(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

S R 111111
CUC SO HUU TRi TUE
1-0035099

(51  C11D 1/00 (13) B
(21) 1-2018-02523 (22) 16/12/2016
(86) PCT/IN2016/050445 16/12/2016 (87) WO 2017/103947 22/06/2017
(30) 6941/CHE/2015 17/12/2015 IN
(45) 27/03/2023 420 (43) 25/09/2018 366A

(73) 1. PROKLEAN TECHNOLOGIES PVT. LTD (IN)
108 & 109, Perumal Nagar, Thirumudivakkam, Chennai 600044, India
2. SUSTAINABLE COMMUNITY DEVELOPMENT, LLC (US)
1710 Walnut, Kansas City, Missouri 64108, United States of America
(72) SANKARAKUMARA PILLAI, Sivaramakrishna Pillai (IN); B., Chandrasekhar
(IN); T. MATTHEW, Wood (US); NARIN, Tipsrisukond (US).
(74) Coéng ty TNHH Tam nhin va Lién danh (VISION & ASSOCIATES CO.LTD.)

(54) CHE PHAM TAY RUA THOAI BIEN SINH HQC, PHUONG PHAP SAN XUAT
CHE PHAM NAY VA PHUONG PHAP GIAT VAI DET SU DUNG CHE PHAM
NAY

(57) Sang ché dé cap dén ché pham tdy rira thoai bién sinh hoc, ma co thé chira cac té bao

song hodc enzym va tac dong dudi dang chat thay thé cho cac chat tay rira hoa hoc. Ché

pham tay rira thodi bién sinh hoc, bao gom: chit hoat dong bé mat sinh hoc; ruou da chic;
polyme sinh hoc; axit hitu co; peptit mach nho; tinh diu; va cac chat 6n dinh. Ché phém
thoai bién sinh hoc nay cé gia tri pH thép hon khoang 3,60, % d¢ axit chuan d6 nim trong
khoang tir 9,0 dén 12,0, gi4 tri HLB nam trong khoang tir 14 dén khoang 16,5, gia tri E24
nam trong khoang tir 73 dén khoang 79. Ché pham tay rira thoai bién sinh hoc c6 phé MS

MALDI-TOF nam trong khoang m/z tir khoang 513,1 dén khoang 2847,7 v&i gia tri khbi

dinh nam trong khoang tur khoang 1375,8 m/z den khoang 2009,2 m/z. Ngoai ra, sang ché

con dé cap dén phuong phap san xuat ché pham tay rira thoai bién sinh hoc nay.
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Linh vuc k§ thuit dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén ché phim tdy rira. Cu thé hon, sang ché d& cap dén ché
pham tay ria thoai bién sinh hoc, ma c6 thé chira t& bao sdng hodc enzym va tic dong
duéi dang chét thay thé cho chat tdy rira héa hoc. Ngoai ra, sang che dé cap dén

phuong phéap san xut ché phdm tiy rira thoai bién sinh hoc nay.
Tinh trang k¥ thuit ctia sang ché

Hau hét cac thao tac giit trong ca dan dung va thuong mai du st dung chit tay
rira héa hoc. Nude giit cudi cling dugce x4 vao bé nude 16n. Kién thirc thong thudng 12
céc chit tiy rira héa hoc 1am ting mic COD ctlia nudce din dén viéc 1am can kiét oxy
hoa tan va gy hai cho cudc sbéng cua sinh vat dudi nude.

Trudc day, cac ché phim trong d6 céc chét loi khudn déy manh céc chirc nang
tay rira hodc giit dd dugc tao ra, nhung khong thay thé ching.

Do dé, hién ¢6 nhu ciu v& ché phim ty rira thoéi bién sinh hoc, ma c6 thé chira
cac té bao séng hoic enzym va tac dong dudi dang chét thay thé cho chét tay rira héa
hoc.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Mbt hoic nhidu vAn dé/han ché cla tinh trang ky thudt thong thudong c6 thé
duoc khic phuc bang cac phuong an khic nhau clia séng ché.

Mot muc dich cia sang ché 13 d& xuit ché pham tay rira thoai bién sinh hoc, c6
thé chira c4c té bao séng hodc enzym va tac dong dudi dang chit thay thé cho céc chat

tAy rira hoa hoc.
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Muc dich khéc ciia sang ché 13 dé xuat ché pham tay rira thoai bién sinh hoc,

khéng chira phosphat, khong ddc, va tao ra tir (cac) sinh vt loi khuén.

Muc dich khéc cita sing ché 1a d& xuét ché phdm tdy rira thodi bién sinh hoc, co
gia tri pH thip hon khoang 3,60, % d¢ axit chudn d6 ndm trong khoang tir 9,0 dén
12,0, gia tri HLB nam trong khoang tir 14 dén khoang 16,5, va gia tri E24 nim trong
khoang tir 73 dén khoang 79.

Muc dich khac cua sang ché 13 d& xuét ché phdm tiy rira thoai bién sinh hoc, c6
phé MS MALDI-TOF nam trong khoang m/z tir khoang 513,1 dén khoang 2847,7 v6i
khoang gi4 tri khéi dinh tir khoang 1375,8m/z dén khoang 2009,2m/z.

Muc dich khac cua sang ché 13 dé xuét phuong phép san xut ché phim tay ria

thoai bién sinh hoc néu trén.

Do d6, theo khia canh co ban cua sing ché, sang che dé xuat ché pham tay rua

thoai bién sinh hoc, chira:
chit hoat dong bé mit sinh hoc;
ruou da chirc;
polyme sinh hoc;
axit hitu co;
peptit mach nho;
tinh dau; va
céc chét 6n dinh,

trong d6 ché phim thy rta thoai bién sinh hoc nay c6 gia tri pH thap hon
khoang 3,60, % do axit chuén d6 nim trong khoang tir 9,0 dén khoang 12,0, gia tri
HLB nim trong khoang tir 14 dén khoang 16,5, va gia tri E24 nim trong khoang tir 73
dén khoang 79.
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Theo mot khia canh khac cta sang ché, trong d6 ché phidm tiy rira thoai bién
sinh hoc ¢6 phd MS MALDI-TOF trong khoang m/z tir khodng 513,1 dén khoang
2847,7 v6i khoang gia tri khéi dinh tir khoang 1375,8m/z dén khoang 2009,2m/z.

Khia canh khac cia sang ché d& xuét phuong phép san xult ché phdm tiy rira
thodi bién sinh hoc, bao gdm céc budc:

1&n men it nhit mdt sinh vat loi khuén trong mdi trudng nudi cAy ban dau thong
qua mdi truong ma la ngudn ning lugng dudi dang ngudn cacbon;

bd sung chét nhii hoa hoic chét tiy rira vio mdi trudng 1am chét tang cudong 1én
men hodc chét phu gia;

bd sung diu thuc vat tw nhién vao mdi trudng mdi khi né dat gia tri pH bang 4,0
dé thu duoc san phém da duoc 1€n men;

tron céc tinh ddu mot minh hodc két hop cing véi cac chit nhii hoa hodc chat
tay rira v6i san phém da dugc 1én men; va

bd sung cac chit 4n dinh mot minh hodc Kkét hop cung véi san phém da dugce
1én men,

trong d6 tiép tuc 1én men cho dén khi dat gia tri pH, d0 axit chuén do, gia tri
HLB va gia tri E24 mong mudn,

trong do cac chit nhii héa hodc chit tiy rira dugc bd sung véi lugng nim trong
khoang tir khoang 0,05 dén khoang 0,15%,

trong do cac dau thyc vat tu nhién dugc bd sung véi lwgng nam trong khoang tlr
khoang 0,05 dén khoang 5% trong tdng thé tich cta dung dich 1én men, va

trong d6 cac chit én dinh dugc bd sung & ndng do nam trong khoang tr khoang
0,5 dén khoang 3,0% dé mang lai cho ché phdm tdy rira tinh on dinh véi thoi han st
dung dai.
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Séang ché dé cép dén cac ché phdm chira cc vi sinh vt va cac phwong phap sir
dung céc vi sinh vt nay. Cu th8, sang ché d& cap dén ché pham chira it nhét 3 vi sinh
vat. It nhAt mét vi sinh vat 13 vi sinh vat sit dung sulfua. Cac vi sinh vat bd sung bao
gE”)m axit lactic, vi sinh vat lgi khudn, va vi sinh vat quang dudng, cling nhu cac hén
hop cta chung. Vi sinh vat c6 thé 13 loai vi khun, nAim men, nim, hoic ndm méc hoic

cac t0 hgp cta chung.

