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(57) Sang ché dé cap dén té bao hoic gibng cdy té bao ndm men Yarrowia lipolytica hoic

chiét pham cua nd chta L-hydroxyprolin, trong d6 ty 1¢ cua luong (pg/mL) L-

hydroxyprolin trén tong luong (ng/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu dugc

xac dinh theo cong thire (100 x Hyp/(Pro + Hyp)) nam trong khoang tur 35 dén 100. Ngoai
ra, sang ché con dé cap dén phuong phap san xuat L-hydroxyprolin va ché phim ting
cuong L-hydroxyprolin.
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Linh vuc k§ thuat dwoc dé cip

Sang ché @& cap dén té bao hodc gibng cdy té bao nAm men hoic chiét phim
ctia no chtra L-hydroxyprolin, va phuong phdp san xuat L-hydroxyprolin. Sang ché
ciing dé cap dén thuc phdm hodc dd udng, my pham, nguyén lidu thd dung cho m¥
phim va ché phim ting cudng L-hydroxyprolin, mdi ché phdm nay déu chira té bao

hodc giong cdy t€ bao ndm men hodc chict pham cua no.
Tinh trang ky thuit clia sang che

L-hydroxyprolin (hydroxy-L-prolin) 1a axit amin gdm c6 L-prolin v6i nhom
hydroxy gin vao nguyén tir cacbon & vi trf 4. Tac dung c6 loi ctia L-hydroxyprolin bao
gdm thiic ddy su tao colagen trong nguyén bao soi, thiic day su sinh truéng cta té bao
bidu bi, tac dung gitt 4m cao hon hodc twong dwong tic dung cla gitr am colagen,
chéng 130 héa cho da, do hép thu qua da cao hon so v&i tripeptit, tic dung giam nép
nhan va tac dung gidm viém da do di tng. L-hydroxyprolin an toan d6i voi co thé
nguoi va co thé dung trong thuc pham hodc dd ubng, my pham, thudc va cac san phim

khéc. Vi vay, L-hydroxyprolin rit c6 loi.

Mic du L-hydroxyprolin c6 thé duoc san xuit bing cac phuong phap tong hop
hitu co, nhung cac phuong phap san xuét bang cach str dung vi sinh vt cling da dugc
nghién ctru. Vi dy, tai li€u sang ché 1 boc 10 phuong phép san xuét cis-4-hydroxy-L-
prolin bao gdm budc dua polynucleotit ma héa L-prolin cis-4-hydroxylaza cé ngudn
gdc tir Mesorhizobium loti vao té bao chii, nudi cdy thé bién nap thu duge trong mdi
truomg dé nd san xuét va tich lily cis-4-hydroxy-L-prolin trong gibng cdy va thu hoi

cis-4-hydroxy-L-prolin tur gidng ciy nay.
Danh muc tai liéu trich din
Tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: JP 5506668 B
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Béan chét k§ thuit ciia sang ché
Vin dé k¥ thuat

NAm men 1a vi sinh vat d3 duoc st dung tir 14u trong nhiéu ung dung cong
nghiép khac nhau trong linh vuc thuc phdm va do ubng. Té bao hoic gidng cay té bao
nim men hodc chiét phdm ctia n6 ma ¢6 chira L-hydroxyprolin c6 thé hiru dung dé lam
nguyén liéu thd dung cho my pham, thue pham hoic d6 udng va céc san pham khac
ma duoc du doan 1a s& thé hién céc tdc dung c6 loi ctia L-hydroxyprolin. Tuy nhién,
ndm men tich lfiy L-hydroxyprolin trong té bao hodc gidng cy té bao clia nd van con

chua duoc béao céo.

Muc dich chinh ctia sang ché 1a & xuét té bao hodc gidng cdy té bao nim men
hodic chiét pham ciia n6 chira L-hydroxyprolin, viéc img dung nd va phuong phap san
xudt L-hydroxyprolin.

Giai quyét van dé

Céc tac gia sang ché d3 thuc hién cdc nghién ciru sau dé giai quyét van dé néu
trén va da phat hién ra rang ndm men Yarrowia lipolytica tich iy L-hydroxyprolin
trong té bao hoic gidng cdy té bao cua né khi dugce nudi céy hiéu khi. Céc tac gia sang
ché ciing phat hién ra rang trong té bao hoic gidng chy té bao Yarrowia lipolytica thu
duoc hodc chiét phim thu duge cua né ma chira L-hydroxyprolin, ty 1€ cua lugng L-
hydroxyprolin trén téng lugng L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu duogc xéc
dinh béi cong thiae (100 x Hyp/(Pro + Hyp)) ¢o thé ndm trong khoang gié tri cu thé.
Cac tac gia sang ché ciing da thyc hién cac nghién ciru sau hon dya vao cac phat hién
nay dé tao ra séng ché.

Té bao hodc giéng cdy té bao nAm men hodc chiét phim ctia n6 theo sang ché
14 té bao hodc gibng cdy té bao nim men Yarrowia lipolytica hodc chiét phdm ctia no
ma ¢6 chira L-hydroxyprolin, trong do ty 1& cua lugng (ug/mL) L-hydroxyprolin trén
tbng luong (ug/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu dugc xdc dinh boi
cdng thire (100 x Hyp/(Pro + Hyp)) ndm trong khoang tir 35 dén 100.

T6t hon 13, lugng L-hydroxyprolin trong té bao hodc gibng cdy té bao nim

men hogc chiét pham ctia n6 theo sang ché bang 10 pg/mL hodc 16n hon.

Té bao hodc gidng cay t€ bao ndm men hodc chi€t pham cia no theo mot khia
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canh khac cua sang ché 1a t& bao hodc gidng cly té bao ndm men Yarrowia lipolytica
hodc chiét phdm ctia né ma c6 chia L-hydroxyprolin véi luong bang 10 pg/mL hoic

16n hon.

Phuong phap san xuét L-hydroxyprolin theo sang ché bao gdbm bude tich lity
L-hydroxyprolin trong té bao hoic gibng cdy té bao nAm men Yarrowia lipolytica bang
cach nudi cdy hiéu khi nAm men trong moi truong long chira ngudn cacbon va ngudn

nito, trong do ngudn nito chita peptit chira L-hydroxyprolin.

Trong phuong phdp séan xut theo séng ché, 6t hon 1a peptit chaa L-
hydroxyprolin la peptit colagen. Tét hon 1a peptit colagen c6 phén tir lugng trung binh
nim trong khoang tir 1000 dén 10000.

Trong phuong phdp san xuét theo séng ché, t&t hon 12 bude nudi cdy hiéu khi

duoc thue hién trong khoang thoi gian tir 10 dén 100 gio.

Sang ché bao gdm viéc st dung Yarrowia lipolytica d8 san xuit L-

hydroxyprolin.

T6t hon 13, viée st dung theo sang ché bao gém bude tich lity L-hydroxyprolin
trong té bao hodc gidng céy té bao nidm men Yarrowia lipolytica bang cach nudi chy
hidu khi nAm men trong mdi truong léng chura ngudn cacbon va ngudn nito, trong do6
t6t hon 12 ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin.

Khi st dung theo sang ché, tét hon 1a peptit chra L-hydroxyprolin 1a peptit
colagen. Tét hon 13, peptit colagen c6 phén tir lugng trung binh ndm trong khoang tir
1000 dén 10000.

Khi st dung theo sang ché, t6t hon 13 budc nudi chy hiéu khi duge thuce hién
trong khodng thoi gian tir 10 dén 100 gid.

Ché phim theo sing ché chira t& bao hodc gidng chy té bao ndm men hodc
chiét phim ctia no theo séng ché.

Thuc phém hozc dd udng theo sang ché chira té bao hodc gidng cdy té bao
nAm men hoc chiét pham cta n6 theo sang ché.

My phim hogc nguyén ligu tho dung cho m¥y pham theo sang ché chua té bao

hodc giéng cdy t& bao nam men hodc chiét pham ctia no theo sang ché.
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Tét hon 13, m§ phim hodc nguyén liéu thd dung cho m§ phdm theo sang ché
duge dung trong tng dung dugc chon trong sb thuc ddy su tao colagen, thuc day su
sinh truéng cua té bao bidu bi, gitt 4m cho da, chéng 130 héa cho da, ngdn hodc giam
su chay x¢ cua da, cai thién do san chéc cta da, ngin hodc giam nép nhin va giam

viém da do di Ung.

Theo mdt phuwong an, m§ pham hodc nguyén liéu thé ding cho my pham theo
sang ché t6t hon 1a nguyén liéu thd dung cho m¥ phadm va lugng L-hydroxyprolin
trong nguyén liéu thé dung cho m¥y phim tét hon 1a ndm trong khoang tir 5 dén 300

phan tri€u.

M§ pham hozc nguyén liéu thd dung cho my phim theo sang ché tét hon 1a
m§ phim va lugng L-hydroxyprolin trong my phim tét hon 1a nim trong khoang tur

0,01 dén 20 phan triéu. Phan triéu (ppm) nghia la phan triéu theo khéi luong.

Ché phdm ting cudng L-hydroxyprolin theo sang ché chira t& bao hodc gidng
cay t& bao ndm men Yarrowia lipolytica hodc chiét phdm cia né ma c6 chura L-
hydroxyprolin.

Trong té bao hoic gibng cdy té bao niAm men hogc chiét pham cta no trong
ché pham ting cudng L-hydroxyprolin theo sang ché, t6t hon 1a ty 1& cua lugng
(ug/mL) L-hydroxyprolin trén tdng lugng (ng/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin
(Hyp) nhu dugc xé4c dinh theo cong thirc (100 x Hyp/(Pro + Hyp)) nim trong khoang
tir 35 dén 100. Tét hon 13, lvgng L-hydroxyprolin trong té bao hoic gidng chy té bao

nAm men hodc chiét pham ctia n6 bang 10 pg/mL hogc 16n hon.
Hiéu qué ¢6 loi clia sang ché

Sang ché ¢6 thé tao ra té bao hoic gibng céy té bao nAm men hodc chiét phim
ctia n6 ma ¢6 chira L-hydroxyprolin, tng dung ctia n6 va phuong phap san xuét L-
hydroxyprolin. Té bao hodc gibng cdy té bao niAm men hodc chiét phim ciia né theo
sang ché thich hop dé st dung 1am nguyén li¢u tho ding cho thyc phdm hodc do ubng,
m§ phim va c4c san pham khéc.
M& ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 thé hién biéu db tich iy L-hydroxyprolin (Hyp) trong nim men.

Fig.2 thé hién bidu dd tich lity Hyp trong Yarrowia lipolytica dugc nudi cy
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trong cac mdi truong khac nhau ((a): Didu kién 1, (b): Diéu kién 2).

Fig.3 thé hién biéu d tich liiy Hyp trong Yarrowia lipolytica dugc nudi cay
trong 5 ngay trong mdi trudng PD hodc mdi truong PD duoc bd sung 0,125% gelatin

(cOt mau trdng: Moi truong PD chira 0,125% gelatin, c6t mau den: Moi truong PD).

Fig.4 thé hién cac biéu dd tich liiy Hyp trong Yarrowia lipolytica dugc nudi
cdy trong cdc mdi truong YPD c6 céac thanh phan khéc nhau ((a): Tich liiy Hyp
(ug/mL), (b): Luong Hyp trong mdi té bao (ng/mL/OD600)).

Fig.5 thé hién céc biéu db tich lily Hyp, luong Hyb trong mdi té bao va OD600
cta Yarrowia lipolytica dugc nuoi ciy trong cac moi trudng chira pepton hodc peptit
colagen ((a): Tich liiy Hyp (ng/mL), (b): Lugng Hyp trong mdi té bao (ug/mL/OD600),
(c): OD600).

Fig.6 thé hién cac biéu dd tich iy Hyp trong Yarrowia lipolytica dugc nudi
cdy trong didu kién lic hodc dugc nudi cly trong diéu kién tinh ((a): Lugng Hyp trong
mAu moi trudng nudi ciy (trong té bao) tinh theo lugng trén moi truong, (b): Lugng

Hyp trong chét ndi bé mat dich nudi ciy).

Fig.7 thé hién céac bidu dd cta ndng do etanol va ndng do glucoza trong chét
nbi bé mat dich nudi cdy cta Yarrowia lipolytica dugc nudi ciy trong didu kién lic
hodc dugc nudi cdy trong diéu kién tinh ((a): ndng do etanol (% thé tich), (b): ndng do
glucoza (% khdi lugng)).

Fig.8 thé hién céac dd thi HPLC thu duogc bang cach phan tich dung dich axit
clohydric 0,1 N chira dung dich chudn cta hdn hop céc axit amin, hydroxyprolin kiéu
H va L (ndng d6 ctia mdi axit amin: 20 umol/L) ((a): dugc phat hién bang Chl & budce
song kich thich 1a 350 nm va budc séng phat huynh quang 12 450 nm, (b): duge phat
hién bang Ch2 & bude song kich thich 1& 266 nm va budc song phat huynh quang la
305 nm).

MO ta chi tiét sang ché

Trong phan dudi ddy, cac phuong dn cla sang ché s& duge mo ta chi tiét. Tuy

nhién, sang ché khong bi gi¢i han & cdc phuong an nay va céc cai bién thich hop ¢6

thé dugc thuc hién ma khdng nam ngoai pham vi cua sang che.

Trong ban mo ta ndy, cac chi va loai ndm men dugc goi bang cac tén chi va

-6-



39283

loai trong 4n phim "The Yeasts, Taxonomic Study", xuit ban lan tht 5 (Elsevier,

2011).

Té bao hodc gidng cdy té bao ndm men hodc chiét phim ctia n6 theo khia canh
thir nhat clia sdng ché 1a t& bao hoic gidng cdy té bao ndm men Yarrowia lipolytica
hodc chiét phidm cta n6 ma c6 chira L-hydroxyprolin, trong d6 ty 1¢ cua lugng
(ug/mL) L-hydroxyprolin trén tong lugng (ng/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin
(Hyp) nhu dugc xéc dinh theo cong thire (100 x Hyp/(Pro + Hyp)) nim trong khoang
tir 35 dén 100.

Té bao hodc gidng cy té bao nim men hogc chiét pham ctia né theo khia canh
thir hai cta sang ché 1a té bao hodc gibng ciy té bao ndm men Yarrowia lipolytica
hodc chiét pham ctia né ma ¢ chua L-hydroxyprolin v6i lugng bang 10 pg/mL hodc

16n hon.

Sau déy, té bao hogc giong cay té bao nam men hodc chiét pham cia n6 theo
khia canh thir nhét clia sang ché va té bao hodc giong cdy t& bao ndm men hodic chiét
phdm ctia n6 theo khia canh thir hai clia sang ché cling cd thé dugce goi chung 1a t€ bao

hodc giéng cdy t€ bao nam men hodc chiet phdm cta n6 theo séng ché.

Té bao hodc giéng cay t€ bao nam men hodc chi€t pham cua n6 theo sang che

14 té bao hodc giéng ciy t€ bao ndm men Yarrowia lipolytica hodc chiét pham cua nd.

Ném men theo sang ché c6 thé 13 nAm men bit ky thudc Yarrowia lipolytica.

M6t hodc hai hogc nhiéu nam men ¢6 the duoc st dung.

Yarrowia lipolytica c6 thé mua dugc tir cac kho chira khac nhau. Vi du vé kho
chira bao gdm National Institute of Technology and Evaluation (2-5-8 Kazusa-

kamatari, Kisarazu, Chiba, Japan). N6 ¢ thé duogc phén lap tir ty nhién.

Té bao hodc giéng chy té bao n4dm men hoic chiét phdm ctia n6 theo séng ché
chitra L-hydroxyprolin (Hyp). L-hydroxyprolin theo sing ché 12 4-hydroxy-L-prolin.
Trong ban md ta ndy, L-hydroxyprolin chtra trong té bao hodc gidng cdy té bao nim
men hodc chiét phim ctia né 1a L-hydroxyprolin ty do. Luong L-hydroxyprolin hoac
su tich lily cta L-hydroxyprolin trong té bao hodc gibng céy té bao ndm men hoic
chiét phém ctia nd la luong L-hydroxyprolin ty do. NAm men tich Iiiy L-hydroxyprolin

tu do trong té€ bao hogc gidng cay te bao cua n6 van chua dugce bdo céo.
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Trong té bao hogc gibng cy té bao ndm men hodc chiét phdm cua né theo khia
canh thtr nhét clia sédng ché, ty 18 ctia lugng (ng/mL) L-hydroxyprolin trén tdng lugng
(ng/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu dugc xac dinh theo cong thuc
(100 x Hyp/(Pro + Hyp)) ndm trong khoang tir 35 dén 100. Té bao hoac gidng cdy té
bao ndm men hodc chiét phim cia nay n6 thich hop dé st dung lam nguyén liéu tho
dung cho thuc pham hodc d6 ubng, my pham va céc san phim khac ma dugc du kién
14 s& thé hién cac tac dung c6 loi cua L-hydroxyprolin. Sau déy thudt ngit "ty 1¢ cua
lwong (ug/mL) L-hydroxyprolin trén tbng luong (ug/mL) L-prolin (Pro) va L-
hydroxyprolin (Hyp) nhu dwgc xéc dinh theo cong thuc (100 x Hyp/(Pro + Hyp))"
cling ¢c6 thé dugc goi 1a "ty 18 Hyp/(Pro + Hyp)". Lugng L-prolin trong ty 1¢ Hyp/(Pro
+ Hyp) 1a lugng L-prolin ty do chira trong té bao hodc gidng cdy té bao nim men hodc

chiét pham cua no.

Theo mdt phuong an vu tién, té bao hodc gidng chy té bao nAm men hoic chiét
phdm ctia n6 theo khia canh th hai clia sang ché co ty 1& Hyp/(Pro + Hyp) nam trong
khoang tir 35 dén 100.

Tét hon 13, ty 1& Hyp/(Pro + Hyp) nam trong khoang tir 40 dén 100, tot hon
Hita 14 tir 50 dén 100, tét hon nita 13 tir 60 dén 100, con tét hon nita 1a tir 70 dén 100,
con tt hon nira 1a tir 80 dén 100, dic biét tdt hon 1a tir 90 dén 100. Té bao hodc gibng
céy té bao n4dm men hoic chiét phdm cta né véi ty 1€ Hyp/(Pro + Hyp) nhu vay cé
ham luong Hyp cao va vi vay ddc biét thich hop dé str dung lam nguyén liéu thd dung
cho thuc phim hoic dd ubng, m§ phim va céc san phim khac ma duge du kién 1a sé&

thé hién céc tac dung c6 lgi cia L-hydroxyprolin.

Trong té bao hodc giong cay te bao nam men hodc chiét pham cua no6 theo khia

canh th{r hai cuia sang ché, luong L-hydroxyprolin bang 10 pug/mL hodc 16n hon.

Tt hon 13, lugng L-hydroxyprolin trong té bao hoic giéng cdy té bao nim
men hodc chiét phim cua n6 theo khia canh thir nhét cua sang ché bang 10 pg/mL
hodc 16n hon. Té bao hoic gidng chy té bao n4m men hodc chiét pham cta nd ma cé
chira L-hydroxyprolin v6i lugng nim trong khoang gié tri néu trén thich hop dé st
dung lam nguyén liéu thd dung cho thue phim hodc d6 ubng, my pham va c4c san

phim khic ma dugc dy kién 1a s& thé hién céc téc dung co lgi cuia L-hydroxyprolin.

Tét hon nita 13, luong L-hydroxyprolin trong té bao hoic giéng cy té bao nam
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men hodc chiét phdm ctia n6 theo sang ché bang 15 pg/mL hodc 16n hon, t6t hon nira
1a 17 pg/mL hodc 16n hon, tdt hon nita 1a 20 pg/mL hodc 16n hon, tdt hon nira 1a 30
ug/mL hodc 16n hon, t&t hon nita 1a 40 pg/mL hodc 16n hon, t5t hon nita 1a 50 pg/mL
hodc 16n hon, t&t hon nita 1a 70 pg/mL hodc 16n hon, t&t hon nira 1a 100 pg/mL hodc
16n hon, t&t hon nira 14 150 pg/mL hodc 16n hon, dac biét tdt hon la 200 pg/mL hodc
1én hon, dic biét tot hon 1a 250 pg/mL hodc 16n hon, ddc bigt tdt hon 12 300 pg/mL
hodc 16n hon, dic biét tét hon 1a 400 pg/mL hogc 16n hon, ddc biét tt hon la 450
ng/mL hodc 1én hon, dic bi€t t5t hon 1a 475 pug/mL hodc 16n hon, tdt nhat 1a 500
ug/mL hodc 16n hon.

Gi6i han trén cua lugng L-hydroxyprolin trong té bao hodc gidng cdy té bao
ndm men hodc chiét phém cta n6 khong bi gidi han. T6t hon 13, luong nay 1a 16n nhét
¢6 thé, nhung thuong bang 6000 pg/mL hodc nho hon va c6 thé bang 3000 pg/mL
hodc nho hon hozc 2000 pg/mL hodc nho hon.

Sang ché gitip c6 thé tao ra té bao hodc gidng céy té bao nAm men hogc chiét
phdm cta no, trong do6 lugng L-hydroxyprolin ¢6 ngudn gbe tir té bao hoic giéng cay

té bao nam men ndm trong khoang néu trén.

Luong (pg/mL) L-prolin va luong (ng/mL) L-hydroxyprolin trong té bao hodc
gibng cy té bao nidm men hodc chiét phim cta né ¢6 thé duoc xac dinh bing sdc ky
long hiéu ndng cao (high performance liquid chromatograhy: HPLC). Trong cac
truong hop trong do té bao hodc gidng céy té bao nim men hodc chiét phdm cta né
chira t& bao thi t& bao nay bi phan huy béng cach, vi dy, tu phd v& dudi tic dung cla
nhiét hodc pha vo bang enzym va céac thanh phan té bao duoc gidi phong dugce dung aé
do lugng L-prolin va L-hydroxyprolin. Pé do lugng L-prolin va L-hydroxyprolin va
phan tich HPLC thi cac phwong phap va diéu kién dugc mo ta trong phan Vi du thyc
hién sang ché c6 thé duge st dung. THt hon 1a L-prolin va L-hydroxyprolin duoc dinh
luong bang phuong phép (1) bao gdm budce tao dAn xuit axit amin bang o-phtalaldehyt
(OPA) va 4-clo-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI) theo thtr ty va thuc hién phan tich
HPLC (phat hién & bude song kich thich 1a 503 nm/budc séng phat huynh quang la
541 nm) hodc phuong phap (2) bao gbm budc tao din xuit nhom amin bac mot véi
axit mercaptopropionic va OPA, sau do tao din xuit axit amin bac hai véi 9-
florenylmetyl cloroformat (FMOC) va thyc hién phan tich HPLC (phdt hién & budc
song kich thich 1a 266 nm va bugc séng phét huynh quang 1a 305 nm). T6t hon nita 12
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L-prolin va L-hydroxyprolin dugc dinh luong bang phuong phap (2).

Té bao hoic giong cay té bao nam men hodc chift pham ctia n6 theo sang ché
¢6 thé thu duoc biang cach nudi cay hi€u khi Yarrowia lipolytica trong moi truong long

va tlly ¥ thue hién xt Iy nhu pha v t€ bao.

Tét hon 1a, gibng cdy té bao nAm men chira té bao ndm men va/hodc chit néi
bé mat dich nudi cdy va c6 thé chira cac thanh phén cia té bao nAm men. Té bao ndm
men c6 thé 14 t& bao séng hodc t& bao chét. Vi du vé gibng cy té bao chua té bao nim
men va/hodc chét nbi bé mit dich nudi ciy bao gdm canh trudong nudi céy té bao chtra
té bao nAm men (t& bao dugc nudi chy) va chét ndi bé mit dich nudi cay thu dugce bing
cach nudi cdy hiéu khi nam men; t& bao ndm men thu duge tir canh truong nudi cy té
bao; va chit ndi bé mat dich nudi céy thu duoc béng cach loai bd té bao ra khoi canh
truong nudl cy té bao. Chét ndi bé mit dich nudi cdy clia canh truong nudi cdy té bao
dugce goi don gian la chit ndi bé mat dich nudi cay. Tét hon 13, gidng cdy té bao 1a
canh truong nudi cdy t& bao chira té bao nAm men va chét ndi bé mit dich nudi cay

hodc chat noi bé mat dich nudi cay.

Chiét pham clia té bao hoic gidng cdy té bao thuong chira cac thanh phan té

>4

bao, t6t hon 14 chira cac thanh phdn t& bao va chét ndi bé mit dich nuoi cdy. Vi du ve
chiét pham cta té bao hodc giéng ciy té bao bao gdbm chiét phdm (sén phim phd v& té
| bao) thu dugce bang cach cho té bao hodc gidng cdy té bao (t6t hon 1a canh truong nudi
cy té bao) chira té bao qua bude xur ly pha vo té bao (vi du, xt Iy tu pha v& hodc xu ly
pha v& bing enzym) dé giai phong cac thanh phan cia té bao ndm men vao canh
truong nudi cdy hodc mdi trudong tuong tu; va chiét pham thu dugc bang cach loai bd
cin té bao ra khoi té bao hoic giéng cay t& bao da dugce xr Iy pha vo té bao (san pham
phd v& té bao). Pugc uu tién 1a canh trudng nudi cdy té bao dd duge xir ly pha v& té
bao (san phim pha vo t& bao) hodc chiét phdm chtta céc thanh phin té bao va chét ndi
b& mit dich nudi cay thu duge bing cé4ch loai bo can té bao ra khoi san phim phd vo té
bao.
Nhu dugec mo td & trén, té bao hodc gidng céy té bao nidm men hodc chiét
phim cta n6 theo sang ché thuong duge tao ra bang cach nudi cdy hiéu khi Yarrowia
lipolytica trong mdi trudng long va tiy y cho canh truong nudi cdy té bao chira té bao

nidm men thu dugc va chét ndi bé mat dich nuoi ciy di qua budc xur Iy nhu thu thap va
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phéd v& té bao.

T6t hon 13, L-hydroxyprolin chira trong té bao hodc gibng cdy té bio nAm men
hodc chiét phdm cua no theo séng ché c6 ngudn gbc tir t& bao hodc gidng cy té bao
thu duge bing cach nudi cdy hiéu khi. Tbt hon 13, L-hydroxyprolin chira trong té bao
hodc gibng cdy té bao nim men hodc chiét phdm ctia né theo sang ché gan nhu khong
¢6 trude khi nudi cdy hiéu khi.

Té bao hoic gidng cdy t& bao nAm men hodc chiét phdm ctia n6 theo sang ché
thich hop dé 1am, vi dy, nguyén liéu thd ding cho my pham, thuc phim hogc d6 udng

bao gdm do udng c6 con va cac san pham khac.

Trong té bao hoic gibng cly t& bao nAm men hodc chiét phim cta né theo
sang ché, t6t hon 13 lugng (ug/mL) L-hydroxyprolin chia cho OD600 (ug/mL/OD600)
bing 0,5 hogc cao hon. Sau day, lugng (ng/mL) L-hydroxyprolin chia cho OD600
(1g/mL/OD600) ciing ¢6 thé duge goi 1a trj s6 Hyp/OD600. Tri s&6 Hyp/OD600 cang
cao hon chi bao lugng L-hydroxyprolin trong mdi té bao cang 16n. Vi vay, Hyp/OD
600 cang cao cang t6t. Trong té bao hodc gidng céy t& bao nAm men hodc chiét phim
ctia no thi gidi han trén cua tri s6 Hyp/OD600 khong bi gi6i han. Tri s6 nay tét hon 1a
cao nhat c¢6 thé, nhung thuong bang 300 hodc nhd hon. Tét hon nita 1a tri sb
Hyp/OD600 béng 1 hodc cao hon, tot hon 13, vi du, 1 dén 150. Tt hon nita 12 tri s&
Hyp/OD600 bing 25 hodc cao hon, t5t hon nita 12 bang 50 hodc cao hon.

OD la mét do quang. OD chi ra ndng d9 t€ bao. Thong thuong, do hép thu anh
sang nhin thdy OD600 hodc OD660 ¢ bude séng 600 nm hoac 660 nm dugc do (Baio
Jikken Irasutoreiteddo 7 Tsukao Kobo Dekiru Two-hybrid (Biological Experiment
Ilustrated 7, Guide for use of yeast and two-hybrid system), cong bd boi Shujunsya,
2003).

OD600 ding dé tinh tri s& Hyp/OD600 1a do hép thu & bude séng 600 nm ctia
canh trudng nudi ciy t& bao chira t& bio va chét ndi bé mit dich nudi ciy (gibng ciy té
bao chira té bao va chét nbi bé mat dich nuoi céy) dung dé thu duogc té bao hoic giéng
cy té bao hodc chiét pham ctia né.

Cu thé 14, trong cac truong hop trong d6 canh truong nudi cdy té bao ndm men
thu dugc bang cich nudi cdy hiéu khi nidm men trong mdi truong 16ng dugc liy lam

gibng cdy té bao ma khong c6 xi Iy bat ky thi OD600 la do hép thu OD600 cta canh
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truong nudi cdy té bao (gidng cay té bao). Trong cac trudong hop trong do té bao hoic
gibng ciy té bao ndm men hogc chiét phdm cia né 1a chiét phim ctia té bao hodc gidng
cdy té bao thu dugce bang cach giai phong cac thanh phan té bao bang cach pha v té
bao nidm men thi OD600 1a d6 hap thu OD600 cta canh trﬁdng nudi cdy té bao (canh
trrong nudi ciy té bao chira té bao nAm men chua bi phan huy va chét nbi bé mat dich
nudi cdy) dung dé diéu ché chiét pham. OD600 ¢ thé duoc do bang quang phé ké

chang han.

Tét hon 13, t& bao hodc gidng cdy t& bao ndm men hogc chiét phdm ctia n6 theo
sang ché c6 ham lugng etanol bing 1% thé tich hogc nho hon. Té bao hodc gidng cy
té bao ndm men hozc chiét phdm ctia n6 v6i ham lugng etanol bang 1% thé tich hodc
nhd hon dic biét thich hop dé st dung 1am nguyén liéu tho dung cho céc thyce phém
hodc db udng, my pham khac nhau va cac san phim khac. Ham luong etanol cao hon
1% thé tich c6 thé anh hudng khong tdt dén su sinh trudng cia nAm men. Tt hon nita
1a ham lugng etanol cua té bao hoic giéng céy té bao niAm men hodc chiét pham cta
no theo sang ché béng 0,8% thé tich hodc nhé hon, tot hon nita 12 0,5% thé tich hoic

nhd hon. Ham lugng etanol ¢ thé duoc do bing cic phuong phap da biét.

Té bao hoic giéng cay t€ bao ndm men hodc chiét pham cta no6 theo sdng ché

¢6 thé & dang bit ky nhu bt nhéo, huyén phu, chiét pham hodc chit 1ong.

Té bao hoic gidng chy té bao n4dm men hotc chiét phdm ctia n6 theo sang ché,
nhu duge md ta sau day, co thé thich hop dé st dung lam nguyén liéu thé dung cho m§
pham, thuc pham hogc dd ubng va céc san phim khac. Té bao hodc gidng cdy té bao
nidm men hoic chiét phém cua no theo sang ché co thé duoc tao bdt truge khi sir dung

bang cach sdy ching han.

Té bao hoic gidng céy té bao nim men hodc chiét phim ctia n6 theo sang ché
¢6 thé thu duoc bang cach nudi cAy hiéu khi Yarrowia lipolytica trong moi truong 1ong
chira ngudn cacbon va ngudn nito va tily y thue hién xur Iy nhu pha vo té bao. Cu thé 13,
ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin.

Khi Yarrowia lipolytica dugc nudi cy hiéu khi trong mdi trudong léng chira
nguén cacbon va ngudn nito chtra peptit chira L-hydroxyprolin thi L-hydroxyprolin
dugc tich lly trong té bao hodc gidng cly t& bao clia ndm men dé tao ra t& bao hodc

gidng cy té bao nidm men chtta L-hydroxyprolin. Phuong phép uu tién dé san xudt té
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bao hodc gidng cdy té bao ndm men hoic chiét pham ctia n6 theo sang ché hodc dé san
xuét L-hydroxyprolin 1a phuong phap bao gdm budec tich lily L-hydroxyprolin trong té
bao hodc giéng ciy té bao ndm men Yarrowia lipolytica bing cach nudi cdy hiéu khi
ndm men trong mdi truong long chira ngudn cacbon va ngudn nito chtra peptit chira L-

hydroxyprolin.

Phuong phép san xuét L-hydroxyprolin theo sang ché bao gdbm buée tich liiy
L-hydroxyprolin trong té bao hodc gidng cdy té bao nim men Yarrowia lipolytica bing
cach nudi cdy hiéu khi ndm men trong moi trudng long chira ngudn cacbon va ngudn
nito (sau day dugc goi 1a budc tich liy Hyp). Ngudn nito chita peptit chira L-
hydroxyprolin.

Phuong phép san xuat theo sang ché ¢ thé co bude khac bude tich lity Hyp
néu can. Vi dy, phuong phdp san xuét ¢6 thé bao gém mot hoac hai hodc nhiéu budc
nhu buée nudi cdy so bd, budce thu gom té bao va bude pha vo té bao (duwgc md ta sau

day).

Theo phuong phép san xuét L-hydroxyprolin theo sing ché, c6 thé thu dugc té

bao hodc gidng cay t€ bao nam men hodc chiét pham cta nd theo sang ché.

Bude tich 1y Hyp tao ra té bao hodc gibng cdy té bao ndm men chua L-
hydroxyprolin. Trong té bao hodc gidng cdy té bao nidm men thu dugce thi ty 1€
Hyp/(Pro + Hyp) thuong nam trong khoéng tir 35 dén 100. Lugng L-hydroxyprolin
trong té bao hotc gibng cy té bao ndm men thu duoc bang budec tich liy Hyp thuong
bang 10 pg/mL hodc 16n hon. Té bao hodic gidng cdy t& bao niAm men nay c6 thé dung
Jam té bao hodc gidng chy té bao ndm men theo séang ché. Té bao hodc gidng chy té
bao thu dugc ¢6 thé con duge dua qua bude xur Iy nhu xu Iy phén huy néu can dé diéu

ché chiét phim clia t€ bao hodc giong cdy té bao nam men chira L-hydroxyprolin.

Phuong phép san xuét L-hydroxyprolin bao gdm budc tich lity Hyp cling duge
wu tién lam phuong phdp san xuét t& bao hodc gidng chy té bao nAm men hodc chiét
pham clia né theo sang ché. Trong trudng hop sin xuét t& bao hoic giéng cdy té bao
nidm men hoic chiét phdm cta né theo sang ché, budc tich liiy Hyp va cdc phuong an
wu tién coa né 1a gidng véi bude tich Iy Hyp theo phuong phdp san xuét L-

hydroxyprolin va cac phuong an uu tién ctia no.

Nhu d6i v6i phuong phép bd sung Yarrowia lipolytica vao moi truong long
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trong budce tich lily Hyp thi mot lugng nho té bao c6 thé duoc cdy truc tiép va sinh
tredng trong mdi truong 16ng chira ngudn cacbon va ngudn nito. Pé tang nhanh ndng
5 té bao thi vu tién cdy vao canh trudong nudi cdy so bd. Mai truong dé nudi ciy so bd
khong bi gidi han va co thé 12 moi trudong gidng moi truong 16ng dung trong bude tich
lity Hyp (thudng 1a trong moi trudng nudi cdy chinh) hodc moi truong ding cho nam
men da biét. Thoi gian nudi cdy so bo thuong nam trong khoang tur 10 dén 72 gio, tot
hon 14 tr 12 dén 48 gio. Tét hon 13, nhiét d6 nudi cdy so bd ndm trong khoang tr 15°C
dén 40°C. Lugng canh trudng nudi ciy so bd dé dugc cdy thuong ndm trong khoang tr
1/100000 dén 1/2, tét hon la tir 1/1000 dén 1/10, tt hon nita la tir 1/200 dén 1/10, tot
hon nita 12 1/200 dén 1/20 lwong mdi trudng dung trong budc tich liy Hyp. Vi luong
cdy trong khoang néu trén thi Yarrowia lipolytica phat trién nhanh trong bude tich liy

Hyp va vi vdy ¢o thé tich Iiiy hiéu quéa L-hydroxyprolin.

Ngudn nito ciia mdi trudng long ding trong bude tich liy Hyp chura peptit
chira L-hydroxyprolin. Khi Yarrowia lipolytica dugc nudi cdy hiéu khi bang ngudn
nito nay thi L-hydroxyprolin dugc tich liy trong té bao hoidc gidng cdy té bao. Mot
hodc hai hodc nhiéu nguén nito nay co thé dugc st dung. Mot hodc hai hodc nhiéu

peptit chira L-hydroxyprolin cling ¢6 thé duoc st dung.

Peptit chtra L-hydroxyprolin ¢6 thé 1a peptit bat ky chira L-hydroxyprolin lam
axit amin thanh phan. Tét hon 13, né 1a peptit trong d6 L-hydroxyprolin chiém 10%
khéi luong axit amin thanh phan hoic nhiéu hon. Theo mdt phuong én, tdt hon 1a

ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin la peptit chira L-hydroxyprolin.

Ngudn nito chta peptit chira L-hydroxyprolin ¢6 thé thu dugc bing cach, vi duy,
thiy phan protein chira L-hydroxyprolin. Protein chra L-hydroxyprolin ¢6 thé 1a
protein bét ky chtra L-hydroxyprolin lam axit amin thanh phdn. Tét hon 13, no6 1a
protein trong d6 L-hydroxyprolin chiém 10% khdi lugng axit amin thanh phan hodc
nhiéu hon. Protein chtra L-hydroxyprolin uvu tién bao gbm protein tao colagen. Vi du
vé protein tao colagen bao gbm protein thu duge tir md chira colagen nhu co' quan, da,
Véyrvé xuong ca; colagen; va gelatin. Protein tao colagen ¢ thé ¢6 ngudn goc tur
ngudn bét ky. Vi du, protein tao colagen clia dong vét nhu protein tao colagen cta bo,
cua lon hodc cia ca déu c6 thé dugc sir dung thich hop. Protein tao colagen co thé 1a
san phim c6 thé mua duoc trén thi truong. Viéc thuy phan protein chira L-

hydroxyprolin ¢6 thé duoc thuc hién voi enzym bang cac phuong phéap da biét.
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Vi du thich hop vé ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin la pepton ctia
dong vat. Tét hon 1a pepton nay la pepton cta bo, cta lon hodc cia ca, t6t hon nira 1a
pepton clia bo hogc ctia ca. Theo mt phuong an cua sang ché, t6t hon 1a pepton nay

cling 1 pepton thit, pepton co tim hogc pepton gelatin.

Ngudn nito ¢6 thé mua duoc trén thi trudng chtra peptit chira L-hydroxyprolin

kha dung theo sang ché bao gém san phém c6 tén la Peptone (#211677) (Bacto).

Theo mot phuong én, t6t hon 14 peptit chira L-hydroxyprolin la peptit colagen.
Peptit colagen c6 nghia 1a colagen thuy phén va ¢6 thé 1a bit ky trong s6 péptit colagen
duoc didu ché bang cach thiy phan gelatin thu duge bang céch cai bién colagen tu
nhién dudi tac dung cta nhiét, peptit colagen dugc didu ché bang cach thiy phan
colagen ty nhién va san pham duoc cai bién bing héa hoc hodc enzym cua né. Vige
thiy phéan co thé duogc thuc hién béng, vi du, enzym, axit hodc kiém va t6t hon 1a dugc
thuc hién bang enzym. Tbt hon 1a peptit colagen la peptit colagen dugc diéu ché bang
cach thuy phén gelatin thu dugc bang cach cai bién colagen tu nhién dudi tic dung cta
nhiét hodc peptit colagen dugc didu ché bang cach thiy phan colagen tu nhién. Peptit
colagen ¢c0 thé c6 ngudn gbc tir ngudn bat ky. Vi du, peptit colagen ctia dong vat nhu
peptit colagen ctia bo, clia lon hodc cla c4 déu c6 thé duoc st dung thich hop. Dugc
wu tién 1a peptit colagen cia ca. Peptit colagen ¢6 thé 12 san pham c6 thé mua dugc

trén thi truong.

Vi du vé peptit colagen ¢ thé mua duge trén thi truong kha dung theo sang
ché bao gdbm "Collagen Peptide IXOS HDL-50SP" (tén san phdm) (phén tir luong
trung binh 5000), "Collagen Peptide Type S" (tén san pham) (phén tt lugng trung binh
1200) va "Super Collagen Peptide SCP-2000" (tén san phim) (phan t luong trung
binh 2000) tat ca ddu mua duoc tir Nitta Gelatin, "Collagen Peptide P-5000" (tén san
phdm) (phén t&r lvong trung binh 5000) va "Collagen Peptide F-5000" (tén san pham)
(phan tit lugng trung binh 5000) mua duge tir Yasu Chemical Inc. va "Marine
Collagen Oligo CF"(tén san phdm) (phan t&r luong trung binh 900 dén 1100) va
"Marine Collagen Oligo MF"(t€n san phém) (phan tir luvgng trung binh 900 dén 1500)
mua dugc tir Nissho Corporation. Puge uu tién la “Collagen Peptide Type S" (phén tur
luong trung binh 1200) va "Collagen Peptide IXOS HDL-50SP"(phén tir lugng trung
binh 5000).
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Trong cac san pham néu trén, vi du, "Collagen Peptide IXOS HDL-50SP",
"Collagen Peptide Type S", "Collagen Peptide F-5000", "Marine Collagen Oligo CF"
va "Marine Collagen Oligo MF" 1a cta c4. "Collagen Peptide P-5000" va "Super
Collagen Peptide SCP-2000" la cua lon.

Theo modt phuong an wu ti€n cua sang ché, ngudn nito chira peptit chfra L-
hydroxyprolin tdt hon néu 1a peptit colagen (t6t hon nita 1a peptit colagen cua cé)
va/hodc pepton (t6t hon nita 1a pepton cua bo, clia lon hodc cia ca, t6t hon nira 1a
pepton ctia bo hodc cua cd), ddc biét tdt hon 1a peptit colagen. Viéc st dung ngudn nito
chira peptit chira L-hydroxyprolin nay lam ting sy tich liy L-hydroxyprolin trong té
bao hoic gidng cdy té bao ndm men. Pepton c6 thé 1a pepton thit, pepton co tim hodc
pepton gelatin. Mot phuong n uu tién cia phuong phép san xuét L-hydroxyprolin
theo sang ché bao gdm buée tich lity L-hydroxyprolin trong té bao hoic gidng cdy té
bao ndm men Yarrowia lipolytica bing cach nudi céy hiéu khi ndm men trong moi

trurong 1éng chtra ngudn cacbon va peptit colagen va/hodc pepton.

Theo mot phuong an, ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin t6t hon 1a
¢6 phén tr lugng trung binh bé“mg 10000 hodc nho6 hon, vi du, t6t hon 12 nam trong
khoang ttr 100 dén 10000. T4t hon 13, peptit chira L-hydroxyprolin ¢6 phan tir lugng
trung binh bang 10000 hodc nho6 hon, vi du, tdt hon 1a nim trong khoang tir 100 dén
10000. T4t hon 13, peptit chira L-hydroxyprolin ciing c6 phan tir luong bang 10000

hodc nho hon.

Tét hon 1a, peptit colagen c6 phan tir lugng trung binh ndm trong khoang tir
1000 dén 10000. Viéc sir dung peptit colagen c6 phan tir lwgng trung binh nam trong
khoang nhu ngudn nito lam tang sy tich Iy L-hydroxyprolin trong té bao hoic gidng

cay t€ bao.

Phan tir lvong trung binh cua peptit chira L-hydroxyprolin duoc x4c dinh bing
sdc ky loc gel chang han. Phan t& lugng trung binh cta peptit colagen thuong 1& mot
tri s& duge tinh bing phuong phép dugc quy dinh trong "20-2 Average Molecular
Weight" trong "PAGI method: methods for testing photographic gelatin", xuét ban lan
th@ 10. Phan t& luong trung binh cla peptit la phan tir lugng trung binh theo khdi

lugng.

Tét hon nita 1a, phéan tir lugng trung binh cla peptit colagen nam trong khoang
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tr 1000 dén 6000, tdt hon nita 1a tir 1000 dén 5500, ddc biét tét hon 1a tir 1000 dén
5000. Viéc str dung peptit colagen nay lam ngudn nito con lam tdng su tich liy L-
hydroxyprolin trong t& bao hogc gibng cdy té bao. Theo mot phuong 4n, t6t hon nira 1a
phan tr lugng trung binh cla peptit colagen nam trong khoang tr 1000 dén 3000, con
“t6t hon nita 1a tr 1000 dén 1500. Theo mdt phuong an vu tién khac cla sang ché, tbt
hon nita 12 phan t&r luong trung binh ctia peptit colagen ndm trong khoang tr 2000 dén
5500, con tt hon nira 1a tir 3000 dén 5000. |

Trong mdi trudng 1ong, t5t hon 1a ndng do cua ngudn nito chira peptit chira L-
hydroxyprolin ndm trong khoang tir 0,1 dén 10% khéi lugng, t6t hon nita 1a tr 0,25
dén 5% khdi luong, 5t hon nita 1a tir 1 dén 5% khéi luong. Khi ndng do cua nguon
nito nim trong khoang nay thi L-hydroxyprolin dugc tich liy trong té bao hodc gidng
chy té bao. Diéu nay c6 thé tao ra té bao hodc gidng cdy té bao nidm men hodc chiét
phim cta né ma c6 chira L-hydroxyprolin vé&i lugng bang, vi dy, 10 ug/mL hodc 16n
hon va ciing c6 thé tao ra té bao hoic gidng cdy té bao nAm men hodc chiét pham cua
né ¢o ty 1& Hyp/(Pro + Hyp) ndm trong khoang tr 35 dén 100. Tt hon nira 12 ndng do
clia ngudn nito trong moi trudng long nam trong khoang tr 1,5 dén 4,5% khéi lugng,
dic biét tt hon 1a tir 2 dén 4% khéi lugng. La du khi ndng do cta ngudn nito nim

trong khoang nay & thoi diém bat ddu nudi cdy.

Theo mot phuong an, t5t hon 12 ndng d6 peptit colagen hodc pepton trong moi

truong lédng ndm trong khoang néu trén.

Ngudn cacbon khong bi gi6i han. Vi du vé no bao gdm hydrat cacbon hozc
ruou duong nhu glucoza, fructoza, sucroza, rafinoza, manoza, maltoza, galactoza,
manitol, trehaloza, melezitoza, xenobioza, tinh bot, molat, sorbitol, L-sorboza,
glyxerol, etanol va gluxitol; va axit hiru co nhu axit axetic, axit Xitric va axit gluconic.
Mot nguén cacboh ¢6 thé duoc st dung mot minh hodc hai hodc nhiéu nguén cacbon
cling co thé dugc st dung két hop. Tét hon 13 ngudn cacbon 1a sacarit nhur glucoza,
fructoza hodc sucroza, dac bit t5t hon 1a glucoza.

Tét hon 1a ndéng do cla ngudn cacbon trong mdi trudng 16ng ndm trong
khoang tir 0,1 dén 20% khéi lugng, tét hon 1a tir 0,5 dén 15% khdi lugng, tdt hon nita
1a tir 1 dén 10% khdi luong, t6t hon nira 13 tir 1 dén 5% khbi luong, con t&t hon nita 1a

tir 2 dén 5% khdi lugng. Khi ndng do cla ngudn cacbon trong moi truong long bing
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1% khdi luong hodc nhiéu hon thi té bao phat trién nhanh mot cach thuan loi. La du

khi ndng do clia ngudn cacbon nam trong khoang nay & thoi diém bét dau nudi cdy.

Trong phuong phdp san xudt theo sang ché, tot hon la ty 1¢ khéi lugng (C/N)
ctia ngudn cacbon (C) voi ngudn nito chtra peptit chira L-hydroxyprolin (N) nam trong
khoang tir 0,25 dén 20. Ty 1€ khdi lwong C/N nim trong khoang nay s& thuan lgi dan
dén sy tich Iiiy ting cta L-hydroxyprolin trong té bao hodc gibng ciy té bao. Theo mot
phuong an, t6t hon nita 1a ty 1& khdi luong C/N ndm trong khoang tr 0,25 dén 5, tot
hon nita 1a tir 0,3 dén 3. con tét hon nita la tir 0,4 dén 1,5. Ty 1¢ khéi lvgng C/N ndm
trong khodng nay s€ dan dén sy tich lily ting hon nita ctia L-hydroxyprolin trong té
bao hodc gidng cdy té bao. Theo mdt phuong an, vi dy, khi peptit colagen (t5t hon 1a
¢6 phén tor luong trung binh nam trong khoang tir 1000 dén 5000) hodc pepton duge
dung lam ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin (N), thi tdt hon nita 1a ty 1€
khéi lugng C/N nam trong khoang tur 0,25 dén 5, tét hon nira 1a tr 0,3 dén 3, con tdt
hon nita 14 tir 0,4 dén 1,5, dic biét tot hon la tir 0,5 dén 1,3.

Theo mdt phuong an wu tién khac, t6t hon 1a ty 16 khéi lugng C/N cling nam

trong khodng tir 0,5 dén 20.

La dit khi ty 16 khéi lrong C/N ndm trong khoang néu trén & thoi diém bt dau
nudi cdy.

Moi truong 1dng co thé chtra thanh phan khic ngudn cacbon va ngudn nito
chtra peptit chira L-hydroxyprolin. Vi duy, tot hon 1a moi truong long chua chiét pham
nidm men. Chiét phdm ndm men thuong khong c6 peptit chia L-hydroxyprolin va
khéng nim trong ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin. Chiét phdm ndm men
¢6 thé 1a chiét phim nim men bét k¥ ¢6 thé dung d2 nudi cdy ndm men va c6 thé 12 san
phém ¢6 thé mua duoc trén thi truong. Vi du, san phém co tén 1a Bacto Yeast Extract

(#212750) (Bacto) c6 thé duge st dung mot cch thich hop.

Trong truong hop st dung chiét phAm nim men, nodng do cla chiét pham nam
men so v6i moi trudong long t5t hon 1a ndm trong khoang tur 0,1 dén 3% khdi luong, tot
hon nira 14 tir 0.5 dén 3% khéi luong. La dd khi ndng do cua chiét phdm nim men ndm
trong khoang nay ¢ thoi diém bat ddu nudi cay.

Theo mdt phuong an, moi truong long t6t hon 1a ¢6 do pH nam tfong khoang

tir 3 dén 9, tét hon nita 1a 4 dén 9, t&t hon nita 1a cao hon 4 va khong cao hon 9, tbt
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hon nita 1a 4,5 dén 8,8, dic biét tdt hon1a 5 dén 8,7. PO pH cta mdi truong 16ng co6 thé
duoc didu chinh thich hop. Do pH c6 thé dugc didu chinh bing chét axit hogc kiém da
biét. Vi du vé chiing bao gdm axit clohydric, axit sulfuric, axit phosphoric, axit nitric,
axit glutamic, axit axetic, axit butyric, axit lactic, axit formic, axit suxinic, axit maleic,
axit malic, axit oxalic, axit xitric, natri hydroxit, kali hydroxit, canxi hydroxit, nudc

amoniac va natri glutamat.

Nhiét do nuéi cdy tot hon 1a nam trong khoéang tir 15°C dén 45°C, t6t hon nita
12 tir 20°C dén 40°C, con tdt hon nita 1a tir 25°C dén 35°C. Nhiét d¢ nudi cdy trong
khoang nhiét do nay cho phép Yarrowia lipolytica phat trién nhanh lam ting sy tich

liy L-hydroxyprolin trong t& bao hodc gidng ciy té bao.

Budc nudi cdy hiéu khi c6 thé dugc thuc hién bing phuong phép bét ky. Vi du,
mdi truong 16ng duge chy Yarrowia lipolytica c6 thé duoc nudi cdy trong didu kién lic
hodc khudy. Tc do lic hodc khudy khong bi gigi han, nhung t6t hon 1a ndm trong
khoang tir 30 dén 600 vong/phut. Theo mot phuong an, t6t hon nita 13 tde do lac hodc
khudy ndm trong khoang tir 50 dén 600 vong/phut, con t6t hon nita 1a tir 100 dén 600
vong/phut. Theo mdt phwong n uu tién khac, t6t hon nita 1 tde dd 1ic hodc khudy
ndm trong khoang tir 30 dén 500 vong/phit, con t6t hon nita 1a tir 50 dén 300
vong/phut. Vig¢c nudi cdy trong diéu kién IAc hodc khudy vdi toe do nay lam tang thudn
loi su tich Iiy L-hydroxyprolin. Vi¢c nudi cdy trong didu kién lic vdi toe dd & trén
dugc uu tién hon. Néu can, viéc tao bot ¢o thé duoc thuc hién béng khong khi hodc
oxy khtt tring. Phuong phép nudi cly ¢6 thé 1a bét ky trong s6 phuong phap nudi chy
theo mé, nudi cdy ban lién tuc va nudi cdy lién tuc, nhung t6t hon 1a nudi cdy theo mé.

Trong phuong phéap san xuét theo sang ché, viéc nudi cdy tinh c6 thé dugc thuc hién.

Thoi gian nudi ciy khong bi gidi han va c6 the dugce thiét dat thich hop. Vi dy,
budc nudi cdy hiéu khi tét hon 1a dugc thuc hién trong khoang thoi gian tir 10 dén 100
gio. Khi thoi gian nudi cdy nim trong khoang nay thi L-hydroxyprolin dugc tich liy
trong t& bao hodc gidng cy té bao nidm men. Ngoai ra, thu‘ohg ¢6 thé tao té bao hodc
gidng chy té bao nédm men hogc chiét pham cta n6 c6 ty 18 Hyp/(Pro + Hyp) nam trong
khoang tir 35 dén 100 va t& bao hoic giéng chy té bao nim men hodc chiét phdm cta
né ma c6 chtra L-hydroxyprolin voi lugng bang 10 pg/mL hodc 16n hon. Ciing ¢6 thé
tao té bao hodc gidng céy té bao nim men hodc chiét pham ctia n6 c6 ham lwong

etanol thp (vi du, 1% thé tich hodc nho hon). Thoi gian nudi cly ngén hon 10 gid ¢6
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thé dan dén su tich ity thdp ctia L-hydroxyprolin hodc ty 1& Hyp/(Pro + Hyp) nhé hon
35 trong té bao hodc gidng cy té bao nim men hodc chiét phdm thu duoc cia no. Thoi
gian nudi céy dai hon 100 gid c6 thé dan dén ndng do etanol cao hon 1% thé tich trong
té bao hodc gidng cy té bao nam men hozc chiét phdm thu dugc cia n6. Ngoai ra, voi
thoi gian nudi cdy nay thi su nhiém tap s& dé xdy ra hon hodc su sinh mau do sy tu pha
v ¢6 thé xay ra sau khi ndm men chét. Thoi gian nudi céy tot hon nita 13 nam trong
khoang tir 10 dén 80 gid, tét hon nita 1a tir 12 dén 72 gio, tot hon nita 1a tir 20 dén 60
giv, tét hon nita 1 tr 24 dén 55 giv, ddc biét 5t hon 1a tir 24 dén 50 gio. Trong
phuong phéap san xuit theo sang ché, tét hon 1a bude nudi cdy hiéu khi dugc thuc hién
cho dén khi luong L-hydroxyprolin trong té bao hodc gibng cay té bao dat téi 10

ng/mL hodc 16n hon.

Trong phuong phdp san xuit theo sang ché, budc nudi céy hiéu khi thuong
duoc thuc hién nhu 13 qua trinh nudi céy chinh, nhung ciing c6 thé duogc thuc hién nhu
1a qua trinh nuoi céy so bo. Bude nudi céy hiéu khi c6 thé dugc thuc hién trong ca qua

trinh nudi cdy so bd 1an qua trinh nuodi cdy chinh.

Trong nudi cdy hiéu khi, L-hydroxyprolin dugc tich 1y trong t& bao hoic
gibng chy té bao ndm men Yarrowia lipolytica. Gibng cly té bao c6 thé 12 bit ky trong
sb canh truong nuoi céy t& bao chira té bao ndm men va chat ndi bé mat dich nuoi céy,
t& bao ndm men va chit nbi bé mat dich nudi cdy ctia canh truong nudi chy té bao.
Budc tich lity Hyp c6 thé tao ra té bao hoic gidng céy té bao Yarrowia lipolytica chira
L-hydroxyprolin va ¢ ty 1¢ Hyp/(Pro + Hyp) nam trong khoang tir 35 dén 100. Cling
¢6 thé tao ra té bao hoic gidng cdy té bao Yarrowia lipolytica chira L-hydroxyprolin
v6i lugng bang 10 pg/mL hodc 16n hon. Chiét phim cua té bao hodc gidng cdy té bao
ndm men c6 thé thu duoc bang cach, vi du, cho té bao hodc gidng cy té bao ndm men

di qua bude xur ly pha vo té bao.

Theo sang ché, khi diéu ché té bao hodc gibng cy té bao nAm men hodc chiét
phim cua n6 chira L-hydroxyprolin thi, vi du, canh truong nudi cdy té bao chira té bao
nAdm men va chit ndi bé mit dich nudi cdy thu dugc trong budc tich lay Hyp c6 thé
duge ldy lam gidng chy té bao nidm men chra L-hydroxyprolin ma khong can xu ly
khéc bit ky. Theo cach khéc, té bao duoc thu gom tlr canh truong nudi chy té bao ¢b
thé dugc ldy lam té bao hodc gidng chy té bao nAm men hoic chat ni bé mit dich nu6i

cdy thu dugc bang cach loai bo t€ bao ra khoi canh truong nudi cay té bao cé the dugc
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14y 1am gidng céy té bao. Hon nita, t& bao hogc canh trudng nudi chy té bao tuy ¥ c6
thé duge xur Iy pha vo té bao dé giai phong cac thanh phin té bao trong canh trudong
nudi cdy va bang cach nay diéu ché chiét phadm cua té bao hoidc gidng céy té bao. Khi
diéu ché chiét phdm cua té bao hozc gibng cdy té bao thi budc loai bo cin té bao co thé
duoc thyc hién sau khi phé vo t& bao. Té bao hodc gidng ciy té bao hodc chiét pham
cta no tuy ¥ ¢6 thé duge dua qua xtr Iy nhu khir tring hodc gia nhi¢t. Phuong phép san
xudt theo sang ché c6 thé bao gém mot hoidc hai hogc nhidu bude nhu bude thu gom té

bao, budc pha v t€ bao, bude loai bd cin t€ bao va bude khir trung.

Té bao c6 thé duge thu gom tir canh trudong nudi cy té bao bang phuong phép

bét ky. Phuong phap thong thuong nhu phuong phap ly tdm co thé dugc str dung.

Viée pha v té bao ¢6 thé duoc thuc hién bang phuong phap bit ky. Phuong
phap thong thuong ¢o thé duoc st dung nhu phuong phéap tu pha v, phuwong phdp pha
v0 bing enzym hoic phuong phap chiét bang kiém. Cu thé 1, phuong phép tu pha v
duoc uu tién. Theo phuong phap tu pha v, vi du, té bao hodc gibng cy té bao co thé
duoc gia nhiét & nhiét do nam trong khoang tir 40°C dén 60°C trong khoang thoi gian
tir 60 dén 180 phut hogc tir 95°C dén 100°C trong khoang thdi gian tir 5 dén 15 phit.

Cin té bao c6 thé duge loai bo bang phuong phap bét ky. Vi du, né duoc loai

b6 bang phuong phap da biét nhu phuong phap loc hodc ly tam.

Trong truong hop thyc hién khir trung, t6t hon 1a té bao hodc gidng cdy té bao
nidm men hodc chiét phdm ctia né duge gia nhiét ¢ nhiét do nam trong khoang tir 75°C
dén 90°C (tt hon nita 1a 80°C) trong khoang thoi gian tir 45 dén 90 phut (5t hon nita
1a 60 phut). Trong trudng hop trong dé viée loai bo can té bao va khir tring déu duoc

thuc hi¢n thi mot trong s6 chiing ¢6 thé duogc thuc hién trude.

Té bao hodc gidng cdy t& bao ndm men hodc chiét pham cta né thu dugc theo
sang ché va cac phuong an uu tién ctia n6 12 gidng véi té bao hodc gidng ciy té bao
nidm men hodc chiét phdm cta no theo sang ché va cac phuong an uu tién cua no.
Phuong phép san xuét theo sang ché co thé san xuét ra t& bao hodc gidng cy té bao
ndm men Yarrowia lipolytica hodc chiét phdm ctia n6 ¢, vi du, ty 1¢ Hyp/(Pro + Hyp)
ndm trong khoang tir 35 dén 100 va chira L-hydroxyprolin v6i lugng bang 10 pg/mL.
L-hydroxyprolin trong té bao hodc gidng cdy té bao ndm men Yarrowia lipolytica hodc

chiét pham cua né thudng c6 nguon goc tir té bao hodce giong cay teé bao nam men.
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L-hydroxyprolin c6 ngudn gdc tir san pham ty nhién hogc téng hop c6 thé con
duoc bd sung vao té bao hoic gibng céy té bao ndm men hodc chiét phim cta n6 thu
duoc bang phuong phdp theo sang ché. Tuy nhién, theo mdt phuong an wu tién, L-
hydroxyprolin trong té bao hodc giéng cy té bao niAm men hogc chiét pham cua né
gdm L-hydroxyprolin ¢6 ngudn gbe tir t¢ bao hodc giéng chy té bao Yarrowia

lipolytica thu dugc trong budc tich liy Hyp.

Té bao hoic gidng cdy té bao nim men hoaé chiét phdm ctia n6 ma c6 chua L-
hydroxyprolin thu duoc bang cach st dung sdng ché ¢o thé dugc str dung lam nguyén
liéu th6 dung cho thyc pham hodc dd ubng, my pham va céc san pham khéc nhu duge
md ta sau ddy. Phuong phép san xuét L-hydroxyprolin theo séng ché c6 thé bao gdm
bude tinh ché L-hydroxyprolin tir té bao hodc gibng cy t& bao nidm men hoic chiét
phim thu dugc cua nd. L-hydroxyprolin ¢6 thé duoc tinh ché bang, vi du, phuong

phap da biét nhu sic ky cot.

Séng ché bao gdbm budc st dung Yarrowia lipolytica d& san xudt L-

hydroxyprolin.

Yarrowia lipolytica cling thich hop d8 san xuit t& bao hodc gibng cdy té bao
niAm men hodc chiét pham ctia n6 ma c6 chwra L-hydroxyprolin. Trong té bao hoic
gibng cdy té bao nAm men hodc chiét phém cta n6 chtra L-hydroxyprolin, t6t hon 13 ty
1é¢ Hyp/(Pro + Hyp) ndm trong khoéang tir 35 dén 100. Ciing vay, trong té bao hoic
gibng cdy té bao nidm men hodc chiét pham cta n6 chtra L-hydroxyprolin, luong L-
hydroxyprolin t6t hon 1a bang 10 pg/mL hodc 16n hon. Cac phuong an uu tién cua té
bao hoic gibng cdy té bao nidm men hodc chiét phdm cta né chira L-hydroxyprolin
gibng cac phuong 4n uu tién cla té bao hodc gidng céy té bao nidm men hodc chiét

phém ctia n6 theo sang ché.

Tt hon 1 viéc st dung séng ché bao gdm bude tich liy L-hydroxyprolin
trong té bao hodc gidng cdy té bao ndm men Yarrowia lipolytica bang cach nudi chy
hiéu khi nAm men trong mdi trudng long chira ngudn cacbon va ngudn nito.

Ngudn nito tdt hon 14 chira peptit chira L-hydroxyprolin.

Khi tng dung sang ché, peptit chira L-hydroxyprolin t6t hon 12 peptit colagen.
Peptit colagen tdt hon 14 ¢6 phén tir lugng trung binh nam trong khoang tir 1000 dén

10000.
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Khi Utng dung sang ché, nong 4o cla ngudn nito chtra peptit chira L-
hydroxyprolin trong mdi trudng 1ong tdt hon 12 nam trong khodng tr 0,25 dén 5% khdi
luong. Ty 1€ khéi lugng (C/N) cta ngudn cacbon (C) v6i ngudn nito chira peptit chia
L-hydroxyprolin (N) t5t hon 1a ndm trong khoéng tir 0,25 dén 20. Theo mdt phuong an,
tdt hon 1a ty 18 C/N cling ndm trong khoang tir 0,5 dén 20. Khi tng dung sang ché,
budc nudi céy hiéu khi tét hon 1a duogc thuc hién trong khoang thoi gian tir 10 dén 100

LY

gio.

Khi Gng dung sang ché, moi trudong 16ng, ngudn cacbon va ngudn nito chtra
peptit chira L-hydroxyprolin va cdc phuong an uu tién cta no la gidng véi diéu kién
cua phirong phép san xuét L-hydroxyprolin. Diéu kién cia budc nudi cay hiéu khi va
cac phuong an uu tién cua no cling gidng didu kién cta phuong phip san xuét L-
hydroxyprolin. Viéc ing dung sang ché ¢6 thé c6 mot hodc hai hogc nhiéu bude nhu

bude thu gom t€ bao, budce pha v&, budc loai bo t€ bao va budce khir trung néu trén.

Té bao hoic gibng ciy té bao nidm men hodc chiét phdm ctia n6 theo séng ché
¢6 thé duge bd sung vao céac ché phidm khdc nhau nhu m§ pham, thuc phdm hodc )
ubng va duoc pham. Ché phdm chtra té bao hodc giéng cdy té bao nAm men hodc chiét
pham ctia né theo sang ché cling dugc bao gbm béi séng ché. Ché phdm theo sang ché
chi cin chira té bao hogc gibng cdy té bao nAm men hodc chiét phdm cta né theo khia
canh thtr nhit cia sdng ché hodc té bao hodc gibng céy té bao niAm men hodc chiét
pham ctia n6 theo khia canh thtr hai cua sang ché va cling c¢6 thé chira ca hai. Ché
phim chira t& bao hodc gidng cdy té bao nam men hogc chiét phim ctia né theo sang
ché chira L-hydroxyprolin thu dugc tir té bao hogc gidng cdy té bao ndm men hoc
chiét phim ctia né.

Vi du vé Ché pham theo séng ché bao gdbm my phim (ché phdm m¥ phim),
thuc phdm hogc dd ubng (ché pham thuc pham hodc d6 ubng), dugc phdm (ché pham
duoc pham) va thudc khong can ké don (ché phdm thudc khong can ké don). Ché
pham c6 thé 1a nguyén liéu clia chiing. Theo mdt phuong an, tot hon 14 ché phim 1a

m§ phim, thyc pham hodc d6 udng hodc nguyén lidu cia chung.

Trong ché pham theo séng ché, lugng té bao hodc gidng céy té bao ndm men
hogic chiét phém cua n6 khong bi gidi han va co th_é duoc thiét dat thich hop theo loai

va tng dung cua ché pham. Vi du, lugng t€ bao hodc giong cdy t€ bao nam men hodc
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chiét pham ctia n6 tdt hon 1a ndm trong khoang tir 0,00001 dén 50% khéi luong, tot
hon nita 14 tir 0,00005 dén 20% khdi luong, tét hon nita 1a tir 0,0001 dén 10% khdi

lwong chat ran so véi ché pham.

Trong céc truong hop trong do ché pham theo séng ché 1a m§ phdm hodc dugc
pham, thi ché phdm c6 thé & dang liu bit ky nhu dung dich, bot nhdo, gel, chat rdn

hoac bot.

My pham khong bi gidi han. Ché phdm c6 thé 1a chét 1am sach, sita rira mit,
kem dudng da, sita dudng da, kem, tinh diu, thude lam moc téc, dau, gel, dau gdi déu,
chét lam sach téc, dau xa, kem pht, kem nén, son mdi, mau tréng bot trang diém, mat
na, nudc hoa, bdt, nude thom, xa phong tdm, xa phong, phu gia t&m, kem chdng néng

hoac loai twong tu.

M5 phdm hodc nguyén liéu thd dung cho my phéam chira té bao hodc gidng cdy
té bao nam men hodc chiét phim ctia n6 theo sang ché 12 mot phuong an vu tién cia
sang ché. My phém va nguyén liéu thd dung cho my phim ¢6 thé chra thanh phan
khéc t& bao hodc giéng cdy té bao nidm men hogc chiét pham cta né. Chung cé thé
chira cac thanh phan khac nhau ma thuong duoc tron trong my pham. Vi dy, chiing ¢6
thé chira mot luong thich hop dau, nudc hoa, chit hoat dong bé mit, chét gitt 4m, chét
chéng oxy hoa, chit hip thu tia cyc tim, chét bao quan, chét mau, thudc nhudm va chét
twong tu. Ty 1€ tron ciia ching c6 thé dugc chon mdt cach thich hop. Nguyén lidu thd

dung cho m§ phim theo sang ché thich hop dé san xuht m§ pham theo sang ché.

Liéu lugng cia m§ pham ¢6 thé duogc xac dinh thich hgp theo loai my pham va

cac yéu to khac.

My phém hodc nguyén liéu thé dung cho my pham theo sang ché chira L-
hydroxyprolin va vi véy thich hop cho tng dung dugc chon trong s, vi du, thuc day
su tao colagen, thuc ddy su sinh trudng cla té bao biéu bi, gift 4m cho da, chéng 3o
hoa cho da, ngan hodc giam sy chay xé ctia da, cai thién do6 san chic ctia da, ngén hodc
gidm nép nhin va giam viém da do di tng, thich hop hon cho tGng dung duoc chon

trong so: cai thién do sin chic cia da va ngan hodc giam nép nhén.

Lugng té bao hodc gibng céy té bao ndm men hodc chiét pham cta né trong
m§ pham t5t hon 1a nam trong khoang tir 0,00001 dén 10% khdi lwong, t6t hon 1a tu
0.0001 dén 10% khi luong, tot hon nira 1a tir 0,0001 dén 5% khéi luong, tot hon nita
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1 tir 0,001 dén 5% khéi luong, con tét hon nita la tir 0,01 dén 3% khdi lugng, ddc biét
t&t hon 1a tir 0,05 dén 2% khdi lwong chat rin so véi m§ pham. Theo mdt phuong an
wu tién khac, luong t& bao hoic gidng céy té bao ndm men hodc chiét pham cua no
trong my pham t6t hon nita 1a ndm trong khoang tir 0,00005 dén 1% khdi luong, con

t8t hon nita 14 tir 0,0001 dén 0,5% khéi luong chét rin so véi my phém.

Luong té bao hodc gidng cly té bao nim men hodc chiét pham ctia né trong
nguyén li¢u tho dung cho m§y phim tt hon 14, vi du, ndm trong khoang tir 0,001 dén
20% khéi luong, tot hon nita 1a tir 0,01 dén 10% khéi lugng, con tot hon nira 1a tir 0,05
dén 5% khéi luong, dic biét tdt hon 1a tir 0,1 dén 2% khéi luong chit ran so voi
nguyén li¢u thdé dung cho m¥y pham. Lugng L-hydroxyprolin trong nguyén li¢u thd
dung cho my pham t5t hon 13, vi du, ndm trong khoang tir 5 dén 300 phan tridu, tot
hon nita 1a tir 10 dén 200 phén tri€u, con t6t hon nita 1 tir 50 dén 100 phén tri€u. Theo
mot phuong an, lugng L-hydroxyprolin trong my phim ¢ thé, vi du, nam trong
khoang tir 0,01 dén 20 phan triéu va 5t hon 1a tir 0,03 dén 15 phan triéu, tot hon nira 1a
tir 0,05 dén 10 phan triéu. Té bao hoic gidng céy té bao nAm men hoic chiét pham cta

n6 tét hon 1a duge bd sung dé cho lwong L-hydroxyprolin nim trong khoang néu trén.

Trong truong hop trong do ché phim theo séng ché 1a thuc phim hoic do
ubng (ché pham thuc pham hoic d6 ubng) thi thuc pham hodc d6 udng khong bi gidi
han. Thyuc phidm hogc dd udng co thé & bét ky trong sé dang 16ng, dang ban léng, dang
ran hodc dang bot nhdo. Vi du, thuc phém hodc dd udng c6 thé 1a bat ky trong sb thuc

phim hodc d6 udng thong thuong, thuc pham strc khoe va thuc phim chtrc ning.

Thuc pham hoic d6 udng thong thuong khong bi gidi han va bao gdm dd ubng
¢6 con. Thue phém strc khoe 1a thuce phém duoc tin la t8t hodc c6 lgi cho stre khoe va
bao gdm chét bd sung dinh dudng va thuc pham ty nhién. Chét bd sung dinh dudng 1a
thuc phdm duge lam giau bang chét dinh dudng cu thé. Thuc pham chic nang 1a thuc
pham bd sung chat dinh dudng dé didu chinh céac chtc nang cla co thé va bao gdm
thuc phém cho cac muc dich suirc khde va thuc phém co cac yéu cAu vé chtc ning dinh

dudng xac dinh.

Chét b6 sung dinh dudng bao gdm dd ubng va chét bd sung lam dep. Thuc
pham hogc d6 udng theo sdng ché ¢6 thé & dang vién nang hodc ché phim y té khac

hoic c6 thé 1a ché pham udng dugc.
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Thyuc phdm hogc dd ubng co thé chira cac thanh phan khac nhau dugc phép
dung trong thuc phim hodc d6 udng. Vi du vé c4c thanh phan nay bao gbm chat lién
két, chat lam dic, chét tao mau, chét n dinh, chat nhii hoa, chét phan tan, chét nghién,

chét tao huyén phu, chéit hoat dong bé mit, chit bao quan, chét tao ngot va chét chua.

Thuc pham hodc do udng chira t& bao hodc giong cay t& bao nam men hodc

chiét pham ctia n6 theo sang ché 1a mdt phuong an wu tién cua sing che.

Luong té bao hogc gibng cay té bao ndm men hodc chiét phdm clia né trong
thuc pham hoic d6 ubng, vi du, t5t hon 12 ndm trong khodng tir 0,0001 dén 10% khbi
lugng, tét hon nita 1a tir 0,001 dén 5% khéi lugng, con tot hon nira 1a tir 0,01 dén 1%
khéi lugng chit ran so véi thuc phim hodc d6 ubng. Lugng L-hydroxyprolin trong
thuc phdm hogc dd udng tét hon 1a ndm trong khoang tr 0,0001 dén 0,01% khéi lugng.
Té bao hodc gidng ciy t& bao nim men hogc chiét phim cua no t6t hon 1a dugc bd
sung dé cho luong L-hydroxyprolin nim trong khoang néu trén. Luong L-
hydroxyprolin trong ché phdm nhu my pham, nguyén liéu th6 dung cho my phéni,
thuc pham hodc d6 udng 12 lugng L-hydroxyprolin tu do. Tét hon 1a L-hydroxyprolin

¢6 ngudn goc tlr t& bao hodc giong cdy t€ bao ndm men hodc chiét pham cua nd.

Ché phim nhu my pham, thuc phim hoic dd ubng hodc nguyén liéu cia nd
chira té bao hodc gidng chy té bao nidm men hodc chiét phdm cua n6 theo sing ché ¢6
thé dugc san xuét bang k¥ thuét da biét. Cu thé 13, ché phém ¢6 thé dugce san xuét bing
cach chon va tron, theo loai, nguyén li€u, chét phu gia cia ching va chét tuong tu
thuong dugce st dung cla ching va bd sung té bao hodc gidng céy té bao ndm men

hozic chiét pham ctia n6 theo sang che vao hon hop.

Sang ché con bao gdm phuong phép san xuét nguyén liéu thd ding cho my
pham chtra L-hydroxyprolin bao gdm budec tich lity L-hydroxyprolin trong té bao hoic
giéng cdy té bao ndm men Yarrowia lipolytica bang cach nudi céy hiéu khi ndm men
trong mdi truong long chira ngudn cacbon va ngudn nito (bude tich lity Hyp). Ngudn
nito chira peptit chra L-hydroxyprolin. Cdc phuong an uu tién ctia phuong phap san
xuét nguyén liéu thd dung cho my pham chira L-hydroxyprolin theo sing ché gibng
cac phuong 4n uu tién cua phuong phap san xuét L-hydroxyprolin. Phwong phap san
xuét nguyén liéu tho dung cho my phim chtta L-hydroxyprolin dugc uu tién lam

phuong phép san xuét nguyén liéu thd ding cho m¥ pham theo sang ché.
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Budc tich liiy Hyp tao ra té bao hodc gidng cdy té bao ndm men chira L-
hydroxyprolin. Bing cach cho té bao hodc gidng chy té bao ndm men di qua bude x@r
Iy pha v& té bao nhu duge mo ta & trén, o thé thu dugc chiét phdm cua té bao hodc
gibng cly t6 bao ndm men Yarrowia lipolytica chira L-hydroxyprolin. Té bao hoic
gibng chy té bao nidm men hodc chiét phdm cla né thu duoc theo cach nay va cac
phuong an uu tién cta nod gibng t€ bao hodc giéng cdy té bao nidm men hodc chiét
phém cua no theo sang ché va cac phuong an uu tién cla no. Té bao hodc gidng ciy té
bao ndm men hoic chiét phdm ctia n6 chira L-hydroxyprolin thu duge nhu vy c6 thé,
néu can, duoc tron véi (cc) chét phu gia va chit tvong tu thudng dung trong my pham
va dugc st dung lam nguyén ligu thd dung cho m§ pham chira L-hydroxyprolin. Theo
cich khac, L-hydroxyprolin dugc tinh ché tir t& bao hoic giéng céy té bao ndm men
hodc chiét phém cta n6 chira L-hydroxyprolin ¢6 thé, néu can, dugc tron véi (céc) chét
phu gia thuong dung trong my phdm dé tao ra nguyén liéu tho dung dé san xuat my
phdm chtra L-hydroxyprolin. Nguyén liéu thoé dung cho my phdm chta L-
hydroxyprolin thu dugc bdi sang ché duoc st dung thich hop trong my phim dung cho
tmg dung dugc chon trong sé: thuc déy su tao colagen, thuc dAy su sinh trudng cla té
bao biéu bi, gitt 4m cho da, chéng 130 hoa cho da, ngan hodc giam sy chay x¢ cda da,

cai thién d6 sin chic cua da, ngan hodc giam nép nhan va giam viém da do di ing.

Séang ché cling bao gdm ché phém ting cudong L-hydroxyprolin chira té bao
hodc gidng céy té bao nidm men Yarrowia lipolytica hodc chiét pham ctia n6 chira L-

hydroxyprolin.

Tét hon 1a t& bao hodc gidng cy té bao ndm men hoic chiét phim ctia n6 chira
L-hydroxyprolin, va ty 1& cia luong (ug/mL) L-hydroxyprolin trén bt(x)ng lugng
(ug/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu dugc xac dinh theo cong thuc
(100 x Hyp/(Pro + Hyp)) nam trong khoang tir 35 dén 100. Trong té bao hodc gibng
cdy té bao nAm men hoic chiét phdm cua no, lugng L- hydroxyprolin t6t hon 1a bang
10 pg/mL hogc 16n hon. Ché phdm ting cuong L- hydroxyprolin chtra té bao hodc
gibng cy té bao nédm men hodc chiét phdm cua no dac biét thich hop dé sir dung lam
chét phu gia dé tang cudng, bd sung hodc lam giau ham luong L-hydroxyprolin trong
my pham, thuc pham hodc dd ubng hodc san pham khac. Cac phuong dn uu tién cla té
bao hoic gidng cy té bao nAm men hodc chiét phdm cua no gibng té bao hodc gidng

chy té bao ndm men hodc chiét pham cta no theo sang ché va cac phuong an uu tién
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ctia n6. Ché phim tiang cuong L-hydroxyprolin thich hop dé st dung 1am ché pham
phu gia dé ting cuong ham lugng L-hydroxyprolin trong thuc phim hodc d6 uéng, my
phim hodc san pham khéc. "Ché phdm ting cudong L-hydroxyprolin" co thé dugc thay

thé bang "ché pham bd sung L-hydroxyprolin" hogc "ché pham gidu L-hydroxyprolin".

Ché pham tang cudng L-hydroxyprolin theo sang ché chi can chira té bao hoac
gibng céy té bao ndm men Yarrowia lipolytica hodc chiét phdm cila né ma c6 chta L-
hydroxyprolin va lugng té bao hodc giéng cy té bao hodc chiét phim ctia n6 trong ché
phdm c6 thé bang 100% khdi luong. Néu cin, ché phim c6 thé chura (céc) thanh phan
khac. Vi duy, tfong truong hop su dung ché pham ting cuong L-hydroxyprolin lam cht
phu gia thyc phim thi ché phdm c6 thé chira mot hogc hai hodc nhidu chét phu gia da

biét dung trong thuc pham.

Ché pham tang cuong L-hydroxyprolin theo sang ché ciing thich hop lam, vi
du, chit phu gia m§ pham. Trong trudng hop sir dung ché phdm .téng cuong L-
hydroxyprolin lam chét phu gia my pham thi ché phéfn chi cin chua té bao hogc giéhg
cdy té bao ném‘ men Yarrowia lipolytica hodc chiét pham ctia no. Ludng té baobhoac
gibng céy té bao hodc chiét pham cta n6 trong ché phém co thé bang 100% khdi luong.
Néu cin, ché phim c6 thé chtra mdt hodc hai hodc nhiéu chit phu gia da biét dung

trong my pham.

Tét hon 1a phuong phép san xudt ché phim ting cuong L-hydroxyprolin theo
sang ché bao gdm bude tich 1ty L-hydroxyprolin trong té bao hodc giéng cy té bao
ndm men Yarrowia lipolytica bang cach nuoi ciy hiéu khi nim men trong moi tru:&hg
long chira ngudn cacbon va ngudn nito. Phuong phap san xudt ché pham ting cudng
L-hydroxyprolin chira budc nay cling duge bao gdém boi sang ché. Ngudn nito chura
peptit chta L-hydroxyprolin. Phuong phip san xuit ché phim ting cuong L-
hydroxyprolin theo sang ché va cac phuong 4n uu tién ciia né giéng phuong phép san
xudt L-hydroxyprolin va céc phuong an uu tién cia nd. Phuong phép sén xuit ché
phdm ting cuong L-hydroxyprolin theo sang ché c6 thé bao gdbm budce bd sung ch'é'it
phu gia nhu chét phu gia thuc pham da biét hodc chat phu gia my pham da biét cho té

bao hodc gibng cdy té bio nam men hodc chiét pham ctia n6 néu can.

Phuong phép san xuét L-hydroxyprolin theo mét phuwong 4n khdc cua sang ché

bao gdm bude tich liiy L-hydroxyprolin trong té bao hodc gidng chy té bao ndm men
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Yarrowia lipolytica bang cach nudi cdy hiéu khi nam men trong moi truong long chtra

nguodn cacbon va nguodn nito.

Theo phuong phép san xuét theo mdt phuwong an khac clia sang ché, t6t hon 1a

ngudn nito chira protein chtra L-hydroxyprolin hogc peptit chira L-hydroxyprolin.

Theo phuong phép san xuit theo mot phuong 4n khac cua sang ché, protein
chtra L-hydroxyprolin t5t hon 1a protein tao colagen va peptit chira L-hydroxyprolin
tdt hon 1a peptit colagen. Theo phuong phap san xuit theo mot phuong &n khac cua
sang ché, protein tao colagen va peptit colagen tdt hon 12 c6 phan tir lvgng trung binh

nim trong khoang tir 1000 dén 100000.

Theo phuong phdp san xuét theo mdt phuong an khéc clia sang ché, tét hon 1a
ndng do clia ngudn nito trong mdi truong long ndm trong khoang tir 0,25 dén 5% khoi
luong va tot hon 1a ty 18 khdi lugng (C/N) cua ngudn cacbon (C) v6i ngudn nito (N)
ndm trong khoang tir 0,5 dén 20. Bude nudi cdy hiéu khi tot hon 1a duge thuc hién

trong khoang thoi gian tir 10 dén 100 gio.

Viéc str dung theo mot phuong an khéc cia sang ché 1a viéc st dung Yarrowia
lipolytica dé san xuét L-hydroxyprolin. T6t hon 1a viée str dung nay bao gbm budc tich
Ity L-hydroxyprolin trong té bao hodc gidng cy té bao ndm men Yarrowia lipolytica
bang cich nudi céy hiéu khi nidm men trong mdi truong 1éng chtra ngudn cacbon va
ngudn nito, trong do ngudn nito t6t hon 1a chtra pfotein chtra L-hydroxyprolin hoac

peptit chira L-hydroxyprolin.

Pé st dung theo mdt phuong an khic cua sang ché, protein chira L-
hydroxyprolin t5t hon 1a protein tao colagen va peptit chira L-hydroxyprolin tot hon 1a
peptit colagen. Dé st dung theo mot phuong 4n khac cua sang ché, protein tao colagen
va peptit colagen tdt hon 1a c6 phan tir lugng trung binh nam trong khoang tir 1000 dén

100000.

DPé st dung theo mdt phuong an khéc cia sang ché, t5t hon 12 néng do cla
ngudn nito trong moi truong long nam trong khoang tir 0,25 dén 5% khéi luong va tot
hon 1a ty 1€ khdi lwong (C/N) cua nguén cacbon (C) voi nguén nito (N) nam trong
khoang tur 0,5 dén 20. Bude nudi cdy hiéu khi tot hon 1a duoc thyc hién trong khoang

thoi gian tir 10 dén 100 gio.
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Vi du vé& protein chira L-hydroxyprolin bac gbm céc protein tao colagen dugc
md ta & trén. Tt hon 1a protein chita L-hydroxyprolin nhu protein tao colagen ¢ phén
t&r lwong trung binh cao hon 10000 va khong cao hon 100000. Phén tir lugng trung
binh ctia protein 1a phén tir lugng trung binh theo khéi lwong. Phan tr lwong trung binh
ctia protein chita L-hydroxyprolin nhu protein tao colagen dugc tinh bang sic ky loc

gel ching han.
Vi du thye hién sang ché

Céc vi du thir nghiém lam rd sang ché s& duoc thé hién cu thé hon duéi day.
Sang ché khong bi gi6i han & céc vi du thir nghiém nay. Trong céc vi du thu nghiém,

"%'" ¢6 nghiala "% khéi lugng" trir khi duoc quy dinh khéc.

Trong cic vi du thir nghiém, cac dung dich chuén ctia L-hydroxyprolin (Hyp)
dé tao dudong cong hiéu chinh dugc didu ché bang cach st dung L-4-hydroxyprolin
mua duoc ti Nacalai Tesque, Inc. Cac dung dich chuén ctia L-prolin (Pro) dugc didu
ché bang céach st dung L-prolin mua dugc tir Nacalai Tesque, Inc. L-hydroxyprolin va
L-prolin dwgc phan tich trong cac vi du thir nghiém déu 1a L-hydroxyprolin ty do va L-
prolin tu do.

Cac moi truong dung trong cac vi du thir nghiém déu 1a mdi truong long. Moi
truomg YPD dung trong cac vi du thtr nghiém co ty 16 Y:P:D bang 1:2:2 (ty 1& khéi
luong) (Y: chiét phdm nidm men 1,0%, P: pepton 2,0%, D: glucoza 2,0%) trir khi dugc
quy dinh khac.

Chiét phidm nim men ding dé didu ché cac mdi truong 12 san pham c6 tén l1a
Yeasts Extract (#212750) (Bacto). Pepton dugc dung la san phim c6 tén 1a Peptone
(#211677) (Bacto) thu dugc bang cach pha v& té bao cua bd bang enzym c6 ngudn gbc
tur tuy lon.

Trong cac vi du thr nghiém, cdc moi truong trude khi bat ddu nudi cdy c6 do
pH nam trong khodng tir 6,5 dén 8,5.

Vi du thir nghiém 1
Sang loc nAm men tich lily L-hydroxyprolin (sau day dugc goi 1a Hyp)
Viéc sang loc ndm men tich liiy Hyp trong mdi trudng nudi cdy no duge thuc

hién bing cach st duhg 60 chung nim men dugc liét ké trong bang 1. Bang 1 thé hién
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tén chi va loai ctia cac chung.

Bang 1

Tén

Yarrowia lipolytica

Sporidiobolus salmonicolor

Cryptococcus terreus

Candida tropicalis

Candida albicans

Candida parapsilosis

Rhodotorula mucilaginosa

Trichosporon cutaneum

Candida maltosa

Lachancea fermentati

Candida saitoana

Torulaspora delbrueckii

Rhodotorula aurantiaca

Kuraishia capsulata

Trichosporon moniliiforme

Magnusiomyces ovetensis.

Ogataea wickerhamii

Sporidiobolus salmonicolor

Schizosaccharomyces pombe

Schwanniomyces pseudopolymorphus

Citeromyces matritensis

Pichia kudriavzevii

Pichia membranifaciens

Sporobolomyces holsaticus

Bulleromyces albus

Debaryomyces hansenii var. fabryi

Kuraishia capsulata

Pichia kudriavzevii

Lindnera saturnus

Wickerhamomyces silvicola

Sporidiobolus johnsonii

Saccharomyces paradoxus

Wickerhamomyces anomalus

Hanseniaspora valbyensis

Cryptococcus aureus

Wickerhamia fluorescens

Kurtzmanomyces tardus

Hanseniaspora osmophila

Saturnispora dispora

Saccharomycopsis capsularis

Schizosaccharomyces pombe

Lindnera rhodanensis

Barnettozyma wick erhamii

Priceomyces haplophila

Komagataella pastoris

Lindnera mrakii

Nak azawaea holstii

Ogataea glucozyma

Ogataea henricii

Ogataea minuta var. nonfermentans

Ogataea polymorpha

Lipomyces starkeyi

Sporidiobolus pararoseus

Sporobolomyces roseus

Wickerhamomyces anomalus

Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces marxianus

Candida solani

Kloeckera africana

Rhodotorula glutinis var. glutinis
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NAm men duoc nudi cdy trong moi truong YPD trong didu kién dudi day. Sau
d6, Hyp duogc dinh lugng bang HPLC.

Mbi truong nudi cdy

BA@tvbngdﬁrnéichﬁngduqccéyvﬁo11nL1n6iUang\Hﬂ)duqcbésunglf
prolin 0,5% (séu day duogc goi la Pro) dugc nudi cdy trong didu kién ldc (300
vong/phut) & nhiét do 28°C trong khoang thoi gian 24 gio va sau d6 duoc nudi ciy
tinh & nhiét dd trong phong trong khoang thoi gian tur 4 dén 7 ngay, bang cach nay tao
ra canh truong nudi cy té bao nAm men (gibéng cdy té bao).

Chuén bi mau

Mbi canh truong nudi cdy té bao nAm men duoc xt ly nhu sau dé chuén bi
mau mdi trudng nudi cdy va ham lugng Hyp duoc do.

Sau khi nudi cdy, té bao duge thu thép va ria bang 1 mL nudce mubi. Té bao
duoc tao huyén phu trong 0,2 mL chéit dém kali phosphat 50 mM (sau day dugc goi la
KPB) (d6 pH=6,0). Huyén phii duoc dun soi trong khodng thoi gian 10 phut dé cho
céc thanh phan té bao duogc gidi phong bing cach tu phd v& (phuong phdp dun sdi).
Ciin 6 bao duge loai bé khoi chiét phdm té bao thu duge bing phuong phdp ly tam
(14000 vong/phit, 5 phut, 4°C). Vi vay, thu dugc mau moi trudng nudi céy dé do su
tich 1y Hyp.

Mau moi truong nudi cdy dugc tao dén xuét bang phuong phap AccQTag
bang cach st dung AccQ-Fluor Reagent Kit mua duogc tr Waters. Hyp duoc dinh
luong bing HPLC trong diéu kién dudi day.

Thiét bi va diéu kién ding dé phan tich HPLC dugc liét ké dudi day.

Thiét bi
Séc ky 1éng hiéu nang cao: Prominence (Shimadzu Corp.)
Cot: XBridge C18 5 um (2,1 x 150 mm, Waters)

Piéu kién do

Chét rira giai A: amoni axetat (10 mM, pH=5)

Chét rtra giai B: metanol (0 dén 0,5 phut (0% — 1%), 0,5 dén 18 phut (1% —
5%), 18 dén 19 phit (5% — 9%), 19 dén 29,5 phit (9% — 17%), 29.5 dén 40 phut
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(17% — 60%), 40 dén 43 phut (60%))

Luu lugng: 0,3 mL/phut

Nhiét do: 40°C

Phat hién: bd phat hién huynh quang (budc séng kich thich: 250 nm, budc
séng phat hién: 395 nm)

Nong do (%) ctia chét rira giai B dugc biéu dién dudi dang % thé tich.

Fig.1 thé hién két qua.

Fig.1 thé hién biéu dd tich liiy Hyp trong ndm men. Truc tung (Hyp (ug/mL))

trén Fig.1 chi ra Hyp (pg) trén 1 mL mau mai trudong nudi cdy.

Bing thtr nghiém & trén, ndm men tich 1y Hyp dugc phat hién. Cu thé 1a,

Yarrowia lipolytica ¢6 murc tich Iiiy Hyp cao.
Vi du thtr nghiém 2

Yarrowia lipolytica dugce nghién ctru dé xac dinh lidu su tich 1ty Hyp c6 thay
ddi tuy thude vao moi trudng. Yarrowia lipolytica NBRCO717 va cac moi truong 1ong
dugi day dugc st dung. Yarrowia lipolytica NBRCO717 dugc mua tr National
Institute of Technology and Evaluation (2-3-8 Kazusa-kamatari, Kisarazu, Chiba,

Japan).
YPD (chiét pham nidm men 1%, pepton 2%, glucoza 2%)
YTD (chiét phém ndm men 1%, trypton 2%; glucoza 2%)

M (chiét phém ndm men 0,3%, chiét phém mach nha 0,3%, pepton 0,5%,
glucoza 2%) o

PD (chiét phém khoai tay 0,4%, glucoza 2%)
SD (méi truong tong hop, glucoza 1%)
Qua trinh nuoi cdy so bd va qua trinh nubi chy chinh
(1) Piéu kién 1

Mot vong dt Yarrowia lipolytica NBRC0717 duge cdy vao 1 mL mdi trudong
YPD duoc bd sung Pro 0,5% va duogc nudi cdy trong didu kién lic (300 vong/phut) &

nhiét do 28°C trong khoang thoi gian 24 gio dé tao ra canh truong nudi cly so bo.
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Sau d6, 0,2 mL canh trudng nudi cdy so bd dugce cdy vao 2 mL ctia mdi moi
truong (YPD, YTD, YM, PD hodc SD néu trén) dugc bd sung Pro 0,5%, tiép theo 1a
nudi cdy trong diéu kién ldc (300 vong/phut) & nhiét d 28°C trong khoang thoi gian

36 gid dé tao ra canh trudng nudi cdy té bao Yarrowia lipolytica.
(2) Diéu kién 2

Quaé trinh nuoi cdy so bd dugc thuc hién trong didu kién giéng diéu kién 1
ngoai trir [a moi truong SD duoc bd sung Pro 0,5% dugc st dung thay cho mdi truong
YPD duoc bd sung Pro 0,5%. Sau d¢, 0,2 mL canh truong nudi céy so bo duoc céy
vao 2 mL ctia mdi moi trudong (YPD, YTD, PD hodc SD néu trén) dugc bd sung Pro
0,5%, tiép theo 1a nudi cdy trong diéu kién lic (300 vong/phut) & nhiét do 28°C trong
khoang thoi gian 45 gio dé tao ra canh truong nudi cdy té bao Yarrowia lipolytica.
Chudn bi mau

Sau khi nudi cdy trong didu kién 1 hodc 2, mdi canh trudng nudi cdy té bao
ndm men dugc xr Iy nhu sau dé thu dugc mau moi truong nudi cdy va ham lugng Hyp
duogc do.

Sau khi nudi céy, té bao dugc thu thap va rira béng 1 mL nudc mudi. Té bao
duoc tao huyén phu trong 0,2 mL KPB 50 mM (pH=6,0). Huyén phu duge dun soi
trong khoéang thoi gian 10 phut dé cho cac thanh phén té bao duoc giai phong bing
cach tu phd vo (phuong phap dun s6i). Can té bao dugc loai bd khdi chiét phim té bao
thu duoc bing phuwong phap ly tam (14000 vong/phut, 5 phut, 4°C). Vi vay, thu dugc
mau mdi truong nudi céy dé do su tich liiy Hyp.

Dinh lugng Hyp

Mau moi truong nudi chy dugc tao din xuét bang o-phtalaldehyt (OPA) va 4-

clo-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI) va Hyp duoc dinh luong bing HPLC.
Phuong phép tao dan xudt
Tao dan xuét bang 4-clo-7-nitrobenzofurazan (NBD-CI)

Trudc tién, 2 pL mau moi truong nudi cdy duge bd sung vao phan phéan udc
50pL dung dich dém kali borat 0,4 M (pH=9,5). Sau do, 2 puL OPA 300 mM (Wako
167-09263) (dugc hoa tan trong metanol) dugc bd sung vao do, sau do tron. Sau khi

phan tng ¢ nhiét do 37°C trong khoang thoi gian 20 phut, SOpL NBD-Cl 2 mM
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(Sigma 25455) (dugc hoa tan trong metanol) dugc bd sung, sau d6 trinh trdn. Sau khi
phan tng & nhiét do 37°C trong khoang thoi gian 20 phut, 25 ul HCI IN va 75 pL
metanol 50% duoc bd sung vao dung dich phan ung thu duge. Dung dich nay dugce ly
tam véi tde do 14000 vong/phut trong khoang thoi gian 5 phut va dich ndi dugc lay
lam mau HPLC va dugc chuyén vao lo HPLC. |

Thiét bi va diéu kién ding dé phan tich HPLC duoc ligt ké dudi day.

Cot: cot XBridge C18 (5 pm, 2,1 mm * 150 mm, Waters)

Dung dich A: amoni axetat 10 mM (pH=5,0)

Dung dich B: metanol

Gradien:

0 dén 0,5 phut: ndng do B 0% thé tich — 1% thé tich

0.5 dén 18 phut: ndng do B 1% thé tich — 5% the tich

18 dén 19 phut: ndng do B 5% thé tich — 9% the tich

19 dén 29,5 phut: ndng dd B 9% thé tich — 17% thé tich

29.5 dén 40 phit: ndng dd B 17% thé tich — 60% thé tich

40 dén 43 phat: ndng do B 60% thé tich

Luu lugng: 0,3 mL/phut

Nhiét do cot: 40°C

Bo phét hién: by phét hi¢n huynh quang, bude song kich thich 503 nm/bude
song phat huYnh quang 541 nm

Thé tich tiém: 10 pl

Pudng cong hi¢u chinh dugc tao bang cach diéu ché dung dich Hyp 5 pmol/L,
10 pmol/L, 20 pmol/L, 50 pmol/L, 100 pmol/L va 250 pmol/L trong KPB 50 mM
(pH=6,0).

Fig.2 thé hién két qua, Fig.2 thé hién hai biéu b tich liiy Hyp trong Yarrowia
lipolytica dugc nudi cdy trong cac moi truong khac nhau ((a): Diéu kién 1, (b): biéu
kién 2). Hyp (ng/mL) trén truc tung trén Fig.2 chi ra Hyp (pg) trén 1 mL mau moi

treong nudi cdy. Trong didu kién 1, muc tich Iy hydroxyprolin la cao trong té bao
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duogc nudi cdy trong mdi truong YPD va mdi truong YM (cdc mdi truong chira
pepton). Trong diéu kién 2, Hyp duoc tich Ity trong té bao dugce nudi cdy trong moi

truong YPD.
Vi du tht nghiém 3
Sy thay ddi tich Ifly theo s6 lugng ngay nuodi cdy duoc kiém tra.

Madi trong sb cic ching Yarrowia lipolytica NBRC1551, NBRCO717,
NBRC0746 va NBRC1195 duogc nudi cdy trong moi truong YPD trong mot, hai hodc
ba ngay. Hyp duoc gidi phong tur t& bao nAm men duoc dinh lwong bing HPLC. Cac
ching ndm men dugc nhin dang bé‘mg chit s6 NBRC nay dugc mua tir National
Institute of Technology and Evaluation (2-5-8 Kazusa-kamatari, Kisarazu, Chiba,
Japan).

Nudi cdy so bd

Mot vong da mdi ching dugce chy vao 1 mL mdi truong YPD va duge nudi
cdy trong diéu kién lic (300 vong/phut) & nhiét do 28°C trong khoang thoi gian 24 giv
dé tao ra canh trudng nudi cdy so bo.

Nubi cdy chinh

M3di canh truong nudi cdy so bd (0,2 mL) dugc cdy vao 2 mL mdi trudng YPD,
sau d6 nudi cdy trong didu kién lac (300 vong/phut) & nhiét do 28°C trong mot dén ba
ngdy dé tao ra canh truong nudi cy té bao.

Chuén bi mau va dinh lugng axit amin

Céac mau moi truong nudi cdy duoc didu ché va tao dan xut bang OPA va
NBD-CI nhu trong vi du thtr nghiém 2.

Phan tich HPLC dugc thuc hién & diéu kién gibng trong vi du thir nghi¢m 2 aé
dinh lvong Hyp va Pro. Duong cong hiéu chinh cta Pro dugc tao béng cach diéu ché
dung dich Pro 5 pmol/L, 10 pumol/L, 20 pmol/L, 50 umol/L, 100 umol/L va 250
umol/L trong KPB 50 mM (pH=6.0).

Bang 2 thé hién lugng Pro va Hyp trong mdi mau moi trudong nudi cay. Ty 1¢
(100 x Hyp/(Pro + Hyp)) cua lugng (png/mL) Hyp trén tong lugng (ug/mL) Pro va Hyp

duge tinh tir lugng Pro va Hyp do duge. Bang 2 ciing thé hién két qua tinh.
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Bang 2
Giong Sgér}l}g(agg;l;l;) ! Hyp (ug/mL) | Pro (ng/mL) (%P(i(c)) }—(FI;I{};/%/)
Yarrowia 1 28,14 21,08 57,2
lipolytica 2 20,28 6,54 75,6
NBRC1551 3 12,83 5,81 68,8
Yarrowia 1 29,09 36,57 443
lipolytica 2 78,55 33,73 70,0
NBRCO0717 3 88,76 13,79 86,6
Yarrowia 1 46,96 20,31 69,8
lipolytica 2 50,26 9,19 84,5
NBRCO0746 3 31,06 6,59 82,5
Yarrowia 1 20,27 18,85 51,8
lipolytica 2 72,01 13,97 83,8
NBRC1195 3 22,38 12,12 64,9

Yarrowia lipolytica dugc nudi cdy tich ity L-hydroxyprolin. Mai gidng cdy té
bao thu duoc déu chira L-hydroxyprolin va c6 ty 1¢ Hyp/(Pro + Hyp) bing 35 hodc 16n

hon.
Vi du thr nghiém 4

Kha ning cua Yarrowia lipolytica dé dong héa gelatin duge nghién ciru. moi
trong sb cac chung Yarrowia lipolytica NBRC1551, NBRC0717 va NBRC0746 dugc
nudi cy trong 5 ngdy trong mdi trudng PD hodc modi truong PD duoc bd sung gelatin
0.125%. Céc thanh phin té bao dugc giai phong tir € bao va Hyp duoc dinh lugng
bang HPLC. Mbi truong PD gibng moi trudng dung trong vi dy thu nghiém 2.

Nubi cdy so bd

Mot vong di mdi chung duoc cdy trong 1 mL mdi truong PD va dugc nuoi
cdy trong didu kién lac (300 vong/phut) ¢ nhigt do 28°C trong khoang thoi gian 24 gio
dé tao ra canh trudng nudi ciy so bo.

Nubi cdy chinh

Mbi canh trudng nudi cdy so bd (0,2 mL) duoc céy trong 2 mL moi truong PD
hodc mdi truong PD dugc bd sung 0,125% gelatin (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd., san pham c6 tén 1a Gelatin), sau do nudi cay trong didu kién lic (300 vong/phut)

& nhiét do 28°C trong 5 ngay dé tao ra canh trudng nuoi cy té bao.
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Chuén bi mau va dinh lvgng Hyp

Viéc chuan bi mau moi truong nudi cdy va viée dinh lugng Hyp duge thyc

hién nhu trong vi du thir nghiém 2. Fig.3 thé hién két qua.

Fig.3 thé hién biéu d6 tich liy Hyp trong Yarrowia lipolytica dagc nudi chy
trong 5 ngdy trong mdi truong PD hodc moi truong PD duge bd sung gelatin 0,125%
(cOt mau tring: Moi truong PD chira gelatin 0,125% (PD + gel), ¢t mau den: Moi
truomg PD). Hyp (ug/mL) trén truc tung chi ra Hyp (pg) trén 1 mL mau moi trudng
nudi cdy. Fig.3 chi ra rang viéc bd sung gelatin phan t lugng cao nguyén trang vao

mdi trudng dan dén sy tich iy Hyp gidam so v6i vi du thit nghiém 3.
Vi du thr nghi€ém 5

Nghién ctu dugc thuc hién bang cach st dung Yarrowia lipolytica
NBRCO0717 dé xac dinh lidu sy tich liiy Hyp c6 thay dbi theo thanh phan mai truong
YPD. Bang 3 thé hién ty 16 YPD trong mdi trudng #1 dén #12. Trong bang 3, Y 1a
chiét pham nAm men, P 1a pepton va D 14 glucoza. Luong pepton (P) va glucoza (D)
thay doi trong khi lugng chiét phdm ndm men (Y) dugc gitt khdng dbi (cac tri sb trong

bang la cac ndng do cudi cung (% khéi lugng)).

Béang 3
#11 w2 #3| #4| #5| #6| #7| #8| #9| #10] #11| #12
Y 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
P 2 4 1 0,51]025 01| 4 2 1 0,5 1025] 0,1
D 2 2 2 2 2 2 5 5 5 5 5 5

Nubi cdy so bo

Mot vong dt Yarrowia lipolytica NBRCO717 dugce céy vao 1 mL ctia mdi méi
truong YPD va duge nudi cdy trong didu kién lic (300 vong/phut) & nhiét do 28°C
trong khoang thoi gian 24 gio dé tao ra canh trudng nudi cdy so bd.
Nubi cdy chinh

MJi canh truong nudi cdy so bd (0,2 mL) dugc cdy vao 2 mL mdi truong YPD
tuong tng, sau d6 nuoi cdy trong didu kién lic (300 vong/phit) ¢ nhiét do 28°C trong

bdn ngay dé tao ra canh trudng nudi cay t€ bao.
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Chudn bi mau va dinh luong Hyp

Viéc chudn bi miu moi trudong nudi cdy va vi¢e dinh luong Hyp dugc thuc

hién nhu trong vi du thtr nghiém 2.

Yarrowia lipolytica dugc nudi cdy trong cac mdi truong YPD tich Ity Hyp.
Viéc nudi cdy trong moi truong #1 va #7 dén 11 tao ra mure tich 1oty Hyp cao. Fig.4 thé

hién két qua thu dugc bang cach nuoi cdy trong cac mdi trudong #1 va #7 dén 11.

Fig.4 thé hién cac bidu do tich liy Hyp trong Yarrowia lipolytica dugc nudi
cdy trong cac moi truong YPD c6 céac thanh phan khac nhau ((a): Tich lily Hyp
(ug/mL), (b): Lugng Hyp trong mdi té bao (ug/mL/OD600)). Truc tung trén Fig.4(a)
chi ra Hyp (ng) voi mdi | mL mau mdi trudng nudi cdy. (Hyp/OD) trén truc tung trén
Fig.4(b) chi ra luong Hyp trong mai té bao duoc xdc dinh bing céch chia lvong Hyp
(ug) trong 1 mL miu méi trudng nudi ciy cho tri s6 OD600 (pug/mL/OD600) do dugc.

OD600 dugc xac dinh béng cach pha loang, trong 1150 pL nudc siéu tinh
khiét, 60 pL canh trudng nudi céy té bao dung dé chudn bi mau mdi truong nudi cly
va do dd hip thu (600 nm) cta dung dich pha lodng bang quang phd ké protein cua
axit nucleic (thiét bi c6 tén 1a Bio spec mini, Shimadzu Corp.).

Vi du thir nghiém 6

Trong moi truong YPD #1 va #10 trong vi du thtr nghiém 5, pepton la P dugc
thay thé bing peptit colagen (san pham c6 tén 1a Super Collagen Peptide SCP-2000,
ngudn gbe tir lon, phan tir luong trung binh 2000, Nitta Gelatin Inc.) va mirc tich iy
Hyp dugc xac dinh. Yarrowia lipolytica NBRC0717 dugc sir dung Jam ndm men. Moi
truong YPD trong d6 mot phan hoic tat ca pepton ddu duge thay thé bang peptit
colagen cling ¢6 thé dugc goi 1a méi trudng YPD dugc cai bién.

Thanh phéan P trong cac mdi truong YPD

Binh thuong: pepton 100%

CP50: pepton 50%, peptit colagen 50%

CP100: peptit colagen 100%

Thanh phan moi truong

(1) YPD#1-Binh thuong (YPD#1)
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(2) YPD#1-CP50 (YPD#1 trong d6 CP50 dugc dung thay cho pepton)

(3) YPD#1-CP100 (YPD#1 trong d6 CP100 dugc dung thay cho pepton)

(4) YPD#10-Binh thuong (YPD#10)

(5) YPD#10-CP50 (YPD#10 trong d6 CP50 dugc dung thay cho pepton)

(6) YPD#10-CP100 (YPD#10 trong d6 CP100 dugc dung thay cho pepton)
Nudi ciy so bd

Mot vong di Yarrowia lipolytica NBRCO717 duoc cdy vao 1 mL mdi trudng

YPD va duoc nudi cdy trong didu kién lic (300 vong/phat) & nhiét do 28°C trong
khoéang thoi gian 24 gio dé tao ra canh trudng nudi céy so bd.
Nudi cdy chinh

Canh truong nudi céy so bd (0,1 mL) duoc céy vao 2 mL mdi mdi trudng (1)
dén (6), sau d6 nudi cy trong diéu kién lac (300 vong/phit) & nhiét d 28°C trong bbn
ngdy dé tao ra canh trudong nuodi cy té bao.

Chuén bi mau va dinh luvgng Hyp

Viéc chuin bi mau moi trudng nudi chy va viéc dinh luong Hyp dugc thue
hién nhu trong vi du thir nghiém 2.

Fig.5 thé hién két qua.

Fig.5 thé hién céc biéu d6 tich liiy Hyp, luong Hyp trong mdi té bao va OD600
cta Yarrowia lipolytica dugc nudi cdy trong cdc mdi truong chira pepton hodc peptit
colagen ((a): Tich liiy Hyp (ng/mL), (b): Luong Hyp trong mdi té bao (ug/mL/OD600),
(c): OD600). Trén Fig.5(a) dén 5(c), N 1a moi trudng trong do thanh phan P 12 binh
thuong, 50 1a mdi trudng trong d6 thanh phan P 1a CP50 va 100 la mdi truong trong do
thanh phén P 1a CP100. Yarrowia lipolytica sinh trudng va tich lity Hyp ngay ca trong
cdc mdi trudong trong d6 pepton dugc thay thé hoan toan bang peptit colagen.

Vi du thr nghiém 7

T4c dong cua do hiéu khi khi nudi cdy dugc nghién ctu bang cach st dung
Yarrowia lipolytica NBRC0717. Mo6i truong YPD #1 va #10 trong vi du thtr nghiém 5

dugc st dung.
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Nudi cdy so bd

Mot vong du Yarrowia lipolytica NBRC0717 dugc cdy vao 1 mL mdi trudng
YPD va duogc nudi cdy trong didu kién lic (300 vong/phut) & nhiét do 28°C trong
khoang thoi gian 24 gio dé tao ra canh truong nudi cly so bo. ‘

Nudi céy chinh

Canh truong nudi cdy so bo (0,1 mL) duoc chy vao 2 mL clia mdi mdi trudng
YPD (#1 hoac #10), sau d6 nudi cAy trong diéu kién lac (300 vong/phtt) hodc nudi ciy
tinh & nhiét do 28°C trong ba ngay dé tao ra canh truong nudi ciy té bao.

Chuén bi mau va dinh lugng Hyp

Viéc chudn bi miu méi truong nudi cdy va viéc dinh lugng Hyp duoc thuc
hién nhu trong vi du thir nghiém 2. Céc chit ndi bé mat dich nudi cdy cling dugc tao
dan xuét theo cach giéng cidc mau mdi trudng nudi cdy va Hyp duge dinh lugng bang
HPLC.

Fig.6 thé hién két qua.

Fig.6 thé hién cac biéu dd tich lily Hyp trong Yarrowia lipolytica dugc nudi
cdy trong didu kién lac hodc dugc nudi cdy trong diéu kién tinh ((a): Luong Hyp trong
miu moi trudong nudi cly (trong té bao) tinh theo luong trén moi truong, (b): Luong
Hyp trong chat ndi bd mat dich nudi cdy).

Khi duoc nudi cdy hiéu khi, Yarrowia lipolytica ¢6 muc tich Iy Hyp cao.

Vi du thir nghiém 8

Nong do etanol va ndng do glucoza trong cic chit ndi bé mat dich nudi ciy
thu dugc trong vi du thr nghiém 7 dugc xéac dinh bang HPLC (bang cot 1én men (Bio-
Rad Laboratories, Inc., san phém ¢6 tén 1a Aminx Fermentation Monitoring Column)).

Fig.7 thé hién két qua.

Fig.7 thé hién cac bidu dd cua nong do etanol va ndng dd glucoza trong cic
chit ndi bé mit dich nudi cdy ctia Yarrowia lipolytica duge nudi ciy trong diéu kién
l4c hodc duoc nudi céy trong diéu kién tinh ((a): ndng do etanol (% thé tich), (b): ndng
o glucoza (% khdi luong)).

Vi du thtr nghiém 9
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Qué trinh nudi cdy chinh cua Yarrowia lipolytica NBRC0717 dugce thuc hién
bang cach thay d6i thanh phan moi truong YPD (ty 1€ Y:P:D va loai P) va thoi gian

nudi cdy. Lugng Hyp va Pro trong gibng cdy té bao duoc do.
Nudi ciy so bd
Mbt vong du Yarrowia lipolytica NBRCO717 dugc cdy vao 3 mL mdi truong

YPD va dugc nudi céy trong diéu kién tinh & nhiét do 30°C trong mot ngay dé tao ra
canh truong nudi ciy so bo.
Nubi cdy chinh

Canh truong nudi cdy so bo thu duge (100 pl) dugce cdy vao 5 mL mdi trudong
YPD duéi day, sau d6 nuoi cdy trong didu kién ldc (60 vong/phut) & nhiét 4o 30°C.
Thoi gian nudi céy 1a mot hogc hai ngay. Vi vdy, thu dugc canh truong nudi cdy té bao

(gidng ciy té bao).

Trong qua trinh nudi cdy chinh, P trong méi truong YPD la pepton hodc peptit
colagen (CP). Peptit colagen la Collagen Peptide IXOS HDL-50SP (tén san ctia pham,
Nitta Gelatin Inc., phan t&r lugng trung binh 5000) (sau day duoc goi la peptit colagen
(CP1)) hoic Collagen Peptide Type S (tén cua san pham, Nitta Gelatin Inc., phan tir
lwong trung binh 1200) (sau ddy dugc goi la peptit colagen (CP2)).

Ty 18 Y:P:D trong mdi trwong YPD trong qua trinh nudi cdy chinh 1a (1)
Y:P:D=1:22(ty € khéi luong) (Y: chiét phdm nam men 1,0%, P: pepton hodc peptit
colagen 2,0%, D: glucoza 2,0%) hodc (2) Y:P:D = 1:4:5 (ty 1€ khdi luong) (Y: chiét
phim ndm men 1,0%, P: pepton hodc peptit colagen 4,0%, D: glucoza 5,0%). Bang 4

thé hién diéu kién nudi cdy 1 dén 12 dung trong qua trinh nuoi céy chinh.

Bang 4
Didu kién nudi cdy| Thanh phan P Thoi gian
mdi truong
Pepton 1 ngay
2 2 ngay
Peptit colagen (CP1) 1 ngay
P:D=1:2:2
1 Y:P:D=1:2 3 ngay
5 Peptit colagen (CP2) 1 ngay
6 2 ngay
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Pepton 1 ngay

2 ngay

Peptit colagen (CP1) 1 ngay

10 Y:P:D=1:4:5 2 ngay
11 Peptit colagen (CP2) 1 ngay
12 2 ngay

Canh truong nudi chy té bao Yarrowia lipolytica thu duge trong qua trinh nuoi
chy chinh duogc dua qua budce tu phd v& va bude khir tring tiép theo dé chuin bi mau

mdi trudng nudi cdy va lugng Hyp duoc do.
Budc tu pha vo

Canh truong nudi cdy té bao Yarrowia lipolytica dugc i ¢ nhi€t do 50°C trong
khoang thoi gian 2 gio dé cho cac thanh phan té bao duge giai phong trong canh

truong nudi cly bang cach tw pha v.
Budc khir trung

Canh truong nudi cdy sau khi ty pha v& duge u ¢ nhigt do 80°C trong khoang
thoi gian 1 gid. |

Chiét phdm thu duoc dugce ly tam (3000 vong/phit, 5 phut, 1°C) dé loai bé can
té bao, bang cach nay thu dugc mAu mdi trudng nudi cay dé do tich lily Hyp. '
Chuén bi mau

Mdi mau moi truong nuodi cdy thu dugc duge pha lodng trong dung dich axit
clohydric 0,IN dé chudn bi mau HPLC. Miu moéi truong nudi cay duge didu ché tur
cac canh truong nudi cy té bao thu dugc bang cach nudi cdy trong mot ngay dugc pha
lodng 10 1an. Mau mdi truong nudi chy duogc diu ché tir cac canh tru’c‘ing nudi cdy té
bao thu dugc bing cach nudi cdy trong hai ngay dugc pha loéng 40 l4n ngoai trir didu
kién 12. Mau moi truong nudi chy trong diéu kién 12 duoc pha loang 20 lan.
Phan tich HPLC

DPéi voi HPLC, axit amin bac mdt (nhom amin béc mdt) va axit amin bac hai
(nhém amin bac hai) dugc dan nhan huynh quang trong may ldy mau ty dong. He
théng phén tich HPLC pha déo dugc sur dung. Viéc dan nhan huynh quang cho nhém
amin bac mdt dugc thuc hién béng o-phtalaldehyt (OPA) va viéc dan nh@n huynh

quang cho nhém amin béc hai duge thuc hién bang 9-florenylmetyl cloroformat
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(FMOC).

Mobi mau HPLC dugc diéu ché & trén duoc loc qua bo loc 0,45-pm vao lo mau.
Lo nay dugc dit trong may 14y mau ty dong. Lo trbng duge nap 30 pL chat phan tmg
axit mercaptopropionic (MPA), 15 pL chét phan tmg OPA va 5 pL miu va dé yén
trong khoéang thoi gian 1 phut. Sau do, 5 puL. chét phan tmg FMOC dugc b6 sung. Cac
thanh phén nay phan (mg v&i nhau trong khoang thoi gian 2 phat va 1 pL dung dich
thu dugc duge phun vao hé théng HPLC. OPA phan tng v6i axit amin bdc mot va
FMOC phan tmg véi Hyp con lai va Pro ¢6 nhém amin béc hai. Bing cach phat hién
bude song phat huynh quang twong tmg véi hai kénh ma tAt ca cac axit amin déu c6
thé duoc phat hién dong thoi.

Thiét bi va didu kién dung trong phén tich HPLC dugc liét ké dudi day.

Thiét bi

Shc ky léng hiéu ning cao: Hé thong Nexera X2 (t€n cua san pham),
Shimadzu Corp.

Bo didu khién hé théng: CBM-20A, B¢ phan phoi dung mdi: LC-30AD (hai
thiét bi), B6 khir khi: DGU-20A5R, Méy tron: MR 180 pL II, My ldy méu ty dong:
SIL-30AC, Lo sdy cot: CTO-20AC, B¢ phat hign huynh quang: RF-20AXS, Tram lam
viéc: LabSolutions LC/GC
Diéu kién phén tich

Cot: Inertsil ODS-4 100 mm x 3,0 mm¢ S-2 pm (GL Sciences Inc.)

Cot bao vé: UHPLC Fitting (tén cua san pham, GL Sciences Inc.) (Max.
Pressure: 130 MPa)

Pha dong

Dung dich A: 15 mmol/L KH2PO4 va 5 mmol/L KoHPO4 (pH=6,5)
Dung dich B: 15/45/40 (theo thé tich) = nudc/axetonitril/metanol
RO (rra): nudc/metanol = 20/80 (theo thé tich)

R3 (rtra): nudc/axetonitril = 80/20 (theo thé tich)

Nong do ban dau cua dung dich B: 10% thé tich
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Luu lugng: 0,8 mL/phut
Nhiét do 10 sdy cot: 35°C
Thé tich tiém: 1 uL
Phét hién:
Ch1: bude song kich thich 350 nm, budc song phat huynh quang 450 nm
Ch2: bude song kich thich 266 nm, budc song phat huynh quang 305 nm
Nhiét do t& bao: 25°C, Do khuéch dai: x4, D9 nhay: trung binh
Chuong trinh gradien
0 dén 1,5 phat: ndng do dung dich B 10% thé tich
1,5 dén 6 phat: ndng do dung dich B 10% thé tich — 30% thé tich
6 dén 11 phut: ndng do dung dich B 30% thé tich — 40% thé tich
11 dén 15 phut: ndng do dung dich B 100% thé tich
20 dén 21,5 phut: ndng do dung dich B 100% thé tich — 10% thé tich
25 phut: dung b didu khién

Duong cong hiéu chinh: Péi véi mdi trong sé Hyp va Pro, dung dich 6,25 pmol/L, 25
umol/L, 50 umol/L va 100 pmol/L trong dung dich HCI 0,1N duoc didu ché. Mdi
dung dich dugc cho phan ung véi chét phan tmg MPA, OPA va FMOC theo cach néu
trén va dugc phan tich bang HPLC dé xay dung duong cong hi¢u chinh.

Dung dich axit clohydric 0,1N chira dung dich chuin cta hdén hop céc axit
amin, hydroxyprolin kidu H va L duoc cho phan tng twong tu voi cac chét phan tng
va dugce phan tich biang HPLC. Dung dich chuin cua hén hop céc axit amin, kiéu H

duoc mua tir Wako Pure Chemical Industries, Ltd.

Fig.8 thé hién cdc do thi HPLC thu dugc bing cach phan tich dung dich axit
clohydric 0,IN chtra dung dich chuin cta hdn hop céc axit amin, hydroxyprolin kiéu
H va L (ndng do cla mdi axit amin: 20 umol/L) ((a): duge phat hién bang Chl & bude
song kich thich 1a 350 nm va budc song phat huynh quang 1a 450 nm, (b): dugc phat
hién bang Ch2 & budc song kich thich la 266 nm va budc song phat huynh quanglla
305 nm).
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Bang 5 thé hién két qua dinh lugng Hyp va Pro cta céc mau moi trudng nudi
cdy. Trong bang nay, CP1 la peptit colagen (CP1) