tu aglycon hodc glycosit thity phan dugc chuyén héa tir glycosit trong vi sinh vét bing
cach nudi cdy vi sinh vat biéu hién p-glycosidaza trong moi trudng chira glycosit hodc cho

phan tng véi chit phan tmg chtra glycosit.

Theo mot khia canh khac, sédng ché d& xuét vi sinh vat hodc dich ly gidi cua ching
duoc tao ra bang phuong phap nay va trong d6 aglycon hodc glycosit thiy phan dugc tich
tu trong té bao.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét ché phém chtra vi sinh vat hodc dich ly
giai cua chung.

Theo mot khia canh khac nita, sang ché dé xuét thuc phém chira vi sinh vat hoac
dich ly giai cia chung.

Theo mot khia canh khéc nita, sang ché dé xuat ché pham dé cai thién chtrc ning

-5



30923

cua da chira vi sinh vét hodc dich ly giai cia chung.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién két qua chuyén hoa thanh aglycon ctia ddu twong nhod st dung
Lactobacillus plantarum K8 biang phuong phap didu ché theo sang ché. Su chuyén hoa cta
isoflavon glycosit thanh isoflavon aglycon nho Lactobacillus plantarum K8. Trén Fig.1,
nguyén li¢u tho 1a moi truong nudi cdy chira chiét xudt dau twong, STD 1a miu chuin
isoflavon; va chiét xuit L. plantarum K8-LTA la dich ly giai duoc ly giai biang cach su
dung thiét bi vi hoa 16ng sau khi Lactobacillus plantarum K8 dwgc nudi cdy trong méi

truong nuoi cay chira chiét xuat dau tuong.

Fig.2 thé hién két qua chuyén hoa thanh aglycon cla dau twong nhd sir dung
Lactobacillus plantarum K8, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus rhamnosus GG, va
Lactobacillus sakei bang phuong phap didu ché theo sang ché. So sanh su san sinh aglycon
cta Lactobacillus bao gdm Lactobacillus plantarum K8. Trén Fig.2, STD 1a miu chudn
isoflavon; delbrueckii 1a Lactobacillus delbrueckii; GG la Lactobacillus rhamnosus GG,

K8 la Lactobacillus plantarum K8; va sakei la Lactobacillus sakei.

Fig.3 thé hién luong aglycon ctia dau twong do duoc dugc phat hién trong qua trinh
didu ché dich ly giai Lactobacillus plantarum K8 bang phuong phép diéu ché theo sang
ché. Trén Fig.3, gg 1a Lactobacillus rhamnosus GG, del 1a Lactobacillus delbrueckii, va k8

la Lactobacillus plantarum K8.

Fig.4 1a biéu dd thé hién saponin dugc chuyén hoa tir ginsenosit nhd st dung
Lactobacillus plantarum K8 bang phuong phap diéu ché theo sang ché. Trén Fig.4, rgl,
rg3(s), rh2, rbl, rc, rd, rb2, va {2 1a cac hop chét ginsenosit. Cac tén néu trén dugc phan
loai theo cdu triic phan tir cta loai saponin. Trén Fig.4, nudc rira [a dung dich rtra sau khi
nudi cdy Lactobacillus; Ginseng ext 1a chiét xuat tir nhan sam; va k8 1a Lactobacillus

plantarum K8.

Fig.5 1a biéu d6 thé hién co ché du doan vé su hip thu ctia saponin thiy phén bing

Lactobacillus plantarum K8.

Fig.6 thé hién két qua do sé lwong phat hién ginsenosit c6 khdi luong phan tir thip.
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Luong an vao la lugng chiét xuat nhén sdm duge cho chudt an va lugng hép thu la lugng

ginsenosit dugc phat hi¢n tir mau cua chudt.

Fig.7 1a két qua thé hién ty 1€ hap thu ginsenosit ¢6 khoi lugng phan tir thap. Ty I€

&

7 ,
)s A

hap thu la két quéa chuyén doi lugng duge hap thu so voi lugng dn vao theo ty 1¢ phin

tram. . .
Mo ta chi tiet sang ché
Trong linh vie k¥ thudt lién quan, da co nhiing nd lye dé chuyén hoa glycosit thanh

aglycon hodc glycosit thiy phan nhd st dung vi sinh vat, nhung van chua ¢6 thong bio
ring aglycon hodc glycosit thiy phan dugc chuyén hoa 1a ¢6 trong té bao vi sinh vat. Do
do, cac két qua ctia qua trinh chuyén héa sinh hoc thanh aglycon hodc glycosit thiy phan
nhor vi sinh vat theo sang ché va sy tich tu trong té bao vi sinh vat 1a méi. Cac tac gia cta
don sang ché nay da xac nhan ring nong do clia aglycon hodc glycosit thily phéin duge tich’
tu trong té bao vi sinh vit cao hon 1,5 lan, cao hon hai lﬁn ndng dd cia aglycon hoiic
glycosit thity phén trong méi truong nudi cdy dé tao ra aglycon hoic glycosit thiy phin &
nong dé cao.

Co ché hoat do dng cua cdc loi khuan 1a to chtre lai moi trudong trong duong rudt, Gc
ché tac nhan gdy bénh, Ge ché yéu td tién viém, tdc dong 1én su biét hoa biéu md, cing cb
tde dung cta hang rao duong rudt, va tac dung tuong tu la da biét. Tac dong cta loi khuan

trong viéc ngin chin bénh ung thu rudt két ¢6 nhiéu con dudng sinh héa khac nhau, va tc

P2y

e

ché su xuét hién bénh ung thu rudt két thong qua chu trinh té bao, cac loai oxy phan tng,
Sur chét & bao theo chuong trinh, san sinh cdc enzym vi khudn dic hiéu, va qua trinh trao
ddi chét ctia vat chu. Hon nira, vi khuén sinh axit lactic bao vé co thé tranh khéi cac Bénh
thong qua tac dong hoat héa mién dich ma hoat hoa hé théng mién dich. Trong 1ong to cta
bé mit rudt, vi khudn sinh axit lactic tuong tic véi té bao mién dich nhu bach cau hoic té

bao lympho va diy manh hoat tinh mién dich. Vi khuén sinh axit lactic gdy ra sy biéu hién

beta defensin cua nguoi (hBD2) trong té bao ung thu rudt két & ngui dé diéu hoa mién

~

dich duong rudt. Hon nira, viée san xudt IL-8, la xytokin gdy viém va trc ché su biéu hién

ctua Hsp70 dugce thue hién bing cach cho vi khuan sinh axit lactic vao trong té€ bao Caco-2,
la té bao ung thu rudt két. Két qua 1a, ¢o thé thay rang vi khudn sinh axit lactic tham gia

g gdy viém bmm cach didu hoa cac xytokin. Hon nita, vi

oo

truc tiép vao viée diéu hoa dap tm
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khudn sinh axit lactic trong rudt didu hoa dap ung tu mién va thu thé gidng toll (toll-like
receptor - TLR). Pidu nay c6 nghia la tic dong cta vi khuin sinh axit lactic trong viéc didu

hoa strc khoe dudng rudt ¢6 lién quan dén sy truyén tin hiéu qua TLR.

Lactobacillus plantarum K8 hép thu ginsenosit & dang glycosit va do d6 phan giai
dang glycosit thanh saponin thily phan bang cach st dung B-glycosidaza. Céc dudng duoc
str dung trong qué trinh chuyén hoa ctia vi khuan sinh axit lactié, trong khi d6 do saponin
thuy phan 1a co chat khong can thiét cho qua trinh chuyén héa cua vi khuin sinh axit
lactic, saponin thity phan duoc tich tu trong co thé va sau d6 duoc gii phong ra bén ngoai
té bao theo thoi gian. Lactobacillus plantarum K8 chira saponin thily phan thé hién ty 1¢
hép thu trong co thé cao hon 1.300 I4n hodc cao hon nita so véi truong hop hip thu
ginsenosit (chiét xut saponin) khong duoc cai bién trong thir nghiém st dung dong vat (vi
du 7). Ty 1& hép thu cao 1a do Lactobacillus plantarum K8 c6 tac dung nhu bao nang dé
ngan chin sy dit gdy cla saponin va van chuyén mot cach an toan saponin niy dén rudt.
Hon nita, duoc ky vong riang Lactobacillus plantarum K8 chira saponin thily phan dugc
hép thu mot cach chon loc boi dai thuc bao luu tri trong md trong rudt va sau dé di chuyén
dén mang mé lién két hoic hach lympho dé giai phéng saponin thiy phan vao méu (xem

Fig.5).

Dua vao lco ché nay, theo mét khia canh, sang ché dé xuét phuong phép tao ra vi
sinh vt ma trong dé aglycon hodc glycosit thity phan duoc tich tu trong té bao. Phuong
phap nay bao gdém viéc tich tu aglycon hodc glycosit thiy phén dugc chuyén hoa tir
glycosit trong vi sinh vét bang cach nudi cdy vi sinh vét biéu hién p-glycosidaza trong moi

truong chira glycosit hodc cho phan (mg véi chat phan (mg chira glycosit.

Vi sinh vat dugc st dung trong sang ché thé hién hoat tinh san sinh aglycon hoac
glycosit thiy phan. Cu thé 1a, vi sinh vét c¢6 kha nang chuyén hoa glycosit thanh dang
aglycon hodc glycosit thiy phan nhd hoat tinh cta p-glycosidaza. Trong diéu kién ky khi,
vi sinh vat c6 kha ning chuyén hoa cac dang glycosit genistin va diadzin thanh dang
aglycon genistein va diadzein. Trong trudong hop ly giai vi sinh vét, aglycon tich tu trong té

bao ¢6 thé dugc phat hién (xem Fig.1).

Vi sinh vat khong bi gidi han cu thé mién 14 vi sinh vat nay la vi sinh vat sdn sinh B-
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glycosidaza, nhung cé thé 1a mot hoic nhiéu vi sinh vat duge chon tir nhém gdm vi khuin
sinh axit lactic, lactococcus, corynebacterium, dugc thira nhan chung la an toan (generally
recognized as safe-GRAS), bifidus, ndm men, bacillus, aspergillus va clostridium. Vi
khuin sinh axit lactic ¢6 thé 13 mot hodc nhiéu vi sinh vét dwoc chon tir nhém gém L.
plantarum, L. sakei, L. rhamnosus GG, L. delbrueckii, L. acidophilus, L. johnsonii, L.

casei, L. gasseri, va Leuconostoc mesenteroid.

Céc tac gia ciia don sang ché nay da phan lap va nhan dang L. plantarum K8 ma san
sinh B-glycosidaza tir kimchi 1a thuc phdm lén men truyén théng ctia Han Qudc. PAu tién,
kimchi va nuée kimehi duoc pha lodng 10 1an theo bac bing céch sir dung nuéc mudi sinh
ly v6 tring va sau d6 dung dich khong pha loang va dung dich pha lodng dugc cAy trai trén
thach chon loc lactobacillus (thach LBS, Difco). Céc khuén lac xuit hién sau khi 0 2 dén 3
ngay & 37°C dugc phan 1ap mot 1an nita hoan toan sach theo loai va mau sdc. Tién hanh
nhudm Gram va quan sat dudi kinh hién vi cac khun lac phén 18p duoc va sau do chi cac
khuén lac gram duong va c6 hinh que dugc sang loc, va trong khi céc khuin lac nay dugc
nudi cdy trong mdi trudong MRS 1éng danh cho vi khuén lactobacillus (Difco) & pH 6,8 va
37°C trong 24 gid, cac khuén lac trong d6 pH ctia dung dich nudi cdy giam dén 4,5 hoic
thép hon duogc sang loc lai. Sau do, khi cac khuén lac nay dugc nuodi céy trong 2 gid trong
mdi truong MRS & pH 2,0 va sau d6 dugc nudi cdy trong 9 gid' & moi truong MRS ¢6 bd
sung 0,3% mat bo, cac ching lactobacillus khang axit va khang mat con séng dugc phan
1ap. Céc chiing phan 1dp dugc nhan dang nho thr nghiém sinh héa st dung kit API CHL
50 va xéac dinh trinh tur 16S rARN. Theo két qua nhén dang, xdc nhén rang cic ching nay
thudc loai Lactobacillus plantarum va cac ching nay dugc goi la “Lactobacillus

plantarum K8 (s6 nop luu: KCTC 10887BP).

Trong mot vi du khac nfta, vi sinh vat san sinh p-glycosidaza c6 thé 1a mot hodc
nhiéu vi sinh vat dugc chon tir nhém gém vi sinh vét dugc thtra nhan chung 1a an toan
(GRAS) gém, Bifidus, nam men, Bacillus licheniformis, S. thermophilus, L. casei,
Streptomyces sp., Bifidobacteria, Lactobacillus delbrueckii Rh2, Sporosarcina sp.,
Saccharomyces cerevisiae, Pyrococcus furiosus, Lactobacillus plantarum, Aspergillus

ochraceus, Lactobacillus delbrueckii Rh2, Pseudomonas sp., Aspergillus niger,
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Pseudomonas  fluorescens,  Bifidobacterium  adolescentis,  Aspergillus  sojae,
Cunninghamella blakesleeana, Bifidobacteria va Lactobacillus, Vi khuén sinh axit lactic,
Bifidobacterium  pseudocatenulatum, Penicillium  melinii, Eubacterium ramulus,
Clostridium  orbiscindens, Aspergillus awamori, Lactobacillus brevis, Aspergillus

parasiticus speare BGB, aspergillus aculeatus, va aspergillus niger.

Dé tao ra vi khudn sinh axit lactic chta isoflavon aglycon hozc saponin thily phén,
Lactobacillus plantarum K8 duoc nudi cdy trong moi truong cb bd sung chiét xuat dau
tuong hodc glycosit saponin va dugc ly giai bang cach st dung thiét bi vi héa léng, va sau
d6é Lactobacillus plantarum K8 dugc ly giai duge tdch phan doan béng cach phan doan
trong hé dung méi. Pi vdi viée phan doan trong EtOAc véi isoflavon hodc saponin thiy
phan, Lactobacillusplantarum K8 dugc chuan bi & ndng d6 2.000 ppm va sau d6 tién hanh
phén tich bing cach st dung LC-MS/MS. C6 thé xac nhén ring sau khi ly giai, ham lugng
daidzein va genistein la cac isoflavon aglycon va ham lugng ctia Rg3 1a saponin thuy phan

tang.

Lactobacillus plantarum K8 dugc ly giai bang cach st dung thiét bi nghién siéu am
hoic thiét bi vi hda 16ng va dugc lam kho lanh dé tao ra dich ly giai cua ‘Lactobacillus
plantarum K8-LTA’. Cu thé 13, budc (a) c6 thé bao gdm cac budc nudi cdy tinh dé hoat
hoa vi khuén, nudi cdy lic, va nudi cdy co nap liéu theo thtr tu. Trong trudng hop nay, vi
sinh vat ¢6 thé dugc nudi cdy tinh trong 12 gid & 37°C va nudi cdy lic trong diéu kién 6
vong/phut trong 12 gio & 37°C. Mdi truong (vi du, mdi truong MRS) bao gdm ngudn

cacbon, ngudn nito, vitamin va chat khoang c6 thé dugc st dung d€ nudi cay vi sinh vat.

Trong mdt sb trudong hop, trude bude (a), con ¢6 thé bao gdm thém bude xir 1y so
bd thuc vat chua glycosit b?lng proteaza. Proteaza cd thé 1a mét hodc nhiéu enzym dugc
chon tor nhom gém vi dy, promod, alkalaza, neutraza, va papain.

Cu thé, cac quy trinh diéu ché chi tiét dugc md ta trong ‘Bang quy trinh diéu ché’
va bang 1 sau day.

Bang quy trinh didu ché. Quy trinh diéu ché bang binh phan Gmg quay vong mang té
bao (Membrane Cell-recycling Reactor - MCR)
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1) Khir tring duong 6ng 1én men: Pudng chiy vao 6ng 1én men dugc khir tring
bang hoi nudc.

2) Khir trung ddng thoi binh 1én men va binh nap liéu: Binh 1én men va binh nap
lieu duoc khit trung trong 15 dén 20 phut trong diéu kién 121+1°C va 1,2 dén 1,5 kgf/em®
bing cach bom dong hoi nuée vao binh nho st dung voi phun, thiét bi iy mau, va dong
hoi nuéc dudi.

3) Can nguyén lugng thd va khtr trung mdi truong: Céc nguyén liéu thd cia moi
trudng nudi cdy 1an luot dugce cén chinh xac theo chuan cua san phim, va sau d6 bom vao
ca binh Ién men va binh nap li€¢u va khu trung theo diéu kién 2) sau khi diéu chinh luong

theo dung tich.
4) Lam mat: Tién hanh 1am mat dén nhiét do 37°C sau khi khir tring.

5) Hoat héa vi khuin gidng: Lactobacillus déng bing duge lam tan bing nhanh
chong trong bé 6n nhiét 37°C va sau d6 duoc nudi cdy trong mdi trudng nudi cdy vo trung

1,5 L va nudi cdy tinh trong 12 gid.

6) Nudi cdy chinh: Vi khuan giéng duoc pha lodng véi tjf 16 1/100 duoc nudi cdy

trong 30L mdi trudng nudi cdy chinh v tring.

7) Nudi cdy c6 nap lidu: Cac diéu kién nudi cdy dugc kiém tra thuong xuyén dé
dugc duy tri tai moi thoti diém. Khi tri sb mat do quang (OD) dat dén tri s6 dinh trude, loai
b6 moéi trudng st dung bing cach ludn chuyén mang va bom méi trudng méi vao binh nap
lidu bang lugng dugc thio ra. TE bao vi khuan duoc nudi cdy bang cach lién tuc loai bo va

bom vao mot lugng moi truong khodng 200 L.

8) Diéu chinh ndng do: Puong dng dan luu dugc khir tring bang hoi nude trong 30
phut, va sau d6 dung dich chay qua duong ng din luu va duge ly tim, pha lodng véi mot
luong thich hop clia nude cat tham thau nguge dé diéu chinh ndng do.

9) Thu hoi té bao sdng va déng goéi san phdm hodc ly giai té bao vi khuin: Té bao vi
khuan dugc didu chinh ndng d6 duoc ly giai bang thiét bi vi hoa 16ng.

10) Khtr tring: Té bao vi khudn ly giai dugc gitt trong 30 phat & 80°C va dung dich

mdi truong dugce khir trung va lam lanh lan nita. Theo mot muc dich, c6 thé khong bao
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11) Thu hdi va déng g6i té bao vi khudn: Dung dich duge lam mat duge chira va

dong goi trong chai polyetylen (PE) bing céach sir dung dudong éng dan luu vao binh.

Bang 1. Quy trinh diéu ché

(1) Quy trinh diu ché

Hoat héa vi khuan gidng

v
Nubi cay chinh
v
Nudi céy co nap liéu
Vv
Ly tam/rta/pha loang
v
Ly giai té bao
N7
Khtr tring
v
bong kho
v
(San pham)

Dong goi sdn pham

(2) Quy trinh cu thé va cac chit bd tro

MBobi trudng nudi cdy vo tring 10mL*2, nudi cdy tinh &
37°C trong 12 gi®

Bom 30L mdi truong vo trung, nudi ciy & 37°C, trong 12
gi0, ¢ diéu kién lac 6 vong/phut

Loai bo mdi da st dung va bom méi truong vo tring méi
vao

Ly tam, rira va pha lodng véi nudce cat tham thau ngugce
Nghién vi sinh vét st dung thict bi vi héa 1dng hodc may
siéu am

80°C, 30 phut

Déng goi bang polyetylen (PE)

Theo mdt vi du khac, vi sinh vat dugc nudi cay va sau dé6 dugce t trong mdi trudong,

va chuyén vao moi truong toi thiéu chira glycosit, va c¢6 thé duge nudi cay bd sung trong 1

dén 36 gio, vi du, 4 dén 24 gio. Theo vi du 6 cia sang che, néu vi sinh vat duge nudi cay

bang cach st dung moi trudng tbi thiéu chira glycosit, x4c nhan ring su tich tu aglycon

hoidc glycosit thity phén trong té bao ¢o thé ting so véi nhom ddi chimg trong d6 luong té

bao twong tu duoc nudi cdy trong mai trudng MRS chira glycosit saponin.

Trong mot vi du, glycosit c6 thé c6 ngudn gbe tir mdt trong sb loai duge chon tir
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nhom gdm nhén sdm, nhdn sdm dai, ddu tuong, dang sdim codonopsis lanceolata, ki€u

mach, hoa chudng, rau mui tdy nudc, ddu xanh, téi, hanh, bach qua, va sin day.

Glycosit ¢6 thé 1a isoflavon glycosit, saponin glycosit, phenol glycosit (phenol),
xynophore glycosit (nitril glycosit), antraquinon glycosit, glycosit tro' tim, glycosit tir cay
14 ddng (amara), comarin glycosit (comarin), sulfua glycosit (rioglycosit va luu huynh),
hodc flavonoit glycosit (flavonoit). Vi du, phuong phéap theo sang ché ¢6 thé chuyén hoa
mdt hodc nhiéu glycosit dugc chon tr nhém gém daidzin, genistin, glyxitin, saponin,
proxyanidin, naringenin, querxetin, rutinoza, hesparidin, baicalin, wogonosit, mogrosit V,
amygdalin, va 3-phenyl comarin thanh mot hodc nhidu glycosit thiiy phan dugc chon tir
nhom gdm genistein, daidzein, glyxitein, saponin thiiy phén, axit 3,4-Hydroxyphenylactic,
4-HPA, axit m-coumaric, axit p-coumaric, O-beta-D-glucuroniode, stilbenoit, rutin,
querxetin, hesparetin, baicalein, wogonin, mogrosit IIIE, mendelonitril, benzaldehyt, va

hop chat ¢c6 ngudn goc tir comarin.

Aglycon hoic glycosit thity phan duge tao ra bing phwong phap didu ché nay co thé
dugc tich tu trong té bao. Dua vao diéu nay, khia canh khac cta séng ché dé xuét vi sinh
vét hoac dich ly giai ctia chung ma trong dé aglycon hodc glycosit thity phan dugc tao ra
bing phuong phéap diéu ché nay dugc tich tu trong té bao. Xac nhan rang ndng do ctia
aglycon hodc glycosit thiy phan dugc tich tu trong té bao cao gip hai lin ndng do cta

aglycon hodc glycosit thily phén trong moi trudng nudi cdy vi khuén.

Dich ly giai ¢6 thé duge diéu ché bang cach st dung phuong phap vat Iy. Vi du, vi
sinh vat c6 thé duoc ly giai 4 dén 9 14n bang cach st dung may nghién bi, may ép, méy
nghién siéu am, hogc thiét bi vi hoa long va sau do dugc dong kho va tao bot. Néu can, té
bao vi khuin duoc ly giai duoc giit trong 30 phat & 80°C va dung dich mdi trudng c6 thé

dugc khur trung va lam lanh 1an nita.

Theo mot khia canh khac nira, sdng ché dé& xuét ché phém chira vi sinh vat hoac
dich ly gidi ciia chuing.

Vi sinh vt hodc dich ly giai ctia chung c6 thé dugc st dung lam ché phdm chéng
oxi hoa, ché phdm diéu hoa dudng rudt, ché phdm nguyén liéu thé dung cho m§ pham, va

ché phém loi khudn. Cu thé 14, vi sinh vat hodc dich ly gii cua ching c6 thé duoc str dung
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lam ché phdm thic an, ché phdm dé bd sung vao thuc phdm, va san phdm lén men khac.
Céc phan doan thanh té bao ly giai cta vi sinh vat hogc dich ly gidi cta chung theo sang
ché, cac vi khuén séng, vi khudn chét, vi khuan khé, hodc dich nudi céy ¢6 thé duge bao
gém dudi dang thanh phén hoat tinh, va ta dugc hoac chét mang cling co thé duoc bao

gom thém.

Dich nudi cdy bao gdm chinh dung dich nudi cdy duge nuodi cdy trong mdi trudng
16ng, dich loc (dich ndi ly tam) thu duoc bang cach loc hodc ly tim dung dich nuoi cay dé
loai bé ching, va dich ly giai té bao thu dugc bang cach siéu 4m hodc xtr ly bang lysozym
dung dich nuéi cdy. Ham luong cia vi sinh vat hodc dich ly gii cua ching trong ché phdm

theo sang ché c6 thé thay ddi tiy thudc vao viée sir dung va dang bao ché cta ché pham.

Ché phim theo sang ché c6 thé dugc diu ché va str dung theo cic dang bao ché va
phuong phap khac nhau. Vi du, vi sinh vat hodc dich ly giai cta chiing hodc dich nudi chy
duoc két hop v6i chat mang hodc chat tao hwong ma thuong duge sir dung trong linh vuc
duoc phém va sau d6 ¢6 thé dugc didu ché va sir dung ¢ cdc dang nhu vién nén, vién ngam
dep, vién nang, con ngot, Xi-ro, thudc bot, hdn dich, hodc cdm. Chét mang, chét lién két,
chét 1am tron, chét gay ra, ta dugc, chét hoa tan, chét phén tan, chét 6n dinh, tic nhan tao
huyén phu, va chét tuong tu cé thé dugc str dung. Phuong phap st dung c6 thé st dung
phuong phap qua duong miéng, ngoai duong tiéu hoa hodc phuong phéap dip vao, va lidu
dung cé thé dugc lua chon phu hop theo su hép thu, ty 1€ mét hoat tinh, va tbc do bai tiét
cta céc thanh phdn hoat tinh trong co thé, va do tudi, giéi tinh va tinh trang, va yéu tb
twong tu ctia ngudi cin sir dung. THt hon, ché pham cé thé duoc dung véi liéu c6 hidu qua
la 10 mg/ngay, va trong trudong hop ché phim loi khudn, sé luong té bao sdng trong ché
phém c6 thé 1a 10* dén 10'° CFU/ngay.

Ché phidm chéng oxi hoa c¢6 thé dugc sir dung dé loai bo oxy hoat tinh, va ché pham
diéu hoa duong rudt hoic ché pham loi khuén thiic day su hip thu bén trong ctia isoflavon
dé ngan ngira hodc cai thién chung rdi loan tidu hoa hoic tidu chéy.

Hon nita, ché phdm thirc dn c6 thé duoc diéu ché & cac dang nhu thirc dn 1én men,
thure an phéi tron, dang vién, u xilo, va dang tuong tu. Thuc an [én men c6 thé duoc diéu

ché bing cach 1én men nguyén liéu hitu co bang cach bd sung vi sinh vat hodc dich ly giai
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ctia chung theo sang ché va nhiéu loai vi sinh vét hogc enzym khac da biét, va thirc an phdi
tron co thé dugc diéu ché béng cach tron nhiéu loai thuc an thong thuong va vi khuén sinh
axit lactic theo sang ché. Thirc an dang vién c6 thé dugc didu ché bing cach bao ché thirc
an 1én men hoic thie an phéi tron bing may tao vién va u xild ¢6 thé dugc didu ché biang

cach 1én men thirc dn song bang vi khuan sinh axit lactic theo sang ché.

Hon nita, vi sinh vat hoac dich ly giai cia ching hodc dich nudi cay cua chung co
thé dugc s dung lam cac chat bd trg thuc pham cho thirc @n nhu thirc an cho tré em,

kimchi, d0 udng, sdn pham tur sfta, va san pham tuong tu.
Hon nita, sang ché dé xuat thyc pham chira vi sinh vét hoac dich ly giai ca chung.

Vi sinh vat hodc dich ly giai ciia chung theo sang ché hodc dich nudi ciy ciia chiing
6 thé dugc st dung lam ché phém my phém, va cu thé 13, ¢6 thé duogc st dung cho nhiéu
muc dich st dung khac nhau nhu m§ phdm co ban, my phidm, m§ phim cho téc, m§ phdm

lam trdng da, m§ phdm chdng nhan, va m§ phdm chéng 3o hoa.

Ngoai ra, sang ché dé xuat ché pham de cai thién chirc nang cta da chira vi sinh vét
hodc dich ly giai ctia ching. Viéc cai thién chirc nang da cé thé chi cai thién chure nang gitr

am cla da, mau sac da, dd dan hoi cta da, nép nhan hodc do san chéac 16p ha bi.

Hon nita, vi sinh vat hodc dich ly giai ctia chung theo sang ché ¢6 thé duogc st dung
lam nguyén lidu khoi dau dé diéu ché san phidm 1én men. San phim 1én men bao gdm san
pham thit 1én men nhu gidm béng va xvc xich, sin phdm thuc phim tho 1én men, san phim
stra 1én men, nudc dau tuong lén men, kimchi, va san phém tuong tu. San phém lén men
c6 thé duge didu ché theo cac phuong phap théng thuong da biét trong linh vuc nay. Vi du,
san phém thuc phém tho 1én men c6 thé dugc didu ché b%mg cach tron vi sinh vat hoac dich
ly giai cia chiing vdi bot ngli cde nhu gao luc va i di, bot rau, va bot ndm hoac dugc diéu
ché béng cach Ién men bot ngli cbe vai vi sinh vat hodc dich ly giéi ctia chung hodc hai dén
nam loai vi khuén sinh axit lactic hdn hop chua vi sinh vat hodc dich ly gidi cda ching &
nhiét do thich hop va sau do6 trdn mdt cach phu hop bot rau va bot ndm dé c6 can béng
dinh dudng va vi ngon tuyét voi. Hon nita, sin phdm sita 1én men c6 thé duoc diéu ché
bang cach 1én men sita tho hodc bot siia tach kem bang vi khudn sinh axit lactic theo sang

ché hodc hai dén nam loai vi khuén sinh axit lactic hdn hop chira ching & nhiét do thich
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hop, va nude diu tuong 1én men cé theé dugce diéu ché bang cich 1én men nudc diu tuong
biang vi khuan sinh axit lactic theo sang ché hodc hai dén nam loai vi khuan sinh axit lactic

hdn hop chita chiing & nhiét do thich hop.

Sau day, sang ché s& dugc mé ta chi tiét hon bang cac vi du. Tuy nhién, céc vi du
sau ddy chi nhidm minh hoa sang ché, va néi dung cua sang ché khong bi gi6i han & cac vi
du sau day.
Vi du thie hién sang ché
Vi du 1: Thtr nghiém xac dinh dac tinh sinh hoa cua Lactobacillus plantarum K8

Pé danh gia hoat tinh chéng oxi hoa cua Lactobacillus plantarum K8 phan 1ap va
nhan dang tir kimchi 12 mot thirc n 1én men truyén théng cua Han Qudc, tién hanh thir
nghiém API (Biomerieux, Phap). Céac dédc tinh sinh héa va d kha dung dudng cua vi

khuan sinh axit lactic dugc néu trong bang 2 va bang 3 dudi day.

Bang 2. Cac dac tinh cta Lactobacillusplantarum k8

Pic tinh Két qua
Loai vi khuan Loai que
Nhiét do sinh trudng toi vu 37°C
Chuyén dong Khong
Nhudm Gram +
Hoat tinh v6i Catalaza -
Anh hudng cta oxy Ky khi bit budc
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Bang 3. D6 kha dung duong cta Lactobacillus plantarum k8

Két qua Két qua Két qua
Muc khao Muc khao
24 | 48 24 | 48 | Muc khdosat | 24 | 48
sat . N sat N i N N
gio | gio gio | gio gio | gior
Déi chimng - - | Inosiltol - - | D-melezitoza + +
Glyxerol - - | D-manitol + + | D-rafinoza - -
Erytritol - - | D-sorbitol + + | Amidon - -
D-arabinoza - - | MDM - - | Glycogen - -
L-arabinoza  + + | MDG - - | Xylitol - -
D-riboza + + | NAG + + | Gentiobioza - -
D-xyloza - - | Amygdalin - ? | D-turanoza + +
L-xyloza - - | Arbutin + + | D-lyxoza - -
D-adonitol - - |ESC - - | D-tagatoza - -
MDX - - | Salixin + + | D-fucoza - -
D-galactoza  + + | D-xelobioza - - | L-fucoza - -
D-glucoza + + | D-maltoza + + | D-arabitol - ?
D-fructoza + + | D-lactoza + + | L-arabitol - -
D-manoza + + | D-melibioza - + | GNT + +
DL-sorboza - - | D-sacaroza + + | 2KG - -
L-rhamnoza - - | D-trehaloza  + + | 5SKG - ?
Dulxitol - - | Insulin - -
* Cac chit viét tit: MDX, Metyl-pD-xylopyranosit; MDM, Metyl-aD-

manopyranosit; MDG, Metyl-aD-glucopyranosit; NAG, N-axetylglucosamin; ESC,
Esculin sét (IIT) xitrat; GNT, kali gluconat; 2KG, kali 2-ketogluconat; 5KG, kali 5-

ketogluconat.

* Trong phép do 24 gio, thé hién am tinh, nhung trong phép do 48 gid, khi mau sic

hoi thay ddi, thé hién bang dau <?°.

Vidu 2: Sy san sinh aglycon cua Lactobacillus plantarum K8
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Lactobacillus plantarum k8 dugc nudi cdy trong méi trudng cé bd sung chiét xuét
dau tuong va duogc ly giai béng cach str dung thiét bi vi héa long, va sau d6 Lactobacillus
plantarum K8 ly giai duge phan doan bang hé dung moi phan doan. Véi phan doan EtOAc
chtra isoflavon, mau dich ly gidi Lactobacillus plantarum K8 dugc didu ché ¢ ndng do
2000ppm va sau d6 tién hanh phan tich bang cach st dung LC-MS/MS. Két qua la, xdc
nhén ring trong trudong hop nguyén liéu tho 1a diu twong, ham lugng cua daidzin va
genistin 1a cac isoflavon glycosit cao, trong khi d6 sau khi nuoi cly voi Lactobacillus
plantarum K8, ham lugng daidzein va genistein la cdc isoflavon aglycon tidng. Trai lai,
ham lugng cac isoflavon glycosit gidm trong modi truong sau khi nuoi cdy véi
Lactobacillus plantarum K8 (xem Fig.1). Trude khi Lactobacillus plantarum K8 theo sdng
ché dugc nudi cdy, trong trudng hop bao gdm qua trinh xi 1y so b 1a khudy trong 8 gid &
60°C bang cach bd sung 1 mL/L alkalaza, 1 mL/L neutraza va 0,2 g/L papain, ty 1€ tich tu
trong té bao sau khi chuyén hoa thanh aglycon ting khoang 10% (bang 4).

Bang 4. Ty 1é tich tu trong t& bao sau khi chuyén hoa thanh aglycon bing cach xir ly

so bd bang enzym

Daidzein (ng/mL) | Genistein (ng/mL)

Khong xtr ly bing enzym* 8.672,46 18.286,58

Xt 1y so b bang enzym 9.539,24 20.115,24

Vi du 3: Banh gia hoat tinh san sinh aglycon

Pé xac dinh kha niang chuyén hoa isoflavon aglycon ctia vi khuan sinh axit lactic va
kha ning tich tu cua isoflavon aglycon trong té bao, L. delbrueckii, L. rhamnosus GG, L.
plantarum K8, va L. sakei dwoc nudi cdy trong méi truong nudi cdy chira chiét xuat dau
turong va dugce nudi cy trong 12 gid & 37°C, va sau do té bao dugc ly giai bang cich st
dung thiét bi vi hoa 16ng. Trong té bao ly giai, do ham lugng isoflavon bang LC/MS-MS
va thé hién trén Fig.2. Két qua 13, cac aglycon gdm daidzein va genistein dugc tim thdy & 4
loai lactobacillus (xem Fig.2). Két qua nay c6 nghia 1a isoflavon glycosit c6 thé dugc
chuyén hoéa sinh hoc thanh isoflavon aglycon boi tit ca cac loai lactobacillus hodc vi sinh
vét tiét p-glycosidaza, va hon nira, két qua nay thé hién ring isoflavon aglycon dugc

chuyén hoa co thé duge tich tu trong té bao.
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Vi du 4: Hoat tinh san sinh isoflavon aglycon ddi vdi moi qua trinh cua vi khuan sinh axit

lactic

Tién hanh cac thir nghiém dé do ham lugng isoflavon trong qué trinh san sinh cia
dich ly giai vi khudn sinh axit lactic. L. rhamnosus GG, L. delbrueckii, va L. plantarum K8
duoc nudi cdy trong mdi trudong nudi cay chira chiét xuit dau twong trong 12 gio & 37°C va
sau d6 duogc rira ba lan bang cach st dung nudc tiét tring. Ham luong isoflavon ctia nuée
rtra va dich ly gii lactobacillus duoc do 14n lugt bang cach str dung LC/MS-MS. Két qua
13, isoflavon glycosit dugc phat hién tir nudce rira 1an ba va dich ly giai lactobacillus. Trong
khi dé, trong truong hop isoflavon aglycon, mdt lugng nho dugce phat hién tr nude rira va
isoflavon aglycon dugc phat hién tir dich ly giai lactobacillus véi ham lugng cao (xem
Fig.3). Trong mdt thir nghiém khéc, ham lugng cta glycosit va isoflavon aglycon do dugc
trong moi trudng nudi cdy Lactobacillus plantarum K8, dich ndi nudi cdy (sup.), nude ria
lan 1, 1an 2 va 1an 3, dich ly giai, dich ndi ly giai (sup.), va chat lang ly giai (ppt.). Két qua
1a, d3 xdc nhén ring trong dich ly giai, dich ndi ly giai, va chét lang ly giai, ham luong
isoflavon, cu thé 14, isoflavon aglycon ting muc dd 16n (xem bang 5). Trong két qua,
isoflavon aglycon c6 thé khong duoc tao dém trén bé mait cua vi khuédn sinh axit lactic
hodc duoc tao ra boi dung dich nudi cdy du, va do do6, két qua nay cé nghia la isoflavon

aglycon dugc tich tu trong vi khuan sinh axit lactic.