Theo mot khia canh khac cia sang ché, trong d6 cac sinh vat lgi khuén bao gém
it nht mot loai vi sinh vat tir axit lactic, loai vi sinh vat loi khudn, loai vi sinh vat
quang dudng, va loai vi sinh vét sit dung sulfua. Theo mdt phuwong an khac, céc vi sinh
vat sir dung sulfua dugc bao gdm 12 loai vi khuén khong phai lvu huynh mau tia. Cac
vi du v& sinh vat lgi khuén bao gém Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus,

Bacillius, Saccharomyces, Rhodopseudomonas, va cac to hop cta chung.

Ché phim theo séng ché c6 thé bao gbém céc chét ting cudng 1én men hodc chét
phu gia. Cac chét ting cuong hodc chét phu gia ndy c6 thé hd trg sy phat trién cia cac
vi sinh vat, cdm Ung sy sinh san cua cac chét chuyén hoa dic hiéu boi cac vi sinh vat,
tang cuong do 6n dinh cta ché phém, va tao ra cac thudc tinh khéac cho ché phém theo
sang ché. Cac chét phu gia thich hop bao gdm ngudn cacbon, axit, va cac chét phu gia
khac da biét trong linh vyc k¥ thudt nay 1a hd trg su phat trién, cam ng su san sinh
chét chuyén héa dic hiéu, hogc lam én dinh ché pham nay. Céc vi du vé céc chat ting
cuong hodc chét phu gia nhu vay bao gdm nuéc qua, dudng mia chua tinh luyén, cu
cai dudng, dudng mat hodc nguén duong tu nhién, chit nhii héa hodc chét téy rira, dau
thye vat tu nhién mot minh hogc két hop véi mot chét khéc.

Theo mdt khia canh khac cua sang ché, trong @6 tinh diu dugc tron voi san
pham di dugc 1én men v6i lugng ndm trong khoang tir khoang 0,05 dén khoang 5%
tdng thé tich ctia dung dich 1én men.

Theo mdt khia canh khac cua sang ché, trong d6 tinh dau bao gém dau oai

huong, dau chanh, dau c6 chanh, hodc cac hdn hop cta ching.
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Theo mdt khia canh khac cua sang ché, trong d6 budc 1én men duge tién hanh &
khoang nhiét d§ moéi trudong tir khoang 17°C dén khoang 45°C trong khoang thoi gian
tir 14 dén 42 ngay.

Muc dich khac nita cia sang ché 13 c6 duge ché pham theo sang ché hoan toan
khong chira phosphat, khong doc, c6 thé chira vi sinh vat sdng va thodi bién sinh hoc
hoan toan va tir 46 mang lai cong nghé tAy rira xanh.

MB& ta vin tit cic hinh vé

Fig.1: minh hoa profin MALDI-TOF cia ché phim tay rira thoai bién sinh hoc
theo sang ché.

Fig.2: minh hoa profin MALDI-TOF cua ché phim tay rira thodi bién sinh hoc
theo sang ché.

Fig.3: minh hoa profin MALDI-TOF cua ché phim tay rira thoai bién sinh hoc
theo sang ché.

Fig.4: minh hoa profin MALDI-TOF cita ché phim tay rira thoai bién sinh hoc
theo sang ché.

Fig.5: minh hoa profin MALDI-TOF ctia ché pham tay rira thodi bién sinh hoc
theo sang ché.
M0 ta chi tiét sang ché

Séang ché dé cap dén ché phim ty rira thoai bién sinh hoc, ma c6 thé chira céc
t& bao sdng hodc enzym va tic dong dudi dang chét thay thé cho céc chét tiy rira héa
hoc. Ngoai ra, sang ché con d& cap dén phuong phép san xuét ché phdm tdy ria thodi
bién sinh hoc nay.

