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Linh vue k§ thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén phuong phép sin xudt chit chiét tir tre duoc 1én men, & day san
phAm tir tre dwoc 1én men 13 két qua ctia sy 1én men lactic tre thu duogc bang cach chiét, va
chét kich thich mién dich va ché phdm thie phém & kich thich mién dich chtra chét chiét tir
tre dugc 1én men dudi dang thanh phan hoat tinh.

Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Tre 1a loai thuc vat ho hoa thao dwgc thiy chi yéu & cac ving chiu A bao gdm Nht
Ban. Tre phat trién nhanh va ¢6 thé duoc cit ra mot cach d& dang, do d¢ tre da duoc sir dung
rong i tir thoi xa xua dé 1am nguyén liéu xdy dung, va nguyén liéu cho cac sén phém thu
cong va dd dung hing ngay. Tuy nhién, su ra doi cla cac nguyén liéu héa hoc ching han
nhua tong hop 1am giam viéc st dung nguyén lidu tre va gay ra van dé 14 c4c rimg tre khong
bi cit roi lam phong hoa nhiing ving dbi, ddng rudng va dat nong nghiép. Hon nita, tham
chi nhing vuron tre dugc quan Iy con c6 nhidu van dé trong chi phi xi 1y chét thai tdn kém

boi vi khong ai l4y tre d3 cit.

Theo d6, dé st dung tre mdt cach hidu qua, viéc nghién ciru va phat trién duoc thuc
hién trén cac g dung méi clia tre. Vi du, ti liéu patent 1 md ta ring phan 16p cutin ciia
nguyén liéu tre c6 tinh chat khang khudn, va bot tre min thu duge tir phéan 16p cutin cta
nguyén liu tre dugc st dung 1am nguyén lidu khang khudn khir moi. Hon nita, tai liéu
patent 2 dén tai liéu patent 4 duoc viét boi tic gia sang ché mé ta bot tre duoc 1én men lactic
thu dugc bing qua trinh 1én men lactic bt tre tir viéc nghién nhé nguyén lidu tre, va cling
mo A ring bot tre duge 1én men lactic ¢6 thé dugce 4p dung cho thitc an chin nuéi, phan bon
thuc vat, chit didu hoa dét, san phém khtr mui, cac san phdm khéng khuan va céc san phdm
tuong tu. Hon nita, tai li€u patent 5 bdc 10 réng tre 1én men c6 thé dugc sir dung nhu mot
chat didu hoa ting truéng thuc vat ¢6 chira phytohormon, axit amin va nhu mot chit xua

dudi c6 chira cac thanh phan xua dubi con tring doc hai. Tai liéu patent 6 boc 10 phuong
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phap dé diéu ché bét tre dugc 1én men bang axit lactic thich hop dé sir dung trong thirc an
chin nudi va phan bén, bao gdm mét loai enzym thuc vat va bot than tre trdn véi nguyén
liéu tho bot tre duoc 1én men béng axit lactic 1am nguyén li€u chinh. Tai li€u patent 7 boc 10
phuong phép sin xuét chiét xuét tre dugc sir dung 1am chét chéng vi khuén va chit chéng
oxy hoa. Tai liéu patent 8 bdc 16 chat phu gia thirc an chéng vi khuén bao gdm tre hoic

thanh phan chiét xut cta co tre Salsa.

Danh sach liét ké

Tai liéu patent

Tai liéu patent 1: Patent Nhat Ban sb 2524944

Tai lidu patent 2: Patent Nhat Ban s 5357459

Tai liéu patent 3: Cong bd sang ché Nhat s6 2014-64564
Tai lidu patent 4: Cong b6 sang ché Nhat s6 2014-64565
Tai lidu patent 5: Cong bd sang ché Nhat s6 2007-161604
Tai liéu patent 6: Cong bd sang ché Nhat s6 2010-029110
Tai liéu patent 7: C6ng bd sang ché Nhat s6 2006-116433

Tai liéu patent 8: Cong bd sang ché Nhat s6 2005-151928
Ban chét k§ thuit ciia sang ché
Vian @& k§ thuat

Nhiéu ing dung mdi cta tre nhu duwge mo ta & trén da dugce de xuat, va cac ing dung
dua trén cac chitc ndng mdi ma nang cao gia tri clia cay tre dugc mong dgi, d€ nang cao hon

nita viéc str dung ctia cy tre.

Séng ché da duoc hinh thanh theo quan diém cua cac di€ém trén, va muc dich cua n

la dé xuat mdt g dung méi cia tre dua trén céc chitrc nang méi.
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Hon nita, muc dich khac cua sang che 1a de xuit mot ing dung méi cia tre dya trén

cOng nghé lién quan dén bot tre duoc 1én men lactic, da dugc dé xuat bdi tac gid sang ché.
Giai quyét van dé

Tac gia sang ché d4 kham pha ra ring chét chiét c6 hoat tinh kich thich mién dich ¢6
thé thu duge bang cach cho san pham tre d4 1én men thu duoc béng cach lén men tre v6i vi
khuén axit lactic vao qué trinh chiét nuée nong, va vi vy hoan thanh sang ché. Do @9,
phuong phap san xuAt chét chiét tir tre dwgc 1én men cila sing ché, ma giai quyét duoc
nhimg van dé néu trén, bao gdm bude nghién 1a nghién tre dé thu dugc bot tre, budc 1én men
14 1én men bot tre véi vi khuén axit lactic d& thu duoc san phém tre dugc 1én men, va budc
chiét 12 cho san phim tre d4 1én men vao qué trinh chiét nude néng dé thu duge chét chiét.
Vé6i phuong phép nay, chét chiét tir tre dugc 1&n men c6 hoat tinh kich thich mién dich c6 thé
thu duoc d& dang. Bot tre thu duoc bang cach nghién tre dugc st dung 1am nguyén li€u tho
cho qué trinh [én men, dé cho dién tich bé mit ma vi sinh vt dén tiép xuc tang 1én, cling nhu
14 céc sacarit, c4c axit amin, cAc vitamin va cac chét twong tu chita bén trong cac té bao duoc
rira giai vao trong bot tre 1a két qua ciia qué trinh nghién, vi khuén axit lactic cu tri trong nhu
mb giéng nhu cAu tric hinh t6 ong va cac nhu m6 twong tur cling dugc phén tan trong bot tre,
va do d6 vi khuén axit lactic phét trién hiéu qua d8 thuc day qua trinh 1én men. Hon nita,
chét chiét tir tre dugc 1én men c6 hoat tinh kich thich mién dich thu duoc bé.ng cach cho san
pham tre d4 1én men vao qud trinh chiét nuée néng, dé cho chét chiét c6 mirc do an toan cao
va c6 thé ap dung dugc ma khong lo lang vé thuc phim, do ubng, my phim va dugc phém,
cling nhu 1 cic san phdm khac bao gdm, vi dy thirc an chan nuoi, phy gia nudi trong thity

san hodc cac che pham ndng nghiép.

Ngoai ra, phuong phéap san xuéit cht chiét tir tre duoc 1én men ciia sang ché t6t hon
con bao gdm budc tao thanh két tiia bang cach bd sung rugu vao chét chiét hodc dung dich
cb dic ctia nod @& thu duoc két tia. Theo do, thu dugce chét chiét tir tre dugc 1én men c6 hoat

tinh kich thich mién dich dugc cai thién.

Hon nita, trong budc tao thanh két tia & trén, ruou t5t hon 13 duge bd sung sao cho

rugu c6 ndng do cudi cling nim trong khoang tir 60% khéi luong dén 80% khéi luong. Do

_4-



36178

do, néng d6 thich hop cta rugu b6 sung vao dé tao thanh két tia duoc lua chon.

Ngoai ra, trong budc chiét néu trén, qua trinh chiét nuéc nong t6t hon 1a dugc thuc
hién trén san phim tre da 1én men du6i didu kién nhiét d6 nim trong khoang tir 80°C dén
130°C va 4p suét nim trong khoang tir 0,1 MPa dén 0,3 MPa. Do d6, diéu kién nhiét do va

ap suét thich hop dugc lira chon cho qua trinh chiét nudc nong theo diém 1 yéu cau bao hd.