Bang 5. So sanh lugng isoflavon aglycon theo quy trinh diéu ché

g Ten daidzin cenistin(ng/mL) daidzein genistein
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
1 Moi 3.689.,6 2.385,1 4.394,1 1.857,2
| truong
2 | Dich noi 398,3 372,3 1.139,2 1.796,8
nudi cy
3 | Nudcerta N.D.* 2.431,7 3.163,1 1.588,3
lan 1
4 | Nudc ria N.D. 673,2 6.552,7 8.727,3
lan 2
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5 | Nudc rura N.D. 1.800,0 6.638,2 4.601,0
lan 3

6 Dich ly N.D. N.D. 36.545,1 101.626,4

giai

7 | Dich nbi 3.823 1.2276,5 12.272,1 8.785,7
ly giai

8 Dich ly N.D. 291,1 37.907,4 72.453,7

giai ppt.

*N.D.: khong xac dinh
Vi du 5: Chuyén héa saponin bing vi khuan sinh axit lactic

Pé x4c dinh su chuyén hoa ctia saponin trong nhan sdm thanh saponin thity phan va
su tich tu trong té bao, Lactobacillus plantarum K8 duge nudi chy trong dung dich nuoi
cly c6 bd sung chiét xudt nhan sdm va sau d6 Lactobacillus plantarum K8 duge ly giai
bang cach st dung thiét bi vi hoa long. Sau khi ly giai, hop chét ginsenosit dugc ly gidi
bing LC/MS-MS. Két qua 1a, xdc nhan ring Lactobacillus plantarum K8 hép thu
ginsenosit v&i cuing ham luong nhu két qua cia isoflavon (xem Fig.4, so sanh céc tri sb
dién tich clia nudce rira va dich ly giai). Cu thé 13, cac dinh khong duge thé hién trong nude
rtra va chiét xuét nhan sam duoc thé hién trong dich ly giai vi khuan sinh axit lactic, va c6
thé thdy ring cdc dinh duoc bién dbi nho enzym ctia vi khudn sinh axit lactic (xem Fig.4,
duoc thé hién bing hop nét chdm chidm). Piém mau chét cla sﬁ: chuyén héa ginsenosit 1a
su chuyén hoa cua ginsenosit ¢6 lugng 16n va hoat tinh thip thanh ginsenosit gdm Rg3,
Re, va F2 ¢6 lugng nho, nhung c6 hoat tinh tuyét voi. Trong két qué thtr nghiém, c6 thé
xdc nhén ring ginsenosit duoc chuyén héa thanh Rg3, 1a loai saponin cao cdp nho

Lactobacillus plantarum KS8.
Vi du 6: Tang su tich tu ndi bao saponin thity phan bang cach st dung mai trudng td1 thiéu

Lactobacillus plantarum K8 dugc nudi cdy trong 5 mL mdi truong MRS va sau dé
dugc nudi cdy tinh trong 24 gio & 37°C va chuyén vao 50 mL mdi truong MRS va duogc
nudi cdy thém trong 12 gid. Chuyén té bao nudi cdy vao 1L mdi truong MRS va nudi cy

trong 15 gio, va sau do rira véi PBS ba lan. T¢€ bao sau rua dugc nudi cay trong 1L mo1
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truong t6i thiéu M9 chira saponin glycosit va moi truong MRS chira saponin glycosit v&
lysozym (0,5g/L) v6i s6 luong twong tu va sau d6 dugc nudi cdy tinh trong 6 gid. Theo
mot thtr nghiém khac nita, té bao duoc chuyén vao méi truong MRS chira saponin glycosit
va dugc nudi cdy trong 6 gid & 42°C. Lam nhém déi chimg, luong tuong tu té bao dugc
nudi cdy trong moi truong MRS chira saponin glycosit trong 6 gio. Té bao nudi cdy dugc
rira va sau d6 dugc ly giai bang cach sir dung thiét bi vi hoa léng, va hop chit ginsenosit
duoc phén tich bing LC/MS-MS. Trong truong hop té bao sir dung mdi trudong téi thiéu
M9, hop chét saponin thity phan cao hon 3,84 14n hodc nhiéu hon hop chét cia nhém d6i

chirng (xem bang 6).

Bang 6. So sanh lugng saponin thiy phan phéat hién dugce tuy thudc vao céac didu

kién nuéi cdy Lactobacillus plantarum K8

Dién tich téng | BuOH fr. (mg) | Ty Ié tuong d6i
MRS (lysozym) 7545 0,6 0,32
MRS (sbc nhiét) N.D. 5,6 -
MBoi truong tdi thiéu (M9) 40762 12,4 mg 3,84
MRS 17779 7,4 mg 1

Vi du 7: Phat hién ginsenosit tr mau ctia chuot

Po ham luong ginsenosit trong méau duoc phan 1ap tir chudt hap thu chiét xuit nhan
sam va Lactobacillus plantarum K8 chira saponin thuy phan chirc ndng trong 3 ngay.
Trong truong hop chiét xudt nhan sam, luong ginsenosit duge hip thu 1a khoang 150ng
trong s6 1.085.630ng tong luong an vao. Trong khi do, lugng chiét xuit nhan sdm duoc in
vao bdi Lactobacillus plantarum K8 chira saponin thiy phén 1a 11.653ng va ham lugng
ginsenosit tong duoc phat hién tir mau 1a khoang 2160ng (xem Fig.6). Khi chuyén d6i ham
luong ndy theo ty 18 phén trim, trong trudong hop chiét xuit nhan sdm, thé hién ty 18 hap
thu 14 0,014%, nhung ty 1& hip thu cta ginsenosit boi Lactobacillus plantarum K8 chira

saponin thuy phan dat khoang 20% (xem Fig.7).

Cu thé 13, & cac con chudt an Lactobacillus plantarum K8 chita saponin thily phén,

-21-



30923

lugng 16n-hon cda ginsenosit F2 va Rg3 duoc hip thu, va biét rang F2 va Rg3 c6 chic

ning tuyét voi nhat ngay ca trong ginsenosit.

Mic du mot lugng 16n chiét xuit nhan sdm dugc an vao, khong ¢ y nghia 16n &
luong an vao do ty 1& hip thu thip. Trong khi d6, trong truong hop Lactobacillus
plantarum K8 chura saponin thuy phan, ty 1€ hép thu cao hon khoang 1300 lan hoic cao
hon ty 1& hap thu trong truong hop an truc tiép chiét xudt nhan sim. C6 nghia 13, khi an
true tiép 100g chiét xudt nhan sdm, 99% hoic cao hon lugng 4n vao nay khong dugc hép
thu ma duoc thai ra, ma 20g Lactobacillus plantarum K8 chira saponin thiy phan cé thé
duoc hdp thu. Két qua nay c6 nghia 1a ginsenosit c6 khéi lwong phéan tir thip trong
Lactobacillus plantarum K8 chira saponin thiy phan dugc bdo vé mot cach tu nhién boi vi

khuan sinh axit lactic trong qu4 trinh tiéu héa cua chudt.
Vi du 8: Su tich tu ndi bao ctia saponin thuy phan nho st dung ndm men

Saccharomyces cerevisiae dugc nudi cdy trong SmL mdi truong YPD va dugc nudi
cdy lac trong 24 gid & 37°C, va sau do dugc chuyén vao 500mL moéi truong YPD c¢6 bd
sung chiét xudt nhan sdm (1 g/L) va sau d6 duoc nudi cdy thém trong 12 gid. Sau khi ly
tam, dich néi duge lam lanh riéng va cin lang duoc rira 3 lin bang nudc cit vo tring. Nim
men sau khi rira dugc ly giai ba lan bang cach str dung thiét bi vi hoa long va sau d6 hop
chét saponin thuy phan dugc phan tich bang LC/MS-MS. Trong thtt nghiém nay, tong sb
sdu nhom mau duoc chudn bi dé phan tich duoc chia thanh dich ndi sau khi nudi cay (1),
nuge ria 1 1an (2), nude ria 2 1an (3), nude riva 3 1an (4), trude khi ky gidi (5), va sau khi

ly giai (6). Két qua thu duoc duoc thé hién trong bang 7 dudi day.

Bang 7. Tao ra Saccharomyces cerevisiae chlra saponin thiy phin

Mau Saponin thtily phén (ng/mL)
MBbi trudng nudi cay (1) 675
Nude rira lan 1 (2) 175
Nudc rira 1an 2 (3) 165
Nudc rira 1an 3 (4) 245
Trudce khi ky gidi (5) 45
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Sau khi ly giai (6) 1.222

Vi du 9: Két qua thtr nghiém 1dm sang trén keo chita dich ly gidi Lactobacillus plantarum
K8

Pé danh gia hiéu qua lam am da ngudi va cai thién mau sk da dbi voi dich ly giai
Lactobacillus plantarum K8 (Lactobacillus plantarum K8-LTA), tién hanh céc thir nghiém
1dm sang. Nghién ctru nay dugc thuc hién dua trén ndi dung y€u cau cia khach hang va
huéng dan thit nghiép 4p dung trén nguoi (duge thiét 1ap béi Cuc Thuc phdm va Duoc
phim Han Qudc - Korea Food and Drug Administration vao thdng 12 nam 2011), tht
nghiém 4p dung trén ngudi cia thuc pham churc nang ¢6 loi cho strc khoe (Cuc Thue phim
va Duoc phdm Han Qudc, vao thang 12 nim 2008) va huéng dan thuc hanh 1am sang tot
(guideline for good clinical practice-GCP), va thu duoc su phé duyét cia Hoi dong danh
gid nghién cru 1dm sang cua truong Pai hoc Hyung Hee - Clinical Study Deliberation

Committee of Kyung Hee University (Nghién ctru s6 KHUSBC 2012-011).

41 Déi twong 1a nit ¢6 do tudi tir 25 dén 60, 14 ngudi c6 da khd va mau sic da bit
dau xin hodc da xin dugc chon lua va khi déi, dugc cho n san phém (bang 27) véi lidu 2
vién nén vao budi sang va 2 vién nén vao budi téi. San pham thir nghiém (keo chitra 2,1%
Lactobacillus plantarum K8-LTA) va san pham d6i chimg (keo khdong chta 2,1%
Lactobacillus plantarum K8-LTA) dugc phin bd mu dbi ngdu nhién cho céc d6i tuong
duoc chon va dugc cho dung trong 8 tudn, va sau do, tai cac thoi diém tuong ung trude khi
st dung san phdm th nghiém, trong 4 tuan sau khi st dung, va trong 8 tudn sau khi sir
dung, danh gia tdc dung cai thién da béng cach thuc hién danh gid quan sat mau sic da, dd
4m cua da, luong da chét, TEWL, mau sic da (tri sb L*) va danh gia béng ban diéu tra,
danh gid tinh an toan, khao sat ché do an va khao sat can ning (bao gdm BMI). Ngoai ra,
trude khi ding san phdm va trong 8 tuin sau khi dung san phdm, tién hanh phén tich méu.
Xéc nhin ring keo bao gdm Lactobacillus plantarum K8-LTA chtra isoflavon aglycon

bang phan tich LC/MS-MS.
1. Két qua danh gia bang mat

So véi trude khi sit dung sdn pham, mau sac da (d0 sang) dugc cai thién dang ké
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(giam) c6 y nghia thong ké & ca nhom doi chiing va nhém thtr nghiém trong 4 tuan va 8
tuan sau khi dung san pham. So sdnh gitta cdic nhom, 4 tuan va 8 tuan sau khi dung san

phim, khong c6 su khac biét dang ké c¢6 ¥ nghia thdng ké gitta cac nhém nay (p<0,05).
2. Danh gia bang thiét bi
2-1. Luong 4m clia da

So sanh véi trude khi dung san phdm, 4 tudn sau khi dung sin phim, d6 4m ciia da
trén mat va cing tay tang dang ké c6 y nghia théng ké & ca hai nhom thit nghiém, va 8 tuan
sau khi dung san pham, d6 4m cia da & mit ting dang ké c6 y nghia théng ké & ca nhém
thir nghiém va nhom ddi chung, va do 4m cia da & céng tay ting dang ké c6 y nghia théng
ké & nhom thtr nghiém. So sanh gitta cac nhom, 4 tun va 8 tudn sau khi ding san phim &
mat va 4 tudn sau khi ding san phdm & cang tay, khi so sanh v6i nhém d6i ching, & nhém

thir nghiém, d6 4m cua da ting dang ké c6 y nghia théng ké (p<0,05) (bang 8).

Bang 8. Su thay doi ve lugng am gitra cdc nhom

Vitri | S6tudn|  Nhom A Trung binh + S.D. (A.U) tri s& pt
Déi chimg 0,64 + 0,48 0,000%**A
* Thir nghiém 6,47+ 1,14 0,000%**A
Mt :
Doi chiing 2,39+0,61 0,007**
i Thir nghiém 8,10+ 1,86 0,007%**
Déi chimg 0,49 + 0,44 0,030%
Céng ) Thtr nghiém 2,22+0,62 0,030*
tay Pbi ching 1,35+ 1,04 0,068"
° Thtr nghiém 4,14 £ 0,84 0,068

T tri sb p: Kiém dinh t doc 1ap (*p<0,05, **p<0,01,***p<0,001)
ftri s p: Thir nghiém Mann-Whitney
2-2. Su mét nude xuyén biéu bi (Transepidermal water loss - TEWL)

So sanh véi trude khi dung san pham, 8§ tuan sau khi dung san pham, & mdt va cang
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tay, TEWL giam dang ké c6 y nghia thong ké & ca hai nhém thir nghiém. So sanh gifta cac
nhom, 8 tuin sau khi ding san phdm, & cang tay, TEWL giam déng ké c6 y nghia théng ké

& nhom thr nghiém khi so sdnh v§1 nhom dbi chimg (p<0,05) (bang 9).

Bang 9. So sanh sy mat nudc xuyén bicu bi gifta cdc nhom

A Trung binh £ S.D.
Vitri |  Nhom S6 tudn ) tri s6 pt IE°(%)
(g/mh)

0 13,02 + 2,15 - -
Péi ching 4 13,21 £2,12 0,392 A146
8 12,76 + 2,08 0,330 V1,20

Mit .
0 12,98 + 1,83 . ]
Tha
4 12,90 + 2,05 0,837 ¥0,62
nghiém

8 11,93 + 1,62 0,008%** ¥ 8,09

0 6,89 + 1,16 - -
Déi ching 4 6,90 + 1,16 0,936 A0,15
Cing 8 6,61 + 1,31 0,187 V4,06

tay 0 7,56 + 1,04 - -

Thu
4 7,35+ 1,35 0,303 V2,78
nghiém '

8 6,50 = 1,33 0,002%*~ | V14,02

T tri sb p: Kiém dinh t theo cap (*p<0,05, **p<0,01,***p<0,001)
Ttri sb p : Thir nghiém dau hang Wilcoxon.

° Yéu té tang cudong (Intensification factor - IF): (WX-W0)/W0x100, dugc tinh

theo tri s6 trung binh
2-3. Lugng da chét

So sanh v&i truée khi ding san phdm, 4 tudn va 8 tudn sau khi dung san pham, &
mit, luong da chét giam dang ké c6 y nghia thdng ké ¢ nhom thir nghiém va & cang tay,

luong da chét giam déng ké c6 y nghia thng ké ¢ ca nhom dbi chiung va nhém thi
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nghiém. So sanh gitta cdc nhom, ¢ ca mat va cang tay, 4 tuan va 8 tuan sau khi dung san
pham, khi so sdnh v6i nhém do6i ching, & nhom tht nghiém, luong da chét gidm déng ké

c¢6 ¥y nghia thong ké (p<0,05) (bang 10).

Bang 10. Su thay dbi vé luong da chét gitta cic nhom

Vitri | S6tudn Nhom A Trung binh + S.D. (diém anh) | tri s6 pt

4 Déi ching 272,35 +3.795,82 0,002%*

] 4 Thtr nghiém -14.696,67 + 2.306,89 0,002%*
i 8 Péi chiing -7.373,50 + 4.395,46 0,000%**
8 Thir nghiém -38.263,71 + 3.653,16 0,000%**
4 Déi ching -29.518,20 + 4.504,67 0,007**A
Cing 4 Thtr nghiém -48.557,33 + 5.394,31 0,007%*A
tay 8 Péi ching -35.369,05 £ 5.180,61 0,000%%**
8 Thir nghiém -72.941,62 + 5.427,48 0,000%**

T tri s6 p : Kiém dinh t doc 1ap (*p<0,05, **p<0,01,***p<0,001)
ttri s6 p*: Thir nghiém Mann-Whitney
2-4. D6 sang mau sic da (tri s6 L*)

So sanh v6i truge khi dung san pham, tai phdn ma, 4 tudn sau khi ding san pham,
do sang mau séc da ting dang k& & nhom thtr nghiém, va 8 tuan sau khi dung san pham, do
sang mau sic da tang dang ké & ca nhom d6i ching va nhém thtr nghiém. Tai phén c6 sic
td, 4 tun va 8 tudn sau khi dung san phim, do sang mau sic da (tri s L*) ting dang ké &
ca nhom ddi chimg va nhém thir nghiém (p<0,05). So sanh gitta cdc nhém, 4 tudn va 8
tudn sau khi dung san phim tai phdn mé va 8 tudn sau khi ding san pham tai phan c6 sic
t, khi so sanh v&i nhéom ddi ching, & nhom thtr nghiém, do sang mau séc da (tri sb L*)

tang dang ké (p<0,05) (bang 11).

Bang 11. So sanh d6 sang mau sic da (tri s6 L*) gitta cdc nhom theo thoi gian

. C D6 1éch trung binh A + Sai s6 .
Vi tr 5 (A . O 16 oin o
1 tri SO tuan Nhom Std. (tri 6 L¥) tri sO pT
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Nhél}l doi 0,25+0,12 0,007%*A
N chiung
4 tuan - ;
NhOl‘r.lAthU’ 0,81+0,32 0,007%*A
N nghiém
at (ma) Nhom doi 0,48 £0,15 0.000%**A
. ching ’
8 tuan
Nhom thu 2,20+ 0,29
nghiém 0,000%**"
th’n doi 0,97+ 0,26 0,215~
. chung
4 tuan ; ]
- Nhon L15+0,18 0215
Dom to1 nghiém
mau 5m ddi
Nh01’n doi 1,60 + 0,30 0,004%%
N chting
B LA hom the 2,79 + 0,26
01T_1A u ’ ’ 0,004**
nghiém

Ftri s6 p - Kiém dinh t doc ldp (¥P<0,05, **p<0,01,***p<0,001 Sy sai khdc cd y

nghia thong ké giita hai nhém)

Ftri s6 p’: Thit nghiém Mann-Whitney

2-5. Phan tich mau

Theo két qué phan tich, so sanh véi truée khi ding san pham, 8 tudn sau khi ding

san pham, & nhom doi chung, c6 sy khac biét dang ké & cdc thanh phan protein T.,

albumin, va creatinin va & nhom thir nghiém, c6 su khac bi¢t dang ké & cac thanh phin
protein T., creatinin, va mach dap, nhung trj s trung binh ndm trong giéi han binh thuong

(p <0,05). So sanh gitta cac nhém, 8 tudn sau khi dung san phdm, khong cé su khac biét

dang ké gitra hai nhoém vé tét ca céc thong s6 (bang 12).

Bang 12. Két qua phén tich méu theo loai thanh phan

Thanh phén Nhém Dszilzghsirdlﬁi?;%hLA* )i tri s6 pt
Protein T. Nhém dbi ching -0,25+£0,06 0,743
Protein T. Nhom thir 2028+ 0,07 0,743

nghiém
Albumin Nhom dbi ching 0,10+ 0,03 0,224
Albumin Nhom thir -0,02 £ 0,05 0,224
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nghiém
T.Bil Nhom dbi chimg -0,06 + 0,04 0,599
TBil Nhom th 2010+ 0,06 0,599
nghiém
SGOT Nhom ddi ching 0,10+ 1,71 0,743
SGOT Rbm finr 0,57 + 0,84 0,7437
nghiém
SGPT Nhom ddi chtng 2,45+ 1,50 0,617
SGPT Nhom th 1,48+ 1,23 0,617
nghiém
T.Chol Nhom dbi ching -1,25+3,14 0,607
T.Chol Nhom thir 3,57 43,19 0,607
nghiém
Triglyxerit Nhom dbi chiing 1,70 £ 15,20 0,754
Triglyxerit Nhom thix J13,24 + 8,07 0,754
nghiém
Muc glucoza
trong mau (trugc | Nhom dbi ching -2,70+2,12 0,530
an)
Mtrc glucoza . .
trong mau (true | oM thu 20,62 £ 2,49 0,530
. nghiém
an)
. BU}\I Nhom dbi chtng 0,59 + 0,66 0,879
(nitro cua ure)
_BUN Nhom thu 0,44 + 0,69 0,879
(nitro cua ure) nghiém
Creatinin Nhom dbi ching 0,06 + 0,02 0,758
Creatinin Nhom thu 0,08 0,02 0,758"
nghiém
Hemoglobin | Nhom ddi chiing 0,10+ 0,11 0,875"
Hemoglobin Nhom thix 0,03 = 0,16 0,875~
nghiém
Ap suit mau tam . Lo
thu Nhém doi chiing 1,35+ 2,37 0,343
Ap sudt mau tam NhonllAthu 476 +2.64 0.343
thu nghiém
Ap sudt tam AT SR
Nhom doi chirng -1,30 £ 1,12 0,117
truong
A’ A A ’ 5
p suat tim NhonllAter 219+ 1.83 0.117
truong nghiém
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Mach dap Nhom ddi chiing 2,80+ 1,86 0,290"
Mach dép Nhom thu 5,38 = 1,80 0,290
nghiém

7 tri sép : Kiém dinh t doc 1ap (*P<0,05, **p<0,01,***p<0,001 Su khdc biét ding

ké giita hai nhom)

Fri s6 p”: Thir nghiém Mann-Whitney
g

2-6. Khéo sat ché do an va can nang

Theo két qua phén tich, so sanh véi truée khi dung sén phim, 8 tudn sau khi dung
san phdm, & nhom thir nghiém, cin ning ting ddng ké, nhung 4 tudn va 8 tudn sau khi
dung san phdm, khong c6 su khac biét dang ké khi khao sat ché do an, cAn ning, va chi sb
BMI (p<0,05). So sanh gifta cdc nhém, 4 tun va 8 tudn sau khi ding san phdm, & ca nhom

di chimg va nhom thir nghiém, khong c6 su khac biét dang ké khi khéo sat ché do an, cén

ning, va chi s6 BMI (p<0,05) (bang 13).

Bang 13. Khéo sat ché do an va su thay doi vé can ning gitta cac nhom theo thoi

gian (n=41)
Céc hang U , Do 1éch trung binh A + Sai C A
muc S6 tudn Nhom 56 Std. (tri s6 L*) tri sO pf
KhaOASflt ché A tuin Nh01’n doi 0.01 + 0,02 0,213
do an ching
Khao satche | 5 Nhom thu 20,01 0,03 0,213~
dd an nghiém
KhaOASflt ché % tuin Nh01,n doi 0.03 = 0,02 0.168"
do an chirng
KhaoAs?t ché 2 twin Nhon'lAthu 0,01+ 0,02 0.168"
do an nghiém
Cannang | 4tudn | pom doi 0,31 0,15 0,794
chung
Canning | 4tuan | 0Omha 0,24 = 0,20 0,794
nghiém
Canning | 8tudn | nomdoi 0,55 + 0,27 0,676
chiing
Canning | 8tudn | nOmtht 0,67 = 0,25 0,676
nghiém
Chisd BMI | 4tudn | Nhom ddi 0,05+ 0,07 0,574
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chung

Chisé BMI | 4tan | \nom thu 0,11+0,09 0,574
nghiém

Chisd BMI | 8tudn | 0om doi 0.22+0,12 0,947
ching

Chisé BMI | 8tuin | \nom thu 0.21+0,11 0,947
nghiém

F1ri 56 p -kiém dinh t doc 1ap (*P<0,05, **p<0,01,***p<0,001 Su khdc biét ding
ké giita hai nhém)

7 tri s6 p*: Thir nghiém Mann-Whitney

3. Két qua danh gia bang ban diéu tra

3-1. Két qua danh gia bang ban didu tra vé hiéu qua

Vé cac d4u hiéu ‘lam 4m da’, ‘lam mém’, ‘giam cdng’, ‘giam da chét’, va ‘da khoe’,
4 tudn va 8§ tudn sau khi dung san phidm, 60% va 70% hodc nhiéu hon trong sb cac dbi
tuong co cac dau hiéu nay duogc cai thién tich cuc & ca san pham dbi chimg va san pham
thir nghiém. Cu thé 14, 4 tuén sau khi diing san phdm, cac déu hiéu ‘giam cang da’ va ‘céu
tric da dung trat tu’ dugc cai thién 10% hodc cao hon ¢ san phém thr nghiém khi so sanh

v6i nhom doi ching (bang 14).

Bang 14. Két qua danh gia bang ban diéu tra vé hiéu qua theo thoi gian (n=41)

Nhoém dbi ching Nhém thir nghiém
Hang muc
, (n=20) (n=21)
SH : .
.| Phan hoi Phan hdi tich
) tuan Su hai long Su hai long
Dau hiéu tich cuc cuc
| (%) (%)
(N) (N)
Mirc dd cai thién do | 4 tudn 9 45,00% 8 38,10
am da 1 8 tudn 13 65,00% 11 52,38
Mirc d9 cai thién | 4 tudn 8 40,00% 8 38,10
mau sic dat 8 tudn 11 55,00% 9 42,86
1. Lam 4m da 4 tudn 14 70,00% 14 66,67
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8 tuin 16 80,00% 16 76,19
‘ 4 tudn 17 85,00% 15 71,43

2.Lam mém da X
8 tuan 18 90,00% 18 85,71
4 tuan 13 65,00% 17 80,95

3. Gidm cdng da - :

8 tudn 15 75,00% 16 76,19
| 4tudn 12 60,00% 14 66,67

4. Giam da chét -
8 tuin 16 80,00% 17 80,95
5. CAu trtic da ding | 4 tuan 12 60,00% 15 71,43
trat ty 8 tuin 16 80,00% 13 61,90
4 tuin 12 60,00% 12 57,14

6. Lam sadng da X
8 tuin 14 70,00% 16 76,19
4 tudn 15 75,00% 13 61,90

7. Da khoe :
8 tuin 16 80,00% 17 80,95

Céc tiéu chi cho ban diéu trat: 0, khong thay d6i/ 1,cam thiy thay d6i nhé nhung
khong biét thay dbi nay/ 2, cam thiy c6 su cai thién mot chat / 3,cam thay dugc cai thién/

4 cai thién rat nhiéu.
- Nhitng nguoi khao sat tra 1oi tich cuc (%): 2~4

Céc tiéu chi cho ban diéu tra 1. Khong phéi toan bd /2. S5/ 3 . C6 vé khong / 4. Co

vé ¢6 thé/ 5. C6 thé /6.Rat c6 thé.
- Nhitng nguoi khao sat tra 1oi tich cuc (%): 4~6
3-2. Két qua danh gid bing ban diéu tra vé tinh kha dung ctia san phdm

O tat ca cac hang muc ngoai trir ‘cam giam nhai’, 70% hodc nhiéu hon so doi tugng
da tra 1oi tich cuc vé€ san pham doi chung va san pham thtr nghiém. Cu thé 1a, vé hang muc
‘vi cuia san pham’ va ‘su hai long v€ tong quan san pham’, 100% so doi tugng da tra 101

rang cac hang muc déu duge cam thdy hai long & nhom thir nghiém (bang 15).

Bang 15. Ban diéu tra vé tinh kha dung ctia san phdm sau khi sir dung san pham
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, Nhom thtr nghiém
Nhom doi ching (n=20)
(n=21)
Hang muc Phan hoi Phén hoi
Su hai long Su hai long
tich cuc tich cuc
(%0) (%)
(N) N)
1. Mau sfc cta san pham thé
16 80,00 20 95,24%
nao?
2. Mui huong ctia san pham
. 18 90,00 19 90,48%
thé nao?
3. Vicua san phém thé nao? 19 95,00 21 100,00%
4 . Hinh thirc cia san phdm thé
14 70,00 17 80,95%
nao?
5. Cam giéc khi nhai san phdm
. 14 70,00 11 52,38%
thé nao?
6. Ban c6 hai long vé tong thé
) 18 90,00 21 100,00%
san pham khong?
7. Ban ¢é y dinh mua san
pham nay khong, néu san
, 15 75,00 15 71,43%
pham nay dugc dua ra thi
trudong?

Céc tiéu chi cho ban diéu tra 1. Hoan toan khong tt / 2. Khong tét / 3. Binh thudng

/4. Cové tdt/ 5. Rét tot.
- Nhiing nguoi khao sat tra 101 tich cuc (%): 4~5
4. Két qua danh gia vé do an toan

Trong khoang thoi gian thr nghiém nay, khong quan sat thiy phan ting bat loi voi

da va triéu ching toan than ¢ tat ca cac doi tuong.

Tu két qua trén day, xac nhédn rang san pham thir nghiém theo sang ché giup cai
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thién do am cuia da, lugng da chét, sy mét nudc xuyén bicu bi (TEWL) va mau sdc da.

Vi du 9: Diéu ché m§ pham chua dich ly gidi Lactobacillus plantarum K8 (Lactobacillus

plantarum K8-LTA) va thir nghiém é4p dung trén co thé nguoi
Két qua thir nghiém 1am sang

C6 ba loai m§ phdm chta Lactobacillus plantarum K8-LTA dugc diéu ché va thir
nghiém dé danh gia hiéu qua cai thién do 4m da, mau sic da, do dan hoi cta da, nép nhan

khée mét va do chit ctia 16p ha bi duogc thuc hién.

Tién hanh kiém tra cac nép nhan va su tao sic to bing cach nhdm dén 32 ddi tugng
la phu nit ¢ do tudi tir 35 dén 50. Trong khi cac san pham thir nghiém (bang 16) dugc st
dung lién tuc trong khoang thoi gian thir nghiém la 8 tuln, tai cac thoi diém trude khi st
dung san pham, 4 tuan sau khi st dung san pham, va 8 tuan sau khi st dung sin pham,
danh gia bang mat (nép nhan & khoe mit, mau sic da) va tién hanh do bing may (d6 am
da, mau sdc da, do dan hdi cia da, nép nhin ¢ khoe mit, va do chit ctia 16p ha bi). Cac
phﬁn do trai/phai dugc x4c dinh béng cach ngﬁu nhién hoa khoi (A: do 4m va do chat cua
16p ha bi ctia m4 trai, do mau sic da, do dan hoi, do nép nhin & khée mit ctia ma phai / B:
dd 4m va do chit cua 16p ha bi cua ma phai, do mau sic da, do dan hoi, va do nép nhan &
khée mét clia ma trai), va tién hanh dénh gia do an toan va bing ban diéu tra vao 4 tudn va

8 tuan sau khi s dung san pham.

Bang 16. Thong tin m§ phim

Nuéec can bing ting cudong dudng chat k-lacBio
Tén m§ phim | Tinh chét chira nhiéu dudng chat k-lacBio

Kem nang co ting cudng dudng chat k-lacBio

Nudc can bang: loai khong mau va c6 thé tan dugce
Loai m¥ pham | Tinh chat: loai mau trang va kem

Kem: loai mau trang va kem

Thot gian st
dung my Trong 8 tudn

pham
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Phuong phap
Dung mdt lugng thich hop thoa 1én mat theo thir tu nude can
sa dung my | , . .
] bang - tinh chat — kem vao budi sang va toi, sau khi rira mat
pham

Phan san

pham da st | Toan by mat

dung

Céc dbi trong tham gia do bing may sau khi lam 6n dinh trong 20 phut sau khi lam
sach khoang tréng noi ma khong c6 su chuyén dong ctia khong khi va anh sdng mat troi
truc tiép va cac didu kién v& nhiét do va do 4m khong thay doi (22 + 2°C va 50 + 5%)

duogc duy tri.
1. Panh gia bing mat
I-1. Phan tich dénh gia bing mét nép nhan ¢ khoe mat cho mdi thoi diém

So sanh véi truge khi dung san pham thr nghiém, 4 tuan va 8 tuan sau khi st dung
san pham, cac nép nhan dugc cai thién dang ké (P<0,05), va su bién doi 16n nhat vé cai

thién nép nhan & murc giam (cai thién) 1a 5,50% (xem bang 17).

Béang 17. Thay ddi nép nhan & khoe mit trudc va sau khi sir dung san pham thir

nghiém theo thoi gian (n=32)

Ty 1€ giam
Trung binh .
Thoi gian do S.D tri sO pT hodc cai
(béc) |
thién' (%)
0 Tuan 4,73 0,85 - .
4 Tuén 4,58 0,77 0,005%* V 3,17
8 Tuan 4,47 0,78 0,000%** ¥ 5,50

ftri Sép: Kiém dinh t theo cap (*P<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, sw khdc biét

ddng ké so véi trude khi dimg san pham)
: ty 1€ gidm hodc cai thién: (W,-W;)/W(X100, dugc tinh theo tri sd trung binh

1-2. Phan tich danh gia bang mat mau sic da cho mdi thoi diém
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So sanh véi trude khi dung san pham thi nghiém, 4 tuan va 8 tuan sau khi sir dung
san pham, mau sac da dugc cai thién dang ké (P<0,05), va su bién doi 16n nhat vé cai thién

mau sic da & mtc giam (cai thién) 1a 9,04% (xem bang 18).

Bang 18. Thay d6i vé mau sic da truéc va sau khi st dung san phidm thir nghiém

theo thoi gian (n=32)

Ty I¢ giam
Trung binh i
Thoi gian do S.D Tri sO pT hodc cai
(bic) 1
thién (%)
0 Tuan 5,09 1,26 - -
4 Tudn 4,77 1,39 0,000%** V 6,29
8 Tuan 4,63 1,36 0,000%** ¥ 9,04

Ftri s6 p: Kiém dinh t theo cdp (¥P<0,05, ¥*p<0,01, ***p<0,001, su khdc biét
ddng ké so voi trie khi ding san phdm)

"ty 18 giam hodc cai thién: (W,-W,)/WX100, dugc tinh theo trj sé trung binh

2. Po bing may

2-1. Do do am

So sénh véi truge khi dung san phdm thtr nghiém, 4 tudn va 8 tudn sau khi st dung
san phdm, do 4m tang dang ké c6 ¥ nghia thdng ké (dugc cai thién) (P<0,05), va su bién

d6i 16n nhat vé cai thién do 4m & mirc tang (cai thién) 1a 42,97% (xem bang 19).

Bang 19. Thay d6i vé d6 4m cuia da trudc va sau khi str dung san phém thtr nghiém

theo thoi gian (n=32)

Ty 18 giam
Trung binh ,
Thoi gian do S.D Tri sO pt hodc cai
(bac) |
thién' (%)
0 Tudn 27,51 6,80 - -
4 Tuln 34,02 5,54 0,000%%*%* A 23,66
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8 Tuan 39,33 6,15 0,000%** A 4297

F1ri 56 p: Kiém dinh t theo cdp (¥*P<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, su khdc biét ding
ké so véi tricde khi dimg sdan phdm)

! ty 1€ giam hodc cai thién: (W, W)/W(X100, duoc tinh theo tri sb trung binh

2-2. Do d6 sang mau sic da (tri s6 L*)

So sénh véi trude khi ding san phidm thi nghiém, 4 tuan va 8 tuan sau khi str dung
san pham, mirc do sang mau sic da tai phin ma ting dang ké c6 y nghia théng ké (dugc cai
thién) (P<0,05), va 8 tuan sau khi str dung san pham, mirc do séng tai phén ¢o sic td tang
déng ké 6 y nghia théng ké (duoc cai thién) (P<0,05). Su bién ddi 16n nhit vé cai thién do
sang mau sic da & muc tang (cai thién) 1a 1,59% tai phén ma va 1,25% tai phén 6 sic td.

Bang 20. Thay d6i vé mau sic da trude va sau khi st dung san pham thtr nghiém

theo thoi gian (n=32)

Ty 1€
Trung binh . giam hodc
Vi tri Thot gian do S.D Tri sO pT 1
(bac) cai thién
(%)
0 Tuén 62,14 3,19 - -
Ma 4 Tuén 62,78 3,07 0,005%* A 1,03
8 Tuan 63,13 2,90 0,000*** A 1,59
o 0 Tudn 59,09 3,27 - -
Tao sédc to :
4 Tuan 59,34 3,23 0,155 A 0,42
da
8 Tuén 59,83 3,06 0,000%** | A 125

7tri Sé,pi Kiém dinh t theo cdp (¥*P<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, su khdc biét dang

ké so véi trude khi dimg san phdm)
'ty 16 giam hodc cai thién: (Wy-W,)/WoX100, duge tinh theo tri s6 trung binh

2-3. Do d6 dan hdi ctia da (Hé do ciu trac Moire)
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So sanh vé6i truée khi dung san phidm thir nghiém, 4 tudn va 8 tudn sau khi st dung
san pham, khoang céch tdng va goc trung binh clia cac dudng ddng mirc giam dang kécoy
nghia théng ké (dugc cai thién) (P<0,05).

Ty 1& giam 16n nhét v& chidu dai toan b clia duong dong muc 1a 9,64% va ty 1&
giam 16n nhat ciia goc 1a 14,70% (bang 21).

Bang 21. Két qua phén tich vé do dan hdi cta da trude va sau khi sit dung san pham

thtr nghiém theo thoi gian (n=32)

Thoi gian ‘ Ty 1€ giam
Hang muc do Trung binh S.D Tri sO pT hodc cai
thién' (%)
Khoang
cach 0 tudn 270,31 61,76 - -
(diém anh)
Khoang
cach 4 tudn 253,81 63,78 0,000%%%* V 6,10
(diém anh)
Khoang
cach 8 tudn 244,25 54,87 0,000%** VY 9,64
(diém anh)
Gé6c X
. 0 tuan 26,74 5,78 - -
(")
f’f")’ 4 tudn 24,68 581 | 0,000%%* | ¥ 7,70
f’?; 8 tudn 22.81 5.18 0,000%%* | ¥ 14,70

Ftri s6 p: Kiém dinh t theo cdp (¥P<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, su khdc biét ding
ké so véi trude khi dimg san pham)

: ty 1& giam hodc cai thién: (W-W;)/WX100, dugc tinh theo tri sd trung binh

2-4. Do nép nhan ¢ khoe mat

So sanh v6i trude khi dung san phdm thir nghiém, 4 tuan sau khi str dung san phém,
d6 sau trung binh ctia nép nhin va do sdu 16n nhat ctia nép nhin da giam déng ké c6 v
nghia théng ké (duoc cai thién) va 8 tuan sau khi str dung san phdm, do sdu 16n nhét cta

nép nhin giam dang ké c6 y nghia thong ké (duoc céi thién) (P<0,05).
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Ty 1é giam 16n nhat vé ‘dd sau trung binh cla nép nhin’ 1a 8,36% va ty 1¢ gidm 16n
nhét vé ‘dd sau 1on nhit cia nép nhan’ 14 26,17% (bang 22).
Bang 22. Két qua phan tich nép nhan ¢ khoe mét trude va sau khi st dung san phdm

thir nghiém theo thoi gian (n=32)

Ty 1€ giam
Thoi gian Trung ,
Hang muc S.D Tri so pt hodc cai
do binh |
thién' (%)
Téng dign | O Tudn 34,82 6,81 - -
tich nép 4 Tuan 34,68 - 8,32 0,903 ¥ 0,40
nhin (mm”) | § Tuin 33.83 7.84 0,377 v 2.84
S lugng 0 Tuén 65,43 35,01 - -
nép nhin 4 Tuan 65,25 34,97 0,976 V¥ 0,28
(N) 8 Tuan 65,34 31,97 0,986 Y 0,14
Chiéu dai 0 Tun 0,91 0,24 - -
trung binh 4 Tuin 0,91 0,32 0,883 0,00
ctia nép ‘
] 8 Tuén 0,93 0,31 0,721 A 220
nhan (mm)
Do sau 0 Tuin 80,86 14,67 - -
trung binh 4 Tuén 74,10 15,49 0,009%* ¥ 8,36
ctia nép
§ 8 Tuan 78,97 16,95 0,377 V 2,34
nhan (um)
Do sdu 16n 0 Tuan 407,69 151,83 - -
nhit cianép | 4 Tuan 301,01 96,64 | 0,000%** | W¥26.17
nhan (um) 8 Tuin 330,20 104,30 0,005%* ¥ 19,01

tri s6 p: Kiém dinh t theo cip (*P<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, su khdc biét ddng

ké so voi trudce khi ding san phdam)

"'ty 1& giam hodc cai thién: (W,-Wo)/WX100, duoc tinh theo tri sé trung binh
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2-5. Do d0 chat ctia 16p ha bi da

So sanh véi trude khi dung san phdm thtr nghiém, 8 tuan sau khi sir dung sén pham,
do day 16p ha bi tang déng ké c6 y nghia théng ké (duoc cai thién) va 4 tudn va 8 tuin sau
khi st dung san pham, do chit ctia 16p ha bi ting ddng ké c¢6 ¥ nghia théng ké (dugc cai

thién) (P<0,05).

Ty 1¢ tang 16n nhat v& do day cia 16p ha bi 1a 10,16% va ty 1¢ ting 16n nhét vé do
chat ctia 16p ha bi 1a 13,55% (bang 23).

Bang 23. Két qua phan tich v& d6 chit cua 16p ha bi da trudc va sau khi st dung sén

pham thir nghiém theo thoi gian (n=32)

Ty I¢ gidm
Thoi gian Trung .
Hang muc S.D Tri sO pT hodc cai
do binh 1
thién * (%)
Khoang .
0 tuan 1,28 0,16 - -
cach (mm) '
Khoang
cach 4 tudn 1,29 0,15 0,569 A 0,78
(mm)
Khoang
cach 8 tun 1,41 0,16 0,000%** | A10,16
(mm)
Do chat .
0 tuan 15,28 1,92 - -
(%)
Do chat .
4 tuan 16,88 1,66 0,000%** A1047
(%)
Do chat .
8 tuan 17,35 1,42 0,000%** A 13,55
(%)

Ttri So”'p: Kiém dinh t theo cdp (¥P<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, su khdc biét dang

ké so voi triede khi ding san pham)

-30-



30923

: ty 1€ giam hodc cai thién: (W,-W,)/WX100, duoc tinh theo tri ) trung binh
3. Péanh gia bang ban diéu tra
3-1. Danh gi4 hiéu qua bang ban diéu tra

Vao 4 tuan va 8 tudn sau khi sir dung san pham, két qua danh gia vé hi€u qua cua

san phdm dugc cac dbi tuong tra 101 qua ban diéu tra nhu duéi day (bang 24).

Béang 24. Két qua danh gia bang ban diéu tra vé hidu qua

, 4 tuan 3 9,38
Mtic dd cai thién mau sac dat X
8 tuan 17 53,13
, 4 tuan 3 9,38
Murc dd cai thién nép nhén trén daf -
8 tuan 9 28,13
7 4 tudn 22 68,75
1. Lam am da X
8 tuadn 29 90,63
‘ 4 tudn 27 84,38
2. Lam mém X
8 tuan 32 100,00
, 4 tuan 25 78,13
3. Cau truc da dang trat tu X
8 tuan 32 100,00
4 tudn 22 68,75
4. Lam séng da X
8 tuan 30 93,75
5. Lam sach da 4 tudn 22 68,75
8 tuan 30 93,75
4 tuan 19 59,38
6. Lam giam su chung da X
8 tuan 25 78,13
4 tudn 23 71,88
7. Da khoe X
8 tuan 32 100,00

Céc tiéu chi cho ban diéu trat: 0, khong thay dbi/ 1, cam thiy thay dbi nhé nhung

khong biét thay d6i nay / 2, cam thiy c6 su cai thién mot chit / 3, cam thay dugc cai thién/
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4, cai thién rat nhiéu.
- Nhitng nguoi khao sat tra 101 tich cuc (%): 3~4

Céc tiéu chi cho ban diéu tra 1. Khong phai toan bd /2. S6/3. C6 vé khong / 4. Co

vé ¢6 thé/ 5. C6 thé /6. Rat ¢6 thé.
- Nhitng nguoi khao sat tra 101 tich cuc (%): 4~6
3 -2 Déang gi4 bang ban diéu tra vé tinh kha dung cta san phim

& Tuan sau khi st dung san pham, két qua danh gia vé tinh kha dung cudi cia san

phdm dugc cic ddi twgng tra 10i thong qua ban diéu tra nhu duéi day (bang 25).

Bang 25. Ban diéu tra vé tinh kha dung ctia san pham

Hang muc Nudc can béng Tinh chét Kem dudng
Phan hdi Phan hdi Phan hdi
Su hai Su hai Su hai
Hang muc tich cuc tich cuc tich cuc
long (%) long (%) long (%)
(N) (N) (N)
1. Mau sic
cua san phém 23 71,88 26 81,25 28 87,50
thé nao?
2. Mui huong
cua san phém 19 59,38 18 56,25 17 53,13
thé nao?
3. D06 bam
chic clia san 18 56,25 23 71,88 20 62,50
pham thé nao?
4. Ty 1& hip
thu san phém 21 65,63 24 75,00 24 75,00
thé nao?
5. Muc do 4am
18 56,25 30 93,75 26 81,25
cua da sau khi
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hap thu san

pham thé nao?

6. Ban c¢6 hai

long vé tong

) . 28 87,50 29 90,63 27 84,38
the san pham
khong?
7.Bancdy
dinh mua san
24 75,00 29 90,63 25 78,13

pham néu co

co hoi khong?

4 . Banh gid vé do an toan

4 Tuén va 8 tudn sau khi str dung san pham, tién hanh danh gia cac kich thich khach

quan va chu quan béi mot nguo1 kiém dinh bing cach quan sat tinh trang da ciia d6i tuong.

Trong khoang thoi gian thuc hién kiém tra nay, khong nhén thiy phan tng bat loi

v6i da & tht ca cac dbi tuong (bang 26).

Bang 26. Panh gid do an toan: phan ung bat 1oi v6i da (n=32)

2 *r kl h 7 1{h/ h
Cam giéc kich tng cht quan Cam gidc kich tng khac
quan

Thoi 13 Mun/
ila(;l Triéu notta dau | lam bzlr ngua | cung | cang| ban | phu | da }?ét
& ching 8 nhoi | ratda &1 ran da da | do da | chét P
do da ban
Kt Nhe 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
tuan
4 X
s Viua 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
tuan
4 | Tra
™ b0 0 0o 0o o oo0o] 0|0 0
tuan | trong
8
. Nhe 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
tuan
8 X
3 Via 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
tuan
8 | Tra
™o o ool oo 0ol0o 00| o0
tuan | trong
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S6 luogng
phan tng bét 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
loi (tng s6)

Xac dinh rdng san pham thtr nghiém theo sang ché (ba m§ pham) gitp cai thién do
am da, mau sdc da, d0 dan hoi cua da, mau sic da, nép nhan ¢ khée mat, va do chat cta 1op

ha bi.
Vi du diéu ché

Vi du diéu ché 1: Piéu ché keo chua dich ly giai Lactobacillus plantarum K8

(Lactobacillus plantarum K8-LTA)

Piéu ché keo chtra dich ly giai Lactobacillus plantarum K8 tir thuc vat. Nguyén
lieu tho duge str dung trong didu ché keo gdm glucoza tinh ché, dich ly giai Lactobacillus
plantarum K8 2,1%, xylitol 2%, vitamin C, bot chiét qua viét quét, axit xitric khan, axit
DL-malic, chét tao huong tong hop (huong qua viét quit va huong qua mam xdi), cd ngot
stevia duoc xir Iy bang enzym, va magie stearat va dugc néu trong bang 27. Tiép theo, tién
hanh tht nghiém dé xac dinh liéu keo duoc didu ché ¢6 chira isoflavon aglycon khong. Ba
keo thtr nghiém c6 sb 16 khac nhau va ba keo ddi ching (thé hién cac thanh phan trong
bang 27) dugc chon, nghién bing cdi, va sau d6 dugc tao huyén phu trong nudc cét vo
tring. Mau keo huyén pha duge tan vun bing may siéu 4m va sau d6 chiét bang cach st
dung etanol. Trdn 16p etanol v6i metanol va sau do tién hanh phan tich LC/MS-MS. Két
qua la, daidzein va genistein 1a céac isoflavon aglycon dugc tim thdy tir cac keo thir

nghiém, nhung khong dugc tim thay trong cac keo d6i ching (bang 28).

Bang 27. So sanh cac thanh phan cua keo

Mau Déi ching
Keo chtra loi khuén tur thuc Keo khong chira loi khuén tir
Tén
vat thuc vt
Nhan Mau Péi chimg
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Glucoza,
Dich ly giai té bao L.
Glucoza,
plantarum K8-LTA 2,1%,
Xylitol 2%, Vitamin C, bot
Xylitol 2%, Vitamin C, bot .
) qua viét quat cd dac, axit xitric
qua viét quat co dac, axit
. khan,
xitric khan,
. Axit DL-malic,
Thanh phan Axit DL-malic, . ;
) . chat tao huong tong hop
chat tao huong tong hop ;
. (huong qua viét quat, huong
(huong qua viét quat, huong
qua mam x06i), Glucosyl Stevia
qua mam x0i), Glucosyl )
, tur ¢ Stevia dugc bién tinh
Stevia tur ¢d Stevia dugc bién .
. bang enzym, magie stearat
tinh bang enzym, magie
stearat
Dac tinh Keo mau hoa ca Keo mau hoa ca
bong goi Vat chta kin khi mau tréng Vit chtra kin khi mau tring
Bao quan Nhiét do trong phong Nhiét do trong phong
Bang 28. Két qua do isoflavon aglycon trong keo
Daidzeintf GenisteinT
Keo dbi chiing 0 0
Keo mau 0,103 + 0,064 0,093 + 0,021

+ Ham lugng isoflavon aglycon trong keo: Trung binh + S.D. (mg/mL)

Vi du diéu ché 2: biéu ché chat diéu hoa duong rudt chira vi khuan sinh axit lactic chtra

aglycon hodc glycosit thiy phan

Lactobacillus plantarum K8 dugc nudi cdy véi luong 16n trong moi trudong MRS ¢6
bd sung céc loai glycosit khac nhau nhu saponin hogc isoflavon glycosit theo phuong phap
da biét trong linh vuc nay dé san xuét bot vi khudn sinh axit lactic thé. Tron mot luong nho
canxi va vitamin D vdi bt Lactobacillus plantarum K8 tho da duoc diéu ché dé tao ra san

phém diéu hoa duong rudt. Cac két qué thu dugce dugc thé hién trong bang 29 dudi day.
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Dé tang cuong tac dung didu hoa dudng rudt, bd sung mot lugng nhd bot vi khuan sinh
axit lactic tho khac c¢6 tac dung diéu hoa duong rudt, vi du, bot vi khuén bifidus tho da biét
1a ton tai trong rudt gia.

Bang 29. Céc thanh phan cta tic nhén didu hoa dudng rudt chita Lactobacillus

plantarum K8

Thanh phan 1 g6i (% trong lugng)
Lactobacillus plantarum K8 70
Vitamin D 15
Canxi 15
Tong 100

Vi du diéu ché 3: Didu ché thuc an tho chira vi khudn sinh axit lactic chira aglycon hodc
glycosit thuy phan

Cac loai g61n bot ngli cbe, bot rong bién, trai cay va bot rau, bot nim va bot vi
khuin sinh axit lactic thd theo sang ché duoc tron véi bot 1én men mam dau tuong dé tao

ra san phdm thirc 4n tho. Cac két qua thu duoc dugc thé hién trong bang 30 duéi day.

Bang 30. Thtic an tho chtra Lactobacillus plantarum K8

Thanh phin 1 g6i (% trong lugng)
Bot 1én men mam dau twong 25
Bt gao ltc 10
Bot lta mach 5
Bot ngd 3
Bot dau tuong 3
Boty di 3
Bot vung 3
Bot dau do 3
Bot co 5
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Bot rong bién 8

Bot to bién 12

Bot cai xodn 5

Bot 16 hoi 3

Bot ca rot 2

Bot ndm huong +

Bot nam linh chi 4

Lactobacillus plantarum K8 2
Téng 100

Vi du diéu ché 4: Diéu ché sita 1én men chira vi khuan sinh axit lactic chira aglycon

hoac glycosit thily phan

Stta tdch kem hodc sita thd dugc trdn voi dung dich nuodi céy 1% trong do
Lactobacillus plantarum K8 theo sang ché da duogc nudi ciy trude va lén men trong 6 dén
8 gidr & 40°C d8 tao ra sira 1én men. Céc két qua thu duge duge thé hién trong bang 31
dudi day. Khi l1én men stta tach kem hodc sita tho, dé rut ngén thoi gian 1én men va cai
thién mui thom cua sita 1én men, Streptococcus thermophilus hodc Lactobacillus

acidophilus, c6 béan trén thi truong, ¢o thé duoc st dung déng thoi.

Béang 31. Cac thanh phén cta sfta [én men bao gom vi khuan sinh axit lactic chira

aglycon hodc glycosit thity phén

Thanh phan 1 g61 (% trong lugng)
Stta kho khong chira chit béo 95
Oligosacarit 4
Vi khuén sinh axit lactic chtra
aglycon hoac glycosit thily phan- 1
Téng 100

Vi du diéu ché 6: Diéu ché nudc ddu tuong 1én men bang cach su dung

Lactobacillus plantarum K8
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Nude dau tuong dugc tron véi dung dich nudi cdy 1% trong d6 Lactobacillus
plantarum K8 theo sang ché da dugc nudi cdy trude va 1én men trong 6 dén 8 giv & 40°C
@8 tao ra nudc dau tuong 1én men. Céc két qua thu dugc dugc thé hién trong bang 32 dudi
day. Khi lén men nudc ddu tuong, dé rut ngdn thoi gian 1én men va cai thién mui thom cia
stta 1én men, Streptococcus thermophilus hodc Lactobacillus acidophilus, c6 ban trén thi

truong, ¢6 thé duoc sir dung dong thoi.

Béang 32. Thanh phin ctia nuéc dau twong 1én men chira Lactobacillus plantarum K8

Thanh phan 1 goi (% trong luong)
Nudc dau tuong 90
Oligosacarit 9
Lactobacillus plantarum K8 1
Téng 100

Vi du diéu ché 7: Diéu ché vi khuan sinh axit lactic chtra chiét xuat nhan sam do

Lactobacillus plantarum K8 theo sang ché dugc nudi cdy trong 100L moi trudng
tdi thidu chura chiét xudt nhan sdm 0,1% trong 12 gio va sau d6 thu gom té bao. Té bao sau
khi thu gom duogc rira bing nudc va sau d6 dong kho va dua vao vi nang dé tao ra vi khuén
sinh axit lactic chtra chiét xudt nhan sdm do. Vi nang c6 thé cai thién do bam dinh va do
két dinh béng cach xem xét dén didu kién bd sung chit lam déo, mot loai chit lam déo, va
stre cang bé mit ctia vién nang khi nén dugce tao ra bang vat liéu bao va chét 16ng lam dong
tu. BGi vi mat ngoai va mat trong cliia nang tao sy gelatin héa cung, ty 1€ sbng cua vi khuin
sinh axit lactic trong moi truong axit cua da day tang va vién nang chura vi khuén sinh axit
lactic ¢6 hoat tinh cao trong rudt duoc tao ra. Na alginat 1,8%, glyxerol 10%, gom xanthan
0,32%, Tween 20 0,05%, va MRS 5% dugc st dung lam dung dich 16p bao nang phu,
CaCl, 0,5M va Tween 80 0,5% dugc st dung lam dung dich hoa clrng, va chitosan 1,5%
va axit lactic 1,5% dugc sir dung lam dung dich 16p bao nang chinh. Qua thir nghiém nay,
x4c nhén ring vién nang vi khuan sinh axit lactic chira nhan sim d6 dugc tao ra véi didu

kién nay duoc hoa tan trong dich rudt nhan tao & tai do pH 7.,4. Hon nfiia, dbi vai thu
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nghiém khang axit, vién nang vi khudn sinh axit lactic chra nhan sdm phén tng véi dich
da day nhan tao & do pH 1,4 dén 180 phut tai cic khoang thoi gian va sau d6 duoc giai
phong tur dich rudt nhéan tao va dém s luong té bao séng, va két qua 1a, ty 1é sdng trong

dich da day nhan tao la 95%.

Theo phuong phéap diéu ché theo sang ché, nho vi sinh vat ¢6 kha ning chuyén hoa
glycosit thanh aglycon hoac glycosit thily phan va kha nang tich tu aglycon hodc glycosit
thiy phan dugc chuyén hoa trong té bao, co thé san xuét vi sinh vat c6 kha ning san sinh
aglycon hodc glycosit thity phan voi ndng do cao. Hon nita, t& bao vi sinh vat ¢6 thé séng
dugc hodc dich ly giai cua nd chira aglycon hodc glycosit thuy phén dugc tao ra bing
phu‘b‘ng phép didu ché theo sang ché duoc tao ra va co thé dugc st dung theo nhiéu cach
khac nhau dé diéu ché ché phim chdng oxi hoa, tic nhan diéu hoa dudng rudt, ché phim
loi khudn, chit bd tro cho thirc an, chit bd tro cho thuc phém, nguyén liéu thd cho m¥

pham va céac san pham lén men khéc.

Mic du phan cu thé cua sang ché da duoc la chi tiét, s& 1a hién nhién ddi v6i nguoi
¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ring phan cu thé nay chi la phuong an uu tién va
pham vi ctia sang ché khong bi gi6i han & phan cu thé d6. Do d6, pham vi thuc chét cta
sang ché s& duoc xac dinh boi cc diém yéu cau bao ho kém theo va dang tuong duong

cua no.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Phuong phép san xuét ché phdm vi sinh vat thé hién ty 1¢ hép thu ginsenosit chuyén hoa
trong co thé & muc cao, trong d6 ginsenosit chuyén héa dugc tich tu trong té bao, phuong
phap nay bao gébm budc tich tu ginsenosit chuyén héa trong vi sinh vt béng cach nudi ciy
vi sinh vét biéu hién p-glycosidaza trong méi truong chia chiét xuit nhan sim, trong d6
ndéng do clia ginsenosit chuyén hoa tich tu trong té bao vi sinh vat cao hon nhiéu hon hai

14n so v&i nong dd cda ginsenosit chuyen hoa trong moi trudng.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ginsenosit chuyén héa duoc chon tir nhém gém cd
rg3, rc, va f2, va chiét xuat nhan sdm bao gom mot hodc nhi¢u ginsenosit dugc chon tur

nhom gom c6 rgl varb 1.

3. Phuong phap theo diém 1, trong do, vi sinh vat bicu hién B-glycosidaza 1a mot hodc
nhiéu vi sinh vat dugc chon tr nhém goém vi khuan sinh axit lactic, bifidus, ndm men,

corynebacterium, aspergillus va clostridium.

4. Phuong phap theo diém 3, trong do vi khuén sinh axit lactic 1a mdt hodc nhiéu vi khuan
dugc chon tor nhém gém L. plantarum, L. sakei, L. rhamnosus GG, L. delbrueckii, L.

acidophilus, L. johnsonii, L. casei va L. gasseri.

5. Phuong phép theo diém 3, trong d6 vi khuan sinh axit lactic 1a Lactobacillus plantarum

K8 (s6 ndp luu: KCTC 10887BP).

6. Phuong phép theo diém 1, trong do, vi sinh vat san sinh B-glycosidaza la mot hodc nhiéu
vi sinh vat dugc chon tir nhom gém vi sinh vat dugc thira nhan chung la an toan (generally
recognized as safe - GRAS), bifidus, nidm men, Bacillus licheniformis, S. thermophilus, L.
casel, Streptomyces sp. Bifidobacteria, Lactobacillus delbrueckii Rh2, Sporosarcina sp.,
Saccharomyces cerevisiae, Pyrococcus furiosus, Lactobacillus plantarum, Aspergillus
ochraceus, Lactobacillus delbrueckii Rh2, Pseudomonas sp., Aspergillus niger,
Pseudomonas ﬂuoresceﬁs, Bifidobacterium  adolescentis,  Aspergillus  sojae,
Cunninghamella blakesleeana, Cifidobacteria va Lactobacillus, vi khuén sinh axit lactic,
Bifidobacterium  pseudocatenulatum,  Penicillium  melinii, Eubacterium ramulus,

Clostridium orbiscindens, Aspergillus awamori, Lactobacillus brevis, Aspergillus
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parasiticus speare BGB, Aspergillus aculeatus, va Aspergillus niger.

7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 viéc nudi cdy vi sinh vat bao gébm budc nudi ciy
tinh d& hoat hoa vi sinh vat, nuéi cdy lic, va nudi cdy co bd sung nguyén liéu nap theo thir
tu.

8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 budc nudi cdy tinh duoc tién hanh trong 12 gid &
37°C.

9. Phuong phép theo diém 7, trong d6 budc nudi cdy lic dugc tién hanh trong didu kién 6
vong/phut trong 12 git & 37°C.

10. Phuong phap theo diém 1, trong d6 viéc nudi cdy con bao gdm viéc nudi ciy va sau do
nudi cdy vi sinh vat trong mdi trudng, tiép theo chuyén sang moéi truong tdi thiéu chira

glycosit va sau d6 tiép tuc nudi cdy vi sinh vt trong 1 dén 36 gio nita.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig.3
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Fig. 4
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 7
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