Ché phim tiy rira thodi bién sinh hoc, bao gom: chét hoat dong bé mit sinh
hoc; rugu da chirc; polyme sinh hoc; axit hitu co; peptit mach nho; va tinh dAu. Ché

phim tay rira thoai bién sinh hoc c6 gia tri pH thip hon khoang 3,60, % d¢ axit chuén
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d6 nim trong khoang tir 9,0 dén 12,0, gi4 tri HLB nim trong khoang tir 14 dén khoang
16,5, gi4 tri E24 nim trong khoang tlr 73 dén khoang 79.

Phuong phép san xuit ché phim tiy rira thoi bién sinh hoc bao gdm cac budc:
it nhAt mot sinh vat loi khudn trong méi trudng nudi cdy ban dau duogc 1én men thong
qua mdi truong, ma chia ngudn ning lugng, chét ting cudng 1én men va chét phu gia.
Chét nhii hoa hoiic chit tdy rira duoc bd sung vao moi trudng lam chét ting cudng 1én
men hodc chét phu gia, chét nhii hoa hodc chét téy rira nay dugce bd sung voi luong
nam trong khoang tr khoang 0,05 dén khoang 0,15%. Cac dau thuc vat ty nhién duogc
bd sung vao mdi truong mdi khi né dat gid tri pH bing khoang 4,0 dé thu dugc san
pham d3 dwgc 1én men. Céc dAu thyc vat ty nhién duoc bd sung véi lugng nim trong
khoang tir khoang 0,05 dén khoang 5% trong tong thé tich cua dung dich 1én men. Cac
tinh diu dugc tron mot minh hodc két hop cing véi chét nhii héa hodc chét tiy rira 1én
men v&i san phém da dugc 1én men. Tinh diu dugc trén voi san phém da duoc lén
men v6i lugng nim trong khoang tir khoang 0,05 dén khoang 5% trong téng thé tich
cua dung dich lén men. Tiép tuc 1én men cho dén khi dat duogc gid tri pH, do axit
chuin d9, gi4 tri HLB va gi4 tri E24 mong muén. Céc chit 6n dinh dugc bd sung mot
minh hodc két hop cling véi san phém da duogc 1én men, cac chét 6n dinh nay duogc bd
sung & nong do ndm trong khoang tr khoang 0,5 dén khoang 3,0% dé& mang lai cho

ché phim tiy rira tinh 6n dinh véi thoi han st dung dai.

Bude 1én men duoc tién hanh & khoang nhiét do mdi truong tir khoang 17°C
dén khoang 45°C trong khoang thoi gian tir 14 dén 42 ngay. Bing cach lya chon tién
hanh qu4 trinh 1én men & nhiét d6 méi truong ma khong c6 budc gia nhiét hodc lam
mat bat ky dé duy tri nhiét 46 khong d6i, quy trinh san xuit duge thuc hién than thién
v&i moi trudng. Nhin chung, toan bd quy trinh san xuét v6i muc dich 1am giam déu
cacbon so véi cac quy trinh san xuét truyén thdng da duge chip nhéan dbi véi cic chét

ty rira dugc dung cho ing dung twong tu.
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Sinh vét lgi khun bao gdm it nhit mot loai vi sinh v4t tir axit lactic, loai vi sinh
vat lgi khudn, vi sinh vit quang dudng, va vi sinh vat s dung sulfua. Theo mot
phwong 4n khéc, vi sinh vat sir dung sulfua dugc bao gbm 12 loai vi khuin khong phai
lvu huynh mau tia. Céc vi du bao gdm Bifidobacterium, Lactobacillus, Lactococcus,

Bacillius, Saccharomyces, Rhodopseudomonas, va cac to hop cua chung.