Hon nita, tre trong phuong phép san xudt chét chiét tir tre dugc 16n men theo sang ché
t5t hon 12 than tre. Viéc str dung mot minh thén tre lam cac vat li€u 1€n men dan dén su tang
trudng clia vi sinh vat hoat dong va qua trinh 1én men nhanh. Viéc str dung thén tre cling tao

thuén loi dé kidm soét d6 &m cho qua trinh 1én men, va do d6 n dinh trang théi 1én men.

Ngoai ra, thuc phAm @ kich thich mién dich theo sang ché chira chét chiét tir tre dugc
1én men thu duoc tir cac bude néu trén la thanh phé”m hoat chét. Thuc phém dé kich thich
mién dich theo sang ché c6 hoat dong kich hoat cac chitc nang mién dich dic biét bAm sinh,
va do d6 c6 thé hoat héa va ting cudng chirc nang mién dich bim sinh, cu thé 1a cac hoat
dong nhu bao vé nhanh chong chdng lai sy nhiém vi rat, vi khuan hodc céc loai twong ty va
tAn cong chdng lai cac khéi u 4c tinh thong qua co ché mién dich & rudt, thong qua viéc tiéu

héa né nhu 1a mét loai thye pham.

Hon nita, chit kich thich mién dich theo sang ché chira thanh phén hoat chét 1a chét
chiét tir tre duoc 1én men thu duoc qua cac budc, theo thir tu, budce nghién la nghién tre dé
thu duoc bot tre, bude 1én men 1a 1én men bot tre voi vi khuén axit lactic d thu duoc san
pham tre dd dugc 1én men, budc chiét 12 cho san phdm tre da 1én men vao qua trinh chiét
nudc nong @8 thu duoc chét chiét, va budc tao thanh két tia 12 bd sung rugu vao chét chiét
hodc dung dich cd déc cua no @& thu duoc chét két ta. Chét kich thich mién dich theo sang
ché ¢6 hoat tinh kich hoat, ddc biét céc chirc ning mién dich bdm sinh. Do do, chat kich
thich midn dich c6 thé hoat héa va ting cuong chirc ning mién dich bam sinh ciia co thé, cu
thé 1 c4c hoat tinh chéng han nhu bao v€ nhanh chéng lai sy nhiém vi rdt, vi khuén hodc cac

loai twong tw va tAn cong chdng lai cac khéi u 4c tinh.

Ngoai ra, phwong phéap san xuét chét chiét tir tre dugc 1én men theo sing ché tt hon
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14 bao gdm, trong budc 1én men néu trén, bude bd sung san phdm nuoi cy chira it nhat vi
khuén axit lactic chung Weissella. Do d6, cac loai vi khun thich hop dé thu dwoc chét chiét
tir tre dugc 1én men theo séng ché dugc bd sung 1am chit khéi dau, dé budc 1én men doi hoi

it thoi gian hon.

Hon nita, phuong phép san xuft chét chiét tir tre duoc 1én men theo sang ché bao
gdm, trude bude 1én men néu trén, budc cung cp vi khuAn khéi ddu dé thu duoc san phdm
tre dugc 1én men bang cach 1én men bot tre voi vi khudn axit lactic, trong d6 trong budc lén
men nay, cling vu tién b6 sung san phdm tre dugc 1én men thu dugc trong budc cung cp vi
khuén khoi dau. Do d6, mot vi sinh vét 1én men ma da dugc lam quen véi qua trinh [€n men

bt tre duge bd sung lam chét khai diu, dé bude 1én men doi héi it thoi gian hon.
Téc dung c6 1¢i cua sang ché

Theo séng ché, phuong phap @8 san xuét chét chiét tir tre dugc 1én men, chit kich
thich min dich, va thuc phim dé kich thich mién dich, c6 cac tac dung c6 loi sau ddy, co thé

dugc cung cap.

(1) Chét chiét tir tre dugc 1én men, chét kich thich mién dich va thuc phim theo sang ché c6
hoat tinh kich thich mién dich, dic biét 1a hoat tinh kich hoat chirc ndng mién dich bim sinh.
Chung ciing c6 hoat tinh gdy ra su san sinh [L-12 va IFN-y, dé ching ciing co, vi du, tac
dung phong ngura chdng lai sy nhiém vi rat hodc vi khuén, tac dung cai thién chic ning

mién dich bi suy gidm, va tic dung chong lai khoi u.

(2) Neuyén ligu thé duoc st dung 12 tre, va qué trinh chiét duge thuc hién bang cach sir dung
nuée hoic ruou, dé cho chét chiét tir tre dugc 1én men, chét kich thich mién dich va thyuc
phém theo sang ché c6 mirc d9 an toan cao, va do d6 c6 thé 4p dung ma khong phai lo ling
v c4c san phim khac ching han nhu thyc pham, thuc phém chirc nang, db uéng, m§ pham,
dugc pham, thirc dn chan nudi, phu gia nudi trdng thity sén hogc cac ché phdm nong nghiép.
3) Chét chiét tir tre dugc 1én men, chét kich thich mién dich va thuc phém theo sang ché ¢6
thé thu duoc bang cach 1én men tre v6i vi khuan axit lactic, tiép theo 13 qué trinh chiét nuée

néng, va do d6 c6 the dugce san xuat trong doi don gidn.
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(4) Chét chiét tir tre duoc 1én men, chit kich thich mién dich va thuc pham theo séng ché c6

thé g6p phan vao viée sir dung hiéu qua nguyén lidu tre.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1: biéu d6 dong chay thé hién phwong phép san xuét chit chiét tir tre duge 1én men theo

phuong 4n thir nhit ciia sing ché.

Fig. 2: biéu dd dong chay thé hién phuong phép san xudt chit chiét tir tre dugc 1én men theo

phuong an thir hai ctia sang ché.

Fig. 3: biéu db thé hién két qua do hoat tinh chirc ning mi2n dich ctia chét chiét tir tre dugc

1én men theo sang ché trong vi du 5.

Fig. 4: biéu do thé hién két qua do hoat tinh chirc ning mién dich ctia dung dich tre dugc lén

men lactic trong vi du so sanh 1.

Fig. 5: bidu dd thé hién két qua do hoat tinh chirc nang mién dich cia chét chiét tir tre dwoc

1én men trong vi du 8.

Fig. 6: biéu dd thé hién két qua gy ra su san sinh IL-12 véi viéc sir dung chét chiét tir tre

dugc 1én men trong vi du 10.

Fig. 7: biéu dd thé hién két qua gay ra sy san sinh IFN-y véi viéc st dung chét chiét tir tre

dugc 1én men trong vi du 10.
MO ta chi tiét cac phwong an thwe hién sang ché

Péu tién, phuwong phéap san xuét chét chiét tr tre duoc 1én men theo phwong an thir

nhét ctia sang ché duoc gidi thich bang cach tham khao Fig. 1.