Ngudn ning luong, chét ting cudng 1én men hodc chét phu gia bao gdm nuéc
qua, dudng mia chua tinh luyén, cu cai duong, duong mat hodc nguén dudng ty nhién,
chét nhii hoa hoic chét téy rira, ddu thuc vat ty nhién va tinh dAu nhu diu oai huong,

dau chanh va dau co chanh.

Séang ché ciing & cap dén ché phim bao gdm ché phdm tay rira thoai bién sinh
hoc, v& co ban khong chira chét tAy rira héa hoc bat ky. N6i cach khdc, céc chét tiy ria

hoa hoc thong thuong di dugc thay thé.

Phuong phép str dung ché phim tay rtra thoai bién sinh hoc rat twong tu v6i cac
phuong phap hién dang duge thuc hién @8 st dung ché phdm tiy rta héa hoc dang
16ng, nhur phén tan thu cdng hodc thong qua chuong trinh phan tan cua mdy gidt, hodc
phwong giap giat tay hién duge thyc hién trong c4c thiét 1ap tiéu thy hodc thuong mai
cling dugc dé xuét trong ban mo ta. Ché phém tay rira thoai bién sinh hoc ¢6 thé dugce
st dung trong phuong phap gidt, 1am sach va/hodc gilt gin vai dét bat ky, bao gom
phwong phép ngam, phwong phép xi Iy so bd, va phuong phép twong tu. Vi du, cac
phuong phap nay bao gdm budc cho vai dét hodc vai tiép xuc véi ché phim tay rira
thoai bién sinh hoc trong thoi gian hiéu qua loai bo vét ban/vét 6, dit, vét mau, dau,
md, va thudng lam sach vai dét. Cu thé, luong hidu qua cia ché phim tiy rtra thoai
bién sinh hoc, tiy y trong nudc, co thé dugc phan tan vao thiét bi giit chira vai dét
hodc vai can dugc lam sach. Céc thiét bi giat 14y lam vi du bao g0m mdy git cong

nghiép hoic dan dung, cling nhu chu gidt dung dé giit tay.
Vi du thyc hién sang ché

Céc két qua thir nghiém
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1. Phan tich phd MALDI-TOF

Hai co chét nha hép/ion hoa bing laze h trg bdi co chat (MALDI) dugc st
dung dé nghién ctru, axit a-xyano- 4 hydroxyxinnamic (CHCA) va axit sinapic (SA).
C4 hai co chét dugc didu ché & khoang 10mg/mL trong axetonitril/nuéce ty 1€ 50/50 véi
axit trifloaxetic 0,3%. Céc méu dugc pha lodng & ty 1€ 1/20 trong co chat CHCA va
0,5uL mdi mAu dd dugc pha lodng dugc chdm 1én trén dia MALDI lam bing thép
khong gi. Bo phéan loc xoay c4t giam phan tir lugng duoc st dung dé loai bo cac thanh
phan mau thip hon 3000Da hodc thap hon 10000Da véi lugng nap méu 12 100puL. Cac
mau da c6 dic c6 phan tir lugng cao (10pL) dugc pha lodng & ty 1& 1/30 va 0,5puL mdi
mau d3 duogc pha lodng dugc chAm 1én trén dia MALDI lam bang thép khong gi.

CAc san pham 1én men dugc phén tich vé tinh chit dic thu cta chung bang cach
st dung k¥ thuat nha h4p/ion héa béng laze hd trg boi co chit Voyager DE STR — thoi
gian trong hé¢ MS phd khdi bay (MALDI-TOF). Céc phuong an dugc phan tich ba lan.
Néam quy trinh phén tich duge thyc hién theo phuong thirc dwong trén cac khoang sau;
50-1,000, 500-5000, 3000-12000, 10000-80000 va 10000-150000 m/z. C4c ché phim
tay rira thoai bién sinh hoc duge sang loc theo phuong thirc &m d6i véi timg khoang
khdi lugng. Cac dung dich chudn khdi hodc albumin huyét thanh bo ban trén thi
truong duoc st dung dé higu chinh phd clia mau. Céc tiéu chuin khéi dugc phan tich
dbi voi ting khoang m/z va duge hiu chinh tir trong. Phd cia miu duge hiéu chinh tir
ngodi véi céc tidu chun khéi lidn ke. Profin MALDI dugc néu trong cac hinh v& tir

Fig.1 dén Fig.5.

Tham chiéu dén céc hinh v& 1,2, 3, 4 va 5, quan sat thy ring ché pham tay rira
thoai bién sinh hoc c¢6 phd MS MALDI-TOF tinh theo m/z ndm trong khoang tir
khoang 513,1 dén khoang 2847,7 voi gia tri khéi cao nhit ndm trong khoang tir
khoang 1375,8 m/z dén khoang 2009,2 m/z nhu dugc thé hién trong céac hinh v& 1-5.

2. X4ac dinh gia tri HLB
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Gia tri can béng uva nudc — wva m& (HLB) dugc tao ra b'?mg cach tron 1,5ml chét
nhii héa v6i Span 80 (HLB = 4) & céc ty 18 khic nhau vio ché pham tay rira thodi bién
sinh hoc trong cac dng riéng ré& nhu duoc thé hién trong Bang- 1. 27ml nuéc cat duoc
bd sung vao tit ca cic bng dé thu dugc dung dich. 1,5ml dau c6 gia tri HLB 1a 6 dugc
bd sung vao dung dich nay va dugc lic trong 20 gidy. Cac dng duoc u trong 24 gio va
gi4 tri HLB duogc tinh cho mAu chua biét bang cach st dung cong thic:

Phin trdm Span 80 (%) x 4 (HLB ctia Span 80) + phén tram san phdm (%) x HLB san
phim = 6

HLB san phdm = (6 - Phin trim Span 80 (%) x 4)/ Phan trim sin phim (%))

Bang- 1

SPAN 80 (%) San pham (%) Nudc ct (ml) Dau (ml)
100 (1,5ml) 0 (Oml) 27 1,5
85 (1,275ml) 15 (0,225ml) 27 1,5
84 (1,260ml) 16 (0,240ml) 27 1,5
83 (1,245ml) 17 (0,255ml) 27 1,5
82 (1,230ml) 18 (0,270ml) 27 1,5
81 (1,215ml) 19 (0,285ml) 27 1,5
80 (1,200ml) 20 (0,300ml) 27 1,5
65 (0,970ml) 35 (0,530ml) 27 1,5
46 (0,690ml) 54 (0,810ml) 27 1,5
28 (0,420ml) 72 (1,08ml) 27 1,5
9 (0,135ml) 91 (1,365ml) 27 1,5
0 (0ml) 100 (1,5ml) 27 1,5

Gia st nhil tuong 4n dinh duoc phat hién ra la 84%: 16% gia tri HLB duoc tinh

bang cach sir dung cong thirc
84% * 4 + 16% * HLB san phim = 6
HLB san phim = 6 — (84/100 * 4)/16/100

HLB sén phim = 16,5

-10-
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3. Thir nghiém nhii héa (E 24)

Day ong thir nghiém dugc cho vao véi 4ml mAu va 4ml diu hoa dé thu duge
dung dich. Dung dich nay dugc khuy trong 2 phut va cho phép gitt nguyén trong 24
gidr. 24 duge néu dudi dang phin trdm chiéu cao cua 16p da duge nhii héa (mm) chia
cho téng chidu cao cta cot chét 16ng (mm). 3,5ml nuéc, 0,5ml TritonX100 va 4ml diu
hoa dugc bd sung vao cac bng dbi ching.

Gié tri trung binh dugc tinh d6i véi dbi ching va mau thir nghiém va gid tri E24
dugc tinh dya vao gié tri trung binh nay.
D& minh hoa:

Néu gia tri trung binh cta d6i chimg 13 67,27 va mau 1a 56,36

Thtt nghiém nhii héa (E 24) = 100/67,27 * 56,36 = 83,7
4. Xéc dinh d¢ axit chuan do

Do axit chuén do 12 tdng ham lugng axit hitu co cua dung dich d3a cho. Cac mau
can duoc thir nghiém duge pha lodng mét cach thich hop dén ty 16 12 1:100 (0,5ml mau
trong 50ml nuée DI) v6i nuée dad khir ion. 20ul (2-3 giot) chi bao phenolphtalein 1%
dugc bd sung vao miu d& dugc pha lodng va dugc tron dé thu duge dung dich. Dung
dich nay duoc chudn d6 dua trén natri hydroxit (NaOH) 0,IN cho dén khi thu dugc
mau hf‘mg nhat. Lugng NaOH d tiéu thu dugc ghi lai va dugc sir dung cho cac phép
tinh nhu dugc thé hién dudi day.
Téng @0 axit chuén do —

(ml NaOH d4 tiéu thu * d6 chuén NaOH)

TA %= - : : *100
(tdng thé tich dugc chuan do * tic nhén pha loang)

ml NaOH = x ml
d6 chudn NaOH - 0,IN

tdng thé tich dugc chuén d6 = 50ml
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tac nhéan pha lodng > 10
Do axit chudn do ddi véi axit lactic = tong TA * 0,009
90 1a phan tir lwong cua axit lactic.

Céc vi du trén dy trinh bay theo hudng minh hoa hiéu qua cua ché phim tay
rira thoai bién sinh hoc trong pham vi cua sang ché. Céac phuong an duogc mo ta duge

can nhéc theo tit ca cac khia canh chi nhim minh hoa va khong gioi han.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phim tAy rira thoai bién sinh hoc chia:

it nhit mot chét hoat dong bé mit sinh hoc;

it nhit mot rugu da chic;

it nhat mot polyme sinh hoc;

it nhat mot axit hitu co;

it nhat mot tinh dau; va

it nhat mot chét 6n dinh,

trong d6 ché phim tAy rira thodi bién sinh hoc c6 gid tri pH thip hon khoang 3,60, %
dd axit chuin do nam trong khoang tir 9,0 dén 12,0, gia tri HLB nam trong khoang tir
14 dén khoang 16,5, gia tri E24 nam trong khoang tir 73 dén khoang 79.

2. Ché phim thy rira thodi bién sinh hoc theo diém 1, trong d6 ché phim tay rira thodi
bién sinh hoc nay c6 phdé MS MALDI-TOF ndm trong khoang m/z tir khodng 513,1
dén khoang 2847,7 véi gia tri khéi dinh nim trong khoang tr khoang 1375,8 m/z dén
khoang 2009,2 m/z.

3. Phuong phap giat vai dét bao gdm bude cho vai dét nay tiép xuc véi lugng hiéu qua
ctia ché phim ty rira thodi bién sinh hoc theo diém 2.
4. Phuong phép san xuét ché phim tiy rira thodi bién sinh hoc theo diém 1, bao gdm
cac budc:

1én men it nhat mot sinh vat loi khuén trong moi trudng nudi cay ban dau thong
qua mdi trudng ma chia ngudn ning lugng, chét tang cudng 1én men hodc chét phu
gia;

bd sung it nhat mot chit nhii hoa hodc chét tiy rira vao mdi truong lam chit

ting cuong 1én men hodc chét phu gia;
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bd sung it nhat mt dau thuc vét ty nhién vao méi trudmg mdi khi méi trudng

dat gia tri pH b%mg khoang 4,0 dé thu dugc san phém da duoc 1én men;

tron it nhit mot tinh dAu, mot minh hogic két hop cing véi chét nhil héa hoic

chét tiy rira, v6i san phdm da duge Ién men; va

bd sung it nhét mot chit 6n dinh m§t minh hodc két hop v6i san phém da dugc

1én men,

trong do tiép tuc 1én men cho dén khi thu dugc gia tri d§ pH, do axit chuin d9,

gia tri HLB va gia tri E24 mong mudn,

trong d6 chit nhil héa hodc chit tiy rira duge bd sung véi lugng ndm trong

khoang tir khoang 0,05 dén khoang 0,15%,

trong do diu thyc vat tu nhién duge bd sung véi lugng nam trong khoang tir

khoang 0,05 dén khoang 5% trong tdng thé tich cua dung dich 1én men, va

trong do chit 6n dinh dugc bd sung & ndng do ndm trong khoang tir 0,5 dén

khoang 3,0%.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 sinh vt loi khuén bao gdm it nhét mot loai vi
sinh vat dugc chon tir nhom bao gdm axit lactic, loai vi sinh vat loi khudn, vi sinh vat
quang dudng, va vi sinh vat st dung sulfua.

6. Phuong phap theo diém 5, trong d6 vi sinh vat st dung sulfua la lodi vi khuén khong
phai lvu huynh mau tia.

7. Phuong phép theo diém 6, trong do6 loai vi khuAn khong phai luu huynh mau tia bao
gdm loai Rhodopseudomonas.

8. Phuong phép theo diém 4, trong d6 ngudn ning lugng, chét ting cudng 1én men
hodc chét phu gia bao gdm mdt hodc nhidu trong sd nudc qua, dudng mia chua tinh
luyén, ct cai duong, dudng maét hoac nguén dudng tu nhién khéc, chit nhii hoa hoic

chét tdy rtra, hodc dau thyc vat tw nhién.
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9. Phuong phap theo diém 4, trong d6 tinh diu dugc tron voi san phim di duge lén
men véi luong nam trong khoang tir khoang 0,05 dén khoang 5% trong téng thé tich

cua dung dich Ién men.

10. Phuong phap theo diém 4, trong do tinh diu bao gdbm mot hodc nhidu trong s6 dau

0ai huong, dau chanh, hodc dau c6 chanh.

11. Phuong phéap theo diém 4, trong d6 budc 1én men duogc tién hanh & nhiét do nam
trong khoang tir khoang 17°C dén khoang 45°C trong khoang thoi gian tir 14 dén 42
ngay.

12. Chét téy rira thoai bién sinh hoc theo didm 1 con chira it nhit mot vi sinh vét séng

va it nhit mot enzym.

13. Phuong phép giat vai dét bao gdm budce cho vai dét nay tiép xtic v6i lugng higu

qua ciia ché phim thy rira thodi bién sinh hoc theo diém 12.

14. Phuong phéap gigt vai dét bao gdm budc cho vai dét nay tiép xtic v6i lugng higu

qué ciia ché phim thy rira thodi bién sinh hoe theo diém 1.
15. Ché pham tay rira thoai bién sinh hoc chira:

it nhat mot chét hoat dong bé mit sinh hoc;

it nhat mot rugu da chic;

it nhit mot polyme sinh hoc;

it nhat mot axit hitu co;

it nhat mot tinh dau; va

it nhat mdt chét 6n dinh,

trong do ché phim tay rira thoai bién sinh hoc c6 gia tri pH thap hon khoang 3,60 va
gia tri HLB nam trong khoang tir 14 dén khoang 16,5.
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16. Ché phdm tdy rira thoai bién sinh hoc theo diém 15 c6 gid trj E24 nadm trong
khoéng tir 73 dén khoang 79.

17. Phuong phép giat vai dét bao gdm budc cho vai dét nay tiép xuc véi lugng hiéu

qua cua ché phim tiy rira thoai bién sinh hoc theo diém 16.

18. Ché phém ty rira thodi bién sinh hoc theo diém 15 hogc 16 con chira it nhit mot

loai vi khuin khong phai luu huynh mau tia.

19. Phuong phap gidt vai dét bao gdm budc cho vai dét ndy tiép xtic véi lugng hiéu

qué ctia ché phém thy rira thodi bién sinh hoc theo diém 18.

20. Phuong phép giat vai dét bao gdm budc cho vai dét nay tiép xuc véi lugng hiu

qua cua ché phim tay rira thoai bién sinh hoc theo diém 15.
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Fig.1
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Fig.2

Voyager S pec #1 MC[BP =1375,7, 13254]
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Fig.3

Voyager S pec #1 MC[BP =2009,2, 4817]
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Fig.4

Voyager S pec #1 MC[BP = 1639,9, 9235]
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Fig.5
Voyager S pec #1 MC[BP = 1595,9, 10279]
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