Nhu dugce thé hién trong Fig. 1, phuong phap san xuht chit chiét tir tre duoc 1én men
P1 theo sang ché bao gdm, mot cach tom tht, budc SO 13 cung cép tre dudi dang nguyén liéu
thd, bude nghidn S1 12 nghién tre dé thu duoc bot tre, bude 1én men S2 1a 1én men bt tre aé

thu duge san pham tre da 1én men, va budc chiét nuée néng S3 1a cho san phém tre d4 1én
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men vao qua trinh chiet nudc nong.
Cung cap tre

Diu tién, bude SO cung cép tre dugc chi ra trong Fig. 1 duoc gidi thich. Céc vi du vé
tre duwoc st dung lam nguyén liéu thé cho chét chiét tir tre duoc 1én men theo séang ché bao
gdm pham vi rong céc cly ho hoa thao thudng duoc goi a tre va cd tre. Cac vi du cu thé bao
gbm, nhung khong gi6i han dic biét boi, tre moso (Phyllostachys heterocycla f. pubescence),
tre c6 mdi ndi dai (Phyllostachys bambusoides), tre henon (Phyllostachys nigra), tre than
vubng (Tetragonocalamus quadrangularis), tre simon (Pleioblastus Simonii), tre 14 hinh miii
tén (Pseudosasa japonica) va co tre kuma (Sasa veitchii). Tre moso 12 loai thich hop dé sir
dung. Tre co thé dugc str dung nguyén ven 1am tre thé, sao cho tre dugc cét c6 thé duoc sir
dung truc tiép d8 san xuét chét chiét tir tre dugc 1én men theo sang ché ma khong cin buéc
xir Iy trude bit ky va cac budce twong tur khac, ngoai trir viée rira troi dAt va cac chét trong tu
bam trén than tre. Tre thd duoc nghién thanh bt hodc cét thanh 14t méng, dé cho vi khuan
axit lactic tOn tai bén trong thén tre dic biét 1a bén trong cac nhu m6 hinh t6 ong min dugc
tiép xtic va phan tn, va sau d6 qua trinh 1én men dugc thyc hién boi vi khudn axit lactic bat
ngudn tir tre. L4 chang han 14 ctia ¢ tre trong s céc cay tre rat giau cac chét khang khuan,
v r4t c6 thé e ché qua trinh 1én men nho vi khuén axit lactic trong budc 1én men S2 duge
mo ta sau ddy. Vi vay, tot hon 1a dugc cit ra va chi than cdy duge sit dung trong cic budc

tiép theo.
Nghién

Tiép theo, budc nghién S1 Ia nghién tre. Phuong phép d& nghién tre c6 thé 1a phuong
phap bat ky, mién 1a tre ¢6 thé duoc nghién nho va khong giéi han ddc biét. Vi dy, mdy
nghién tre duoc cung cAp mot ludi dao quay duge kich hoat khi mét cubi cia (cac) dng tre
tho tiép xtic véi ludi dao ¢b thé dugc str dung. V6i may nghién tre loai nay, 6ng tre tho dugc
cét lién tuc theo hudéng gin nhu song song v6i mat cubi cua bng tre thd dé nghién tre tho
theo cach d6 thanh bot tre & kich ¢& duge xac dinh trude. Tre dugc nghién theo cach sao cho
cac mat cudi éng tre tho duoc cao got bang ludi dao quay, @ cho rat nhidu vi khuin axit

lactic ton tai trong nhu mo hodc cac vo thd cia than tre dugc tiép xuc dé thic day qua trinh
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1én men trong budc 1én men S2 sau ddy. Hon hita, tre dugc nghién, @ cho cac vach t& bao bi
phé v& va céc sacarit chang han glucoza, cc axit amin, va cac vitamin chira trong céc t€ bao
ciing dugc phan tan bén trong bdt, va do d6 nhu cau dinh dudng cia vi khuén axit lactic

duoc dap tmg va qua trinh 1én men dwgc thyc hién hiéu qua trong bude 1én men S2.

Kich thudc hat cia bot tre khong bi gi6i han dic biét. Vi kich thuéc hat qua nhd
khién cho khé xir ly, va kich thudc hat qué 16n 1am giam tbc d6 1én men, kich thudc hat tbt
hon nidm trong khoang tir 50pm dén 1mm, va tt hon nita ndm trong khoéng tir 200pm dén
600pm. Hon nita, bdt tre thu duoc boi qué trinh nghién t6t hon 14 dugc dwa vao trong mét
thiét bi loai bo kim loai dé loai bo bang cach hip phu vat chét la sinh ra tir lu6i dao quay véi
canh mép cua may nghién tre, vi dy. Hon nita, bot tre thu duoc bang qué trinh nghién c6 thé
duogc dua vao thiét bi sang, theo cach d6 lam cho pham vi kich thude hat cua bot tre thu
duoc bing nhau, d loai bo cac manh khong duge cao got dén khong duoc nghién trong

bude nghién S1.
Lén men

Tiép theo, budc 1én men S2 dugc giai thich. Bot tre dugce 1&n men béi vi khuén axit
lactic bat nguén tir tre. Cu thé, vi du, bot tre thu dugce béng budc nghién S1 néu trén duoc
bao gobi trong mdt binh 1én men, ching han tdi 1én men (vi du, tii nhwa trong subt) v6i mot
lugng duoc xac dinh truéc, khong khi bén trong tii 1én men dwoc loai bo nhiéu nhét c6 thé,
miéng tai 1én men dugce bit kin dé cho phép moi trudng bén trong thi & trang thai gan nhu ky
khi. Tai 1én men dugc bao phu béng mot tAm khong lot sang chéng han mot tAm tham, va
sau d6 dé yén trong khoang 5 dén 20 ngay dudi moi truong nhiét do nim trong khoang tir
20°C dén 30°C, dé cho san phém bot tre dugc 1én men lactic c6 thé thu dugc. Trang thai lén
men c6 thé duge biét dua trén d pH cua bot tre. Cu thé, axit lactic dwoc sinh ra trong bot tre
do qua trinh 1&n men lactic, va sau d6 bot tre c6 do pH axit. Sau khi bot tre (40g) duoc b
sung vao 100mL nudc da tinh ché, dung dich duoc khudy trong 5 phut va sau d6 dé yén
trong 2 phut. Khi do pH cua dich loc thu dugc nhd qua trinh loc bang gidy loc dat 4,3 hodc
nhé hon, diéu nay dugc xéc dinh dé chi ra qué trinh 1én men day dii, va do d6 bude 1én men

S2 ¢6 thé duge hoan tAt.
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San phim tre dugc 1én men trong budc 1én men S2 duge phén tich vi sinh bing
phuong phép dién di gel gradient bién tinh (phwong phap DGGE). Két qué 13, d4 khang dinh
dugc ring & trang thai 1én men ban dAu, vi khudn axit lactic ciia chung Leuconostoc va
ching Weissella duoc quan sat thiy cha yéu, v, trong trudng hop san phim tre dugc 1én
men sau khi hoan tat qua trinh 1én men, vi khudn axit lactic ctia chung Weissella di chiém
wu thé hon céc vi sinh vét. Dua vao két qua ndy, san pham nudi cly chura vi khudn axit lactic
ctia chung Weissella dugc wu tién sir dung lam chit khéi dau trong budc 1én men S2. Theo
d6, vi khuén axit lactic cua ching Weissella dugc sir dung lam cac loai vi sinh vét chiém wu
thé trong bot tre dé thiic dAy nhanh qua trinh 1én men, d8 cho sb ngay 1én men trong budc 1én
men S2 c6 thé giam xubng bang khoang 30% dén khoang 3 dén 15 ngay. Hon nita, sy thay
dbi s6 luong vi sinh vat hodc vi khuin phu thudc vao sy dao dong nhiét do, va ham luong
nudc, loai tre va cac loai twong ty nhu tre, tuy nhién, mot san phém tre duoc 1én men 6n dinh
¢6 thé thu dugc quanh nam nho viée sit dung chit khoi dau nay. V& chit khoi dau, chat khoi
dAu chira vi khuén axit lactic ctia ching Weissella dugc nu6i cy riéng biét trong moi trudong

chét 16ng dwoc ru tién bd sung & ndng do 0,5mL dén SmL trén moi kg bot tre.

Ngoai ra, trong budc 1én men S2, san pham tre duoc 1&n men thu dugc bang cach lén
men bét tre trude cling dugce wu tién sit dyung lam chét khoi dau. Nhu dd mé ta & trén, budc
cung cp vi khuan khéi dAu duoc cung cip trude, va sau d6 thu duge san phim tre 1én men
duoc str dung 1am chét khoi dAu, dé cho ching Weissella 1a cac loai chiém wu thé chira trong
san phm tre dugc 1én men thic dAy qué trinh 1én men cua bt tre méi ngay sau bude nghién
S1, va s6 ngay dé len men trong budc 1én men S2 c6 thé giam xudng bang khoang 30% dén
khoang 3 dén 15 ngay. Hon nita, viéc st dung chit khoi ddu nay cho phép thu dugc san
phém tre duoc 1én men bén khong phu thude vao diéu kién khi hau va loai tre. Khi san phém
tre 1én men duoc cung cdp & trén duge st dung lam chét khéi diu theo cach nay, sin phédm
nay tot hon 14 duoc b sung & ndng do 5¢g dén 20g trén mdi kg bot tre moi. Hon nita, cling
hiéu qua khi st dung mot phéan ctia sén pham tre 1én men thu dugc trong bude 1én men S2

nay lam chat khéi dAu cho budc 1én men tiép theo.

Ngoai ra, qua trinh 1én men trong budc 1én men S2 t6t hon 13 duge thuc hién dudi

didu kién chan khong thip hodc trung binh, hoic dudi khi quyén tro ching han khi nito.
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Diéu nay tc ché su phat trién ctia men ching han Hansenula hogc Pichia trong bot tre, cho

phép ngan ngira sy tao thanh etyl axetat tir axit axetic va etanol dugc sinh ra boi men.
Quié trinh chiét nuée néng

Tiép theo, bude chiét nuée nong S3 dugc giai thich. Trong budce chiét nu6c néng S3,
séan phim tre 1én men thu dugc trong budc 1én men S2 dwoc dua vao chiét nu6e néng dé thu
duoc chit chiét tir tre duoc 1én men P1. Vi du v& phuong phép chiét nuéc néng bao gdm
chiét nong bang dong hdi luu va chiét nude néng tang ap bang cach st dung thiét bi ndi hip
hodc phuong phép twong ty. Cu thé, vi du, san phém tre 1n men va nude duge bd sung vao
binh phan Umg, va sau d6 dua vao dé dun néng dudi dong hdi luu hode twong tw trong mot
thori gian duoc xac dinh trude d& chiét chat chiét tir tre duoc 1én men. Nude thudng duge bd
sung v6i mot lugng ndm trong khoang tir 4 dén 15 lit va t5t hon nita 12 tir 4 dén 10 Iit trén
mdi kg san pham tre 1én men. Nudc dugc sir dung lam dung moi chiét, va thanh phan khac
c6 thé cling dugc chita trong d6, mién 1a né khong can tré higu qua chiét, va khong 1am anh
hudng dén hoat tinh ciia chét chiét tir tre dugc 1én men thu duge tir d6. Nhiét do chiét tot hon
3 80°C hoiic cao hon, tét hon nita 1a nim trong khoang tir 80°C dén 130°C, va dic biét tot
hon 1 trong khoang tir 100°C dén 121°C. Viée chiét duoc thuc hién dudi 4p sudt khi quyén
hodic dudi sy didu ap. Ap sudt ciia didu kién didu ap tot hon 1a nam trong khoang tir 0,1 MPa
dén 0,5 MPa, va tét hon nita 1a tir 0,1 MPa dén 0,3 MPa. Thoi gian chiét 16t hon 14 nam
trong khoang tir 10 phut dén 5 gio, va t6t hon nita I3 trong khoang tir 20 phut dén 2 gio. Sau
khi chiét nu6e nong, chét chiét tir tre dugc 1én men P1 thu duoc bang cach loai bo chét can.
Vi du vé chét chiét tir tre dugc 1én men P1 theo sang ché bao gdm, chinh chét chiét tir tre
dugc 1én men P1 trong budc chiét nuwéc néng S3, dung dich ¢d dic thu duoc béng cach co
dac chit chiét tir tre duoc 1én men P1 béi qua trinh c6 ddc chan khong hodc tuong tu, va san
phém ran va/hodc dang bot thu dugc béng cach cho chét chiét tir tre dugc 16n men P1 vao xir

Iy siy kho ching han sdy kho lanh.

Tiép theo, phuong phép san xuét chit chiét tir tre dugc 1én men theo phuong én thir

hai cua sang ché dugc giai thich bang c4ch tham khao Fig. 2.

Nhu duge chi ra trong Fig. 2, phuong phap san xuét chét chiét tir tre dugc 1én men P2
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theo sang ché bao gbm, mot cach vén tht, bue SO 1a cung cip tre dudi dang nguyén liéu tho,
bude nghién S1 14 nghién tre dé thu duoc bdt tre, bude 1én men S2 14 1én men bot tre dé thu
duoc san phém tre 1én men, budce chiét S3 14 cho bét tre 1én men vao qua trinh chiét nuéc
néng, va budc tao thanh két tiia S4 14 thu duge chét két tua tir viéc chiét nuée néng. Trong
céc bude tir SO dén S4 nay, bude cung cap tre SO, bude nghién S1, budc 1én men S2 va bude
chiét nudc néng S3 tuong tu véi cac bude tir SO dén S3 trong phuong 4n dau tién & trén,
tuong tmg, va hoat dong va hiéu qua ctia n6 1a nhu nhau. Do do, phan giai thich cac budc

nay dugc bd qua.
Tao két tia

Bude tao két tia S4 duoc gidi thich. Budc tao két tia S4 bao gdm viéc bd sung ruou
vao chét chiét thu duge trong bude chiét nudc néng S3 dé tao thanh chét két tia, va sau d6
thu hdi chét két tia dé thu duoc chit chiét tir tre dugc 1én men P2. Vi du vé rugu dugc sir
dung & day bao gdm etanol va isopropanol, va etanol dugc uu tién trén quan diém vé do an
toan tt. Ruou c6 thé duge bd sung véi luong va ndng do sao cho tao thanh chét két tha
khong tan trong dich chiét. Dé tang toc hiéu qua sy tao thanh cht két tia, cu thé, ruou duoc
b6 sung sao cho rugu c6 ndng d6 cudi cling t6t hon 12 nam trong khoang tir 50% khéi huong
dén 85% khéi lugng, tot hon nita 1a tir 60% khéi lugng dén 80% khéi lugng, va dac biét tot
hon 13 tir 65% khéi lugng dén 75% khéi lwong trong dung dich hdn hop cta chét chiét va
ruou. Hon nita, theo quan diém vé kha ning 1am giam luong rugu bd sung vao chét chiét, tot
hon 1a chét chiét dugc c6 dic chan khong hodc twong tu trude khi bb sung ruou dé thu dugc
mdt dung dich c6 dac. Trong truong hop nay, yéu t6 ndng do dbi v6i chét chiét khic nhau
phu thude vao lugng nude duoc b sung vao san phim tre 1én men trong budc chiét nuéce
néng S3, va chét chiét tdt hon dugc ¢6 dic tir 3 dén 20 1an, va tot hon nita 13 duge cd dic tir
5 dén 15 lan. Ruou duoc bd sung v6i mot lwgng duge xéc dinh trude vao cht chiét nude
néng hoiic dung dich c6 dic ciia n6, dé cho thanh phan ¢6 hoat tinh kich thich mién dich
chira trong chit chiét tao thanh chét két tia mot cach chon loc, cac thanh phé”m khong su
dung duoc loai bo, va sau d6 thu dugc chét chiét tir tre dugc 1én men P2 dugc tinh ché. Chét
két tia thu dugc 13 chét chiét tir tre duoc 1én men P2 duge thu hoi béng cach tach léng-rén

ching han loc hogc quay ly tAm. Chét chiét tir tre dugc 1én men P2 tiép theo duogc séy kho va
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sau d6 duogc bao quan dudi dang san phém ran va/hodc dang bot.

Chét chiét tir tre duoc 16n men theo sang ché c6 hoat tinh kich thich mién dich. Khai
niém "hoat tinh kich thich mién dich" trong sang ché dé cap dén hoat tinh cai thién ca hai
chirc néng, mién dich ty nhién va mién dich thu nhén dugc. Chét kich thich mién dich chira
chét chiét tir tre duoc 1én men theo sing ché nhu 13 thanh ph?m hoat tinh d#c biét ¢6 hoat tinh
kich hoat chirc ndng mién dich bim sinh, va ¢6 hoat tinh lam gidm su san sinh IL-12 va IFN-
v. Do d9, chirc nang mién dich bim sinh, cic tac dong cu thé chéng han bao vé€ nhanh chéng
chdng lai su 14y nhiém c4c tac nhan gy bénh va tAn cong chéng lai cac khi u 4c tinh c6 thé
dugce kich hoat va tang cuong. Hon nifa, chét kich thich mién dich ciing ¢6 hoat tinh kich
hoat phan ting mién dich khi chirc ning mién dich bi gidm do cac nguyén nhén ching han sur
140 hoa, cing thang va mét moi, hodc hoat tinh duy tri n dinh chitc nang mién dich ngay ca
khi tiép xtic v6i cac nguyén nhan ching han su ldo hoa, cing thang va mét méi. Hon nira,
chét chiét tir tre duoc 1én men theo sang ché c6 hoat tinh 1am giam su san sinh IL-12 va IFN-
v, va do do chét chiét dugc mong doi 12 ¢6 hoat tinh khong chi kich hoat cac t€ bao Thl dé
tang cudong sy mién dich qua trung gian t& bao, ma con trc ché su mién dich thé dich thong

qua sy mién dich qua trung gian t& bao dugc tang cudng dé ngan chdn phan Gmg di tmg.

Chét kich thich mi&n dich theo séng ché c6 thé duoc str dung lam thyc phém, d6 ung,
m§ phim, dugc m¥ phdm va dugc phém, cling nhu 1a céc san phém khac bao gdm thiic An
chin nuoi, chit phu gia trong nudi trong thity san hodc cac ché phdm nong nghiép, vi du.
Chét chiét tir tre duoc 16n men ding nhu mot thanh phin hoat tinh két qua tir viéc khim phd
cc chirc ning méi clia tre nhu mang non da dugce st dung lam thuce phim, c6 @) an toan cao
va c6 thé hip thu hang ngay. Do do, chét chiét tir tre duoc 1én men tét hon 1a dugc sir dung
nhu mot thanh phéin cua thuc phém hoic dd udng. Thuc phém d& kich thich mién dich chira
chét chiét tir tre dugc 1én men 1a thanh ph?m hoat tinh c6 thé duoc stir dung & tht ca cac dang
bao gdm céc dang chét bd sung chéng han nhu vién nén, cong thirc dong g6i, hat va si-0, dod
uéng, dd ngot, banh mi, chdo, ngti cbe, mi soi, thach, sap, cac san ph'fim tir sita, chét tao
hwong, va dau c6 thé an duogc. Ngoai ra, khi dugc sir dung lam thyc pham, cac thanh phéan
hoat tinh khac, cac vitamin, va cac chét dinh dudng chéng han chit khoang hodc axit amin

c6 thé ciing dugc st dung trong cac hén hop khéc nhau, mién 13 ching khong anh hudng
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dn hidu qua ctia thanh phéan hoat tinh theo sang ché. Vi du vé thuc phim duoc phat trién tir
ché pham theo sang ché bao gdm céc chat bd sung, thuc phidm cho stc khoe, thuc phim
chirc nang, va céc loai thuc phim dung cho cic muc dich 'y t& cu thé. Thanh phan thuc phdm
c6 thé ciing duoc str dung cho dong vat khong phai nguoi (vi du, thu cung, vat nuoi va dong
vét thity san), va trong truong hop nay co thé duoc st dung & dang thirc an chan nuodi, thuc

pham cho thu cung, chit bd sung cho dong vét, d6 udng cho dong vét hodc twong tur.

Khi chét kich thich mién dich theo séng ché duoc sir dung lam dugc phdm hoc dwoc
m§ phim, tic nhan c6 thé dugc didu ché thanh cac dang khac nhau bang cac phwong phéap
st dung thong thuong. Trong truong hop nay, chét kich thich mi®n dich c6 thé dugc tao
thanh cong thirc bing cach sir dung chét mang duoc dung, chét pha loang, chit 1am tron,
chét phan tan, chit chéng 4n mon, chét dém, dung moi, chit kéo dai, chit bao quan, chét tao
huong, chét 6n dinh hoa hodc cac chét tuong tu cho cac cong thic chung, va mot ta duoc
chép nhan duoc nhu 12 tA duge cho cac san phém duoc. Hon nira, dé cai thién tinh sinh kha
dung va tinh én dinh, mot hé thong phan phbi thudc lién quan dén k¥ thuat ché tao chang
han bao gém viéc st dung ndi con capxun, cdng thuc liposom, nglﬁén thanh bdt min,
xyclodextrin hodc trong tu cling co thé duoc st dung. Vi du vé dang lidu lugng co thé bao

gdm, nhung khong gi6i han déc biét bdi, vién nén, hat, cong thirc dong gbi va si rd.

Vé duge phém, thuc phém hodc dang tuwong tu chira chét kich thich mién dich theo
séng ché, lugng hép thu hang ngay cia chit chiét tir tre duoc 16n men tt hon 1a nim trong

khoang tr Img dén 10g, va t6t hon nita 1a tir Img dén 1g theo khéi lugng kho.
Vi du thue hién sang ché

Céc vi du theo sang ché dugc md ta dudi diy, nhung sang ché khong bi gidi han boi cac vi

du nay.
Vidul
San xuét chét chiét tir tre duoc 1én men (1)

Tre moso v&i chiéu cao than khoang 4m dugc cat ra, 14 dugc cdt bo bang mot chiéc
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fiu nhé @ lai mot minh than cay, va sau d6 than cy duge rira bang nudc dé loai bo dat, bui
béan va cac chit tuong tu. Céc thin tre moso nay vdi chiéu dai khoang 4m dugc nghién nhé
bang cach st dung may nghién tre (sin phim ctia Marudai Ironworks Co., Ltd., model: PA-
Z), theo céch d6 thu duge khoang 10kg bot tre vdi kich ¢ S00pm hogc nho hon. Tiép theo,
10kg bot tre da nghién nhé dugc bd sung vao mot ti nhwa v6i dung tich 15kg, canh bén
ngoai cla tii nhya duoc 4n dé loai bo khong khi bén trong ti cang nhiéu cang t6t, va sau d6
miéng tii dugc dong kin. Tui nhya dugc phu béng mot tAm khong lot sang, va sau d6 dé yén
dudi didu kién moi trudng & 25°C trong 14 ngay. Sau 14 ngay, mot phén san phim tre lén
men duoc 14y ra va sau d6 dua qua phén tich vi sinh bing phwong phap dién di gel gradient
bién tinh (phuong phap DGGE). Vi khudn axit lactic ctia ching Weissella (Weissella cibaria
hodc confusa) duge xac dinh la dé théng tri hé vi sinh vét. Do d6 san phém tre 1én men thu
duogc (1kg) duge bd sung vao binh phan tng @ dun néng hoi hru, 5L nude duge rét vao, va
sau d6 qua trinh chiét nuéc néng duge thuc hién bang cach dun néng dudi dong hoi hru.
Thoi gian phan tng dugc thiét 1ap dén 60 phit. Sau khi hoan thanh phan tng, hén hop bén
frong binh phéan tmg dugc loc dé thu hdi phan nude loc (khoang 4,5L) la chét chiét xuat.
Dung dich nude etanol 15% (6L) dugc bd sung vao 4,5L chét chiét xut, thanh phan khong
tan thu duoc dugc két tha, va do do chét két tha duoc thu hdi. Chét két tia thu duoc duge
sy kho lanh, dé thu duoc khoang 30g chét chiét tir tre dugc 1én men (1).

Vidu2
San xuét chit chiét tir tre dugc 1én men (2)

Tre moso véi chiéu cao than khoang 4m dugc cét ra, 14 duoc ct bo béng mot chiéc
riu nho dé lai mot minh than cay, va sau d6 than ciy dugc rua bang nudc 8 loai bo dat, bui
ban va cac chit twong tu. C4c thin tre moso nay vdi chiéu dai khoang 4m dugc nghién nhod
bang cach st dung may nghién tre (san pham ctia Marudai Ironworks Co., Ltd., model: PA-
Z), theo cach d6 thu dugc khoang 10kg bit tre vdi kich ¢& 500pum hodc nhé hon. San pham
tre 1én men (100g) thu dugc trong vi du 1 dugc b6 sung vao va dugce tron 14n véi 10kg bot
tre. Tiép theo, bot tre dugc bd sung vao mot tii nhya véi dung tich 15kg, canh bén ngoai cua

tGi nhua duge 4n dé loai bd khong khi bén trong ti cang nhiéu cang tbt, va sau d6 miéng tui
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duoc dong kin. Tui nhya duge phi bang mdt tim khong lot sang, va sau d6 @& yén dudi didu
kién moi truong & 25°C trong 9 ngay. Do d6 san phim tre 1én men thu dugc (1kg) duge b
sung vao binh phan img d dun néng hdi hru, 5L nude duge rot vao, va sau d6 qua trinh
chiét nuée néng duge thyce hién bang cach dun néng dudi dong hdi Iuu. Thoi gian phan tmg
duoc thiét 1ap dén 60 phit. Sau khi hoan thanh phin tmng, hdn hop bén trong binh phéan g
duoc loc dé thu héi phﬁn nude loc (khoang 4,5L) 1a chét chiét xuit. Dung dich nude etanol
15% (61) dugc bd sung vao 4,5L chét chiét xuét, thanh phan khong tan thu duoc duge két
tiia, va do d6 chét két tiia duoc thu hdi. Chit két tia thu duge duoc séy kho lanh, dé thu duoe
khoang 30 g chét chiét tir tre dugc 1én men (2).

Vidu3
San xuét chét chiét tir tre duge 1én men (3) cho thir nghiém hoat tinh chirc nang mién dich

San phém tre 1én men thu duoc trong vi du 1 duge tao huyén phu trong dung dich
nude mudi sinh 1y vo tring (NaCl 0,9%) 8 tao ra ndng dd mAu bang 100 mg/mL. Chét
huyén phi duge xi ly trong mot ndi hip & nhiét do 121°C trong 20 phut dé thuc hién qua
trinh chiét nudc ndng san phim tre 1én men. Dich chiét nudc noéng duge quay ly tAm dé thu
hdi chét ndi trén bé mit, theo cach d6 thu dugc chat chiét tir tre duge 1én men (3). Chét ndi
trén bé mit nay dugc st dung dé thir nghiém su kich thich mién dich. Hon nita, ImL chit
ndi trén bé mit thu thap duge duoe 1am bay hoi dén kho bang cach sir dung mot thiét bi bay
hoi ly tm, va sau do ndng do ctia chat chiét tir tre duoc 18n men (3) trong chit ndi trén bé

mit dugc tinh todn dua trén khéi luong kho thu dugc.
Vidu4
San xuét chit chiét tir tre dwoc 1én men (4) dé thir nghiém hoat tinh chtic nang mién dich

San phim tre 1én men thu dugc trong vi du 2 dugc tao huyén phu trong dung dich
nuée mubi sinh 1y v6 tring (NaCl 0,9%) dé tao ra ndng d0 mAu bang 100 mg/mL. Chét
huyén phu duge xir Iy trong mot ndi hip & nhigt @6 121°C trong 20 phit @& thuc hién qua
trinh chiét nuée nong san pham tre 1én men. Dich chiét nude nong duge quay ly tm dé thu

hdi chét ndi trén bé mit, theo cach d6 thu dugce chat chiét tir tre dugc 1én men (4). Chét ndi
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trén bé mat nay duoc st dung dé thir nghiém sy kich thich mién dich. Hon nita, 1mL chét
ndi trén b3 mit thu thap duge duge 1am bay hoi dén khd bang cach sir dung mot thiét bi bay
hoi ly tAm, va sau d6 ndng do cta chét chiét tir tre dugc 1én men (4) trong chét ndi trén bé

miit duoc tinh todn dua trén khi lugng kho thu dugc.
Vidu5
Thir nghiém hoat tinh chitc ning mién dich

Vé thir nghiém hoat tinh chirc néng mién dich, thir nghiém hoat tinh thic déy mién
dich tyr nhién dugc thuc hién béng céch sir dung sy co co cia con tam nhu mot vat chi thi.
Cu thé, phuong phép thir nghiém nay dwa trén nhitng kham pha sao cho khi mAu thir nghiém
duoc ding cho 4u tring holometabola ching han con tim, sur co co dot ngdt xay ra néu mét
chét dAn truyén thin kinh c6 mat trong méau tht, tuy nhién, mot chét c6 hoat tinh kich hoat
chirc néng mién dich bim sinh duge ding cho 4u tring holometabola, su co co chdm (su co
co tién trién chdm) mét khoang 10 phut @ hoan thanh qua trinh dién ra. Thir nghiém duogc
thue hién nhu sau bang cach st dung chét chiét tir tre dugc 1én men (3) thu dugc trong vi du

3 va chét chiét tir tre dugc 1én men (4) thu dugce trong vi du 4 lam mau thtr nghiém.

Su co co tién trién chdm cta con tam dugc do nhu sau (xem Hamamoto H.,
Kamimura M., Sekimizu K., J. Biol. Chem., 2008, 283(4), pp,2185-91). Mau thir nghiém
(50 pL) dugce tiém theo dudng thé khoang vao mot mau co da bi cét ro1 dAu ctia con tam 5
ngay tudi, chidu dai co thé ctia con tim dugce do, va sau do gia tri 16n nhét ctia gi4 tri co co
(Giatri co, gid tri C = ([chidu dai trude khi co (trude khi tiém)] - [chiéu dai sau khi co (sau
khi tiém)])/[chidu dai truée khi co]) (khoang 10 phit sau d6) dugc tim thay. Cée mAu thir
duoc pha lodng bing cach pha lodng theo chudi ndi tiép dén céc ndng dd dugc xac dinh
fruée bing nuée mudi sinh 1y 0,9% nhuw duoc thé hién trong bang 1 dudi day. Gid tri C duge
do dbi véi mdi chit pha lodng. Hoat tinh co co tién trién cham trong truong hop gid tri C =
0,15 duoc xéc dinh 14 1 don vi, lugng mdi mau thir ma cho gid tri C = 0,15 duoc tim thay tir
dudng cong d4p tmg liéu luong thu duge, va do d6 hoat d9 trén mdi mg clia mau thir duge
tinh toan. Hon nita, S0pL nudc mubi sinh 1y dwoc sit dung 1am ddi ching &m, va 0,2mL

khong khi dugc sir dung lam d6i chimg dwong. Két qué dugc chi ra trong bang 1 dudi day
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va Fig. 2. Fig. 3(a) thé hién két qua ctia chit chiét tir tre dugc 1én men (3), va Fig. 3(b) thé

hién két qua clia chét chiét tir tre duoc 1én men (4).

Béang 1
2 1A Tri sb co co ! % ,
Mau thir nghiém (Vi du) Tll 1¢ pha , L“‘-’;’f‘{ mau thi
oang (tri s C) nghiém (pg)
Péi chirng 4m (NaCl 0,9%) - 0,00 -
Péi chimg duong (khéng khi) - 0,41 -
1/1 0,21 750
ChAt chiét tur tre duwoc 1én men (3) 1/4 0,03 190
(nong d: 15 mg/mL) 116 0.00 47
1/64 0,00 12
1/1 0,17 550
Chit chiét tur tre dugc 1én men (4) 12 0,11 280
(ndng d6: 11 mg/mL) 1/4 0.09 140
1/16 0,00 34

Vidusoséanh 1

San xuit dung dich tre 1én men lactic dé thir nghiém hoat tinh chirc nang mién dich

San phém tre 1én men (1kg) thu dugc trong vi du 1 duoc bd sung vao mdt thing nhyra
¢6 dung tich 10L, 20g bot than tre va 6g enzym papain duoc b sung va sau d6 hon hop
duge trdn 1An. Hon nita, 8L nude dugc rét vao, mot c4i ndp dugc day trén thung, va sau do
san pham dugc d& yén dusi moi truong & nhigt o 25°C trong 14 ngay. Sau 14 ngay, hdn
hop bén trong thing duoc loc dé thu hdi dich loc (khoang 8L) 1a dung dich tre 1én men lactic.
Mudi (10) mL dung dich tre 1én men lactic dugc 14y ra, pH dugc do bang gidy thit pH va sau
d6 duoc trung hoa bang dung dich NaOH. Hon nita, ImL dung dich tre 1én men lactic dugc
lam bay hoi dén kho biing céch sit dung thiét bi bay hoi ly tam, va sau do ndng do ctia thanh

phan thu dugc trong dung dich tre 1én men lactic duoc tinh toan dya trén khéi lugng kho.
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Thir nghiém hoat tinh chirc néng mién dich twong tu v&i thir nghiém trong vi du 5 duge thuc
hién bang cch st dung dung dich tre 1én men lactic lam mAu thir. Két qua dugce chi ra trong

Béng 2 dudi ddy va Fig. 4.

Béang 2
M3au thtr nghiém Ti 1& pha Tri s6 co co Luong miu thir

(Vi du so sanh) lodng (tri 56 C) (1g)

Péi chung am (NaCl 0,9%) - 0,00 -

Péi chung duong (khong khi) - 0,41 -
1/1 0,01 800

Dung dich tre 1én men lactic (ndng

d6: 16 mg/mL) 1/4 0,00 200

1/16 0,04 50

Nhu duoc thé hién trong Bang 1, ndng do ctia chét chiét tir tre dugc 1én men (3) 14 15
mg/mL, vi néng d¢ cua chét chiét tir tre dugc 16n men (4) 12 11 mg/mL. Hon nita, hoat tinh
chirc ning mién dich cta cac chét chiét xudt nay dugce do. Cac duong cong dép Ung liéu
lrong quan sat thiy nhu thé hién trong Fig. 3, tiét 16 ring cac chét chiét tir tre dugc 1én men
theo sang ché c6 hoat tinh thic diy mién dich ty nhién. Hoat do riéng cia chét chiét tir tre
duge 1én men (3) 14 2,1 don vi/mg, va hoat do riéng cua cht chiét tir tre dugc 1én men (4) 1a
2,7 don vi/mg. Mit khac, trong trudng hop clia dung dich tre 1én men lactic dugc md ta
trong vi du so sanh, khong quan sat thdy duong cong dap ing lidu Iwong nhur thé hién trong
Fig. 4, va khong quan sat thay hoat tinh thic dy mién dich tu nhién. Nhiing két qua nay da
tiét 16 rang chét chiét tir tre duge 1én men thu dugc bang cach cho san phém tre 1én men vao

qué trinh chiét nudc néng c6 hoat tinh kich thich mién dich.
Vidub6
San xudt chit chiét tir tre dugc 1én men (5)

San pham tre 1én men (10g) thu dwgc trong vi du 1 duoc tao huyén phtl trong 100mL

-19-



36178

nuée mudi sinh Iy vo tring (NaCl 0,9%). Chét huyén phu dugc xir Iy trong mot ndi hép &
nhiét do 121°C du6i 4p suét khi quyén trong thoi gian tir 2 dén 20 phut dé thuc hién qua
trinh chiét nuéc néng san phim tre 1én men. Dich chiét nuée nong duge quay ly tim dé thu
hdi chit ndi trén bé mit va sau d6 duge 1am bay hoi dén kho bang cach sir dung mot thiét bi
bay hoi ly tdm, dé thu dugc 440mg chét chiét tir tre duoc 1én men (5) dang bot. Hon nita,
lwong sacarit trong chét chiét tir tre dugc 1én men (5) thu duoc dugc dinh luong bing
phuong phap phenol axit sulfuric. Vi vy, luong sacarit duoc tim thiy chiém 7% khéi luong

ctia chat chiét tir tre duoc 1én men (5) (xem Béang 4).
Vidu7
San xuét chét chiét tir tre dugc 1én men (6)

San phém tre 1én men (10g) thu dugc trong vi du 1 dugc tao huyén pht trong 100mL
nude mudi sinh 1y vo tring NaCl 0,9%). Chét huyén phu dugc xir Iy trong mot ndi hip &
nhiét do 121°C du6i 4p suét khi quyén trong thoi gian tir 2 dén 20 phut dé thue hién qua
trinh chiét nuée néng san phim tre 1én men. Dich chiét nudc néng duge quay ly tdm dé thu
hdi chét ndi trén bé mit. D& thu hdi chét ndi trén bé mit, 95% etanol dwoc bd sung. Etanol
duoc bd sung cho dén Kkhi etanol dat dén ndng do cudi ciing 13 68%. Chét két tta tao ra dugc
thu hoi va sau d6 duge séy kho, theo cach d6 thu duge 27mg chét chiét tir tre duoc 1én men
dang bot (6). Hon nita, luong sacarit thu dugc trong chét chiét tir tre duoc 1én men (6) dugce
dinh luong bang phuong phap phenol axit sulfuric. Vi vay, lwgng sacarit dugc tim thay

chiém 52% khéi lugng cta chét chiét tir tre dugc 1én men (6) (xem Bang 4).
Vidu8

Thir nghiém hoat tinh chitc ning mién dich ddi v6i céc chat chiét tir tre duoc 1én men (5) va

(6)

Thir nghiém hoat tinh chirc nang dugc thuc hién bing phwong phép tuwong tur nhu
trong vi du 5 str dung chét chiét tir tre dugc 1én men (5) va chét chiét tir tre duoc 1én men (6)
thu dugc trong vi du 7 va vi du 8 lam mau thir. Két qua duge chi ra trong Bang 3 dudi day

va Fig. 5. Fig. 5(a) thé hién két qua cta chét chiét tir tre dugc 1én men (5) va Fig. 5(b) thé
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hién két quéa ctia chit chiét tir tre dwoc 16n men (6).

Béng 3

MAu thtr nghiém (Vi du) T‘l 1€ pha Gia tri co co (gié tri C)

odng

DPbi ching 4m (NaCl 0,9%) - 0,00

Déi chirng duong (khéng khi) - 0,35

1/1 0,26

Chét c}liét tir tre dugce 1én men (5) 1/4 0,08

(chiét nudc néng nho ndi hap) 116 0.07

1/64 0,00

1/4 0,32

1/16 0,23

Chit chiét tir tre dugc 1én men (6) 1/64 0,36

(chiét nudc noéng + két tha bang

etanol) 1/256 0,07

1/1024 0,04

1/4096 0,07

Hoat tinh chirc ning mién dich cta cac chét chiét tir tre duoc 1én men thu dwoc trong
vi du 6 va vi du 7 duoc do. Cac dudng cong dap tmg liu luong thé hién trong Fig. 5 d&
duoc quan sat théy, bdc 16 réng céc chét chiét tir tre duoc 1én men theo séng ché c6 hoat tinh
thic ddy mién dich tw nhién. V& gia tri hoat d¢ riéng dugc tim thiy tir cac dudng cong dap
ting liéu luong nay, gié tri cta chét chiét tir tre duoc 1én men (5) 1a 7,3 don vi/mg, va gia tri
cta chét chiét tir tre dugc 1én men (6) ma da trai qua budc tao thanh chét két tiia bang etanol
14 230 don vi/mg (xem bang 4). Cac két qua nay thé hién ring cac chat chiét tir tre dugc lén
men thu dugc bing cach cho cac sin pham tre 1én men vao chiét nuéc néng 6 hoat tinh
kich thich mién dich, thanh phan c6 hoat tinh kich thich mién dich dugc cd dic boi sy hinh
thanh két qua béng etanol hodc c6 thé thu duoc theo cach chon loc, va chét chiét tir tre duoc

1én men (6) trai qua budc tao thanh két tha tao ra hoat tinh kich thich mién dich & mirc do
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cao hon. Hon nita, nhu duge thé hién trong bang 4 dudi ddy, ham luong sacarit ciia chat
chiét tir tre duge 1én men (6) ting 1én dén 52% khdi hwong. Nhur ¢4 mo ta & trén, hoat d9
riéng tang 1én, vi ham lwong sacarit ting 1&én. Theo do, polysacarit chira trong chét chiét tir tre
duoc 1én men dugc coi 1a mot trong nhitng thanh phén hoat tinh c¢6 hoat tinh kich thich mién
dich.

Béang 4
Tér}g Khéi i Téng Hoat dd
% , . khoi lugng Phéan tram hoat riéng
Mau thir nghi¢m lugng sacarit sacarit (%) tinh (don
(mg) (mg) (donvi) | vi/mg)
Chit chiét tir tre dwoc 18n
L men(®) 440 31 7 3200 7,3
(chiet nuéc néng nhd ndi
hap)
Chét chiét tir tre duoc 1én
men (6)
(chiét nuée nong + két taa | > 14 >2 6200 230
béang etanol)

Vidu9
San xuét chét chiét tir tre duoc 1én men (7)

San pham tre 1én men (1kg) thu dwoc trong vi du 1 dugc b sung vao binh phan ting
d& dun nong hdi luu, 10L nude duge rét vao, va sau d6 qua trinh chiét nu6e néng dugce thuc
hién & nhiét do 100°C bing cach gia nhiét dudi dong hdi luu. Thoi gian phan tmg dugc cai
dit dén 120 phut. Sau khi hoan thanh phan tmg, hon hop trong binh phan ting duoc loc dé
thu hoi khoang 9L dich loc. Dich loc duge co dédc khoang 10 1an, dé tao ra dung dich co déc.
B4 sung etanol 95% duoc bd sung vao dung dich ¢d dac. Etanol dugc b6 sung cho dén khi
etanol dat duoc ndng do cudi cling bing 70%. Dung dich hon hgp duge loc. Do d6 chét két
tia tao thanh dugc thu hdi va sau d6 duoc sy kho, theo cach d6 thu dugc chét chiét tir tre

duogc 1én men dang bot (7).
Vidu 10
Thit nghiém d4p tmg mién dich bang cach sir dung céc té bao 14 lach & chudt
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Céc té bao 14 lach dugce thu hdi tir chudt C57B6, va sau d6 duge didu chinh sao cho cac té
bao 14 lach c6 mit trong méi trudng chit 16ng RPMI-1640 & ndng dd 5 x 10 té bao/mL.
Chét chiét tir tre duoc 1én men (7) dugc tao ra trong vi du 9 dwoc sit dung lam mau thir. Hon
nita, vi chit chiét xudt bat ngudn tir san phadm ti nhién thudng chita LPS, ¢6 hay khong sy
san sinh xytokin boi chét chiét tir tre duoc 1én men theo sang ché 1a do LPS dwoc x4c dinh
bang cach sir dung lipopolysacarit (LPS) 1am mAu d so sanh. Chét chiét tir tre duoc 1én men
(7) duge bd sung vao cac té bao 14 lach & chudt C57B6 (5 x 10° t& bao/mL) theo cach dé dua
ndng do cubi cling bang 2 pg/mL, 5 pg/mL va 10 pg/mL, va sau d6 céc té bao dwoc nudi
cdy trong vong 48 gio. Tuong tu, LPS dugc b6 sung vao céc t bao 14 1ach & chudt C57B6 (5
x 10° t€ bao/mL) theo cach d& dua ndng do cudi cling bang 0,1 ug/mL, va sau d6 cac té bao
duoc nudi cly trong vong 48 gio. Sau 48 giy nudi cdy, s6 Iugng IL-12 (p70) va IFN-y san
sinh ra trong mdi trudong duge do bing phuong phap ELISA. Két qua vé s6 luong IL-12
(p70) da sinh ra dugc thé hién trong Fig. 6, va két qua v& sb luong IFN-y d4 sinh ra duoc thé
hién trong Fig. 7. Nhu d4 thé hién trong Fig. 6 va Fig. 7, chét chiét tir tre duoc 1én men theo
sang ché duoc tiét 10 13 gy ra su san sinh IL-12 va IFN-y. Hon nita, cac té bao 14 lach ma
LPS duge bd sung vao d6 duge quan sat thdy 1a khong san sinh ra ca IL-12 va IFN-y, goi y
ring sy san sinh xytokin dugc giy ra boi chét chiét tix tre duoc 16n men theo sang ché khong
phai 1a do LPS, ma do sy hoat dong cua céc thanh phan khac ngoai LPS c¢6 cha trong chét

chiét tir tre dugc 1én men.
Kha nang (g dung trong cong nghiép

Chét chiét tir tre duoc 1én men theo sang ché duoc st dung lam thirc an va d6 udng,

va dugc phém, cling nhu 1a trong Iinh vyc thire &n chan nu6i hodc nudi trong thiy san.
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Yéu ciu bao h
L. Phuong phép san xuét chét chiét tir tre duoc 1én men, bao gdm:
budc nghién 13 nghién tre dé thu dugc bot tre,
buéc 1én men 13 18n men bot tre v6i vi khudn axit lactic dé thu duoc san phém tre d4 1én men,
va
bude chiét 13 cho san pham tre d4 1én men vao qué trinh chiét nudc néng, khac biét & chd
qua trinh chiét nuée nong dugc thue hién dudi diéu kién nhiét d6 ndm trong khoéang tir 80°C
dén 130°C va 4p suét nim trong khoang tir 0,1 MPa dén 0,3 MPa & thu dugc chat chiét.

2. Phuong phép san xuét chat chiét tir tre durgc 1én men theo diém 1, con bao gdm budc
tao két tha béng cach bd sung rugu vao chét chiét hodc dung dich c6 dic cia nd dé thu dugc

chét két taa.

3. Phuong phép san xuét chit chiét tir tre dugc 1én men theo diém 2, trong d6 trong
bude tao két ta, ruou dugc bd sung sao cho rugu ndng do cudi cling nam trong khoang tir

60% khéi lwong dén 80% khéi luong.

4. Phuong phép san xuét chit chiét tir tre dugc 1én men theo diém bét ky trong sb céc

diém tir 1 dén 3, trong d6 tre 1a than tre.

5. Thuce phém dé kich thich mién dich, chtra thanh ph?m hoat chét 13 chét chiét tir tre
duoc 1én men c6 thé thu dugc qua cac budc, theo thir tw, budce nghién 14 nghién tre dé thu
dugc bot tre, bude 1én men 1a 1€én men bot tre voi vi khuén axit lactic dé thu dugc san phém
tre da dugc 18n men, va budc chiét 14 cho san phim tre d4 1én men vao qua trinh chiét nude
nong, khac biét & chd qu4 trinh chiét nue nong duoc thuc hién dudi diéu kién nhiét d6 nim
trong khoang tir 80°C dén 130°C va ap suét ndm trong khoang tir 0,1 MPa dén 0,3 MPa aé
thu duoc chit chiét.

6. Thuc phim @ kich thich mién dich theo diém 5, chira thanh phan hoat chét 1a chat chiét
tir tre duge 16n men c6 thé thu duge qua cac bude nhu duge xac dinh theo diém 1, va ngoai
ra bude tao két tiia 14 bd sung rugu vao chét chiét hoic dung dich cb dic ctia né dé thu dugc

chét két toa.
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7. Chét dé kich thich min dich, chira thanh phan hoat chét 1a chét chiét tir tre duoc lén
men c6 thé thu duoc qua cac bude, theo thir twr, buéc nghién 1a nghién tre dé thu durgc bot tre,
buédc 1én men 12 1én men bot tre v6i vi khudn axit lactic dé thu duge san phém tre da duoc
1én men, budc chiét 13 cho san phadm tre d4 1én men vao qua trinh chiét nu6c néng dé thu
duoc chat chiét, va budc tao két tia 12 bd sung rugu vao chét chiét hodc dung dich cd dac
ctia n6 dé thu duoc chét két tha, khac biét & chd qua trinh chiét nude néng dugc thuc hién
dusi didu kién nhiét do nim trong khoang tir 80°C dén 130°C va 4p suét ndm trong khoang
tir 0,1 MPa dén 0,3 MPa.
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 5

(a)

/ .
[}
®
o v o v [} wv () ) [
I o A ISt Q — — < <
= o o o o S = o <

0 09 09 i} Bl

160

10

MAU (uL)

0,1

0,01

100

10

P

MAU (uL)

—
. /
1)
S
@
p—
<
o <
o “ o e =3 s} = v b
x . A N ISR — — =1 (=%
= =) f=} o (=) oS o S (=]

(b)

000001 ElD

-20-



36178

5/5

Fig. 6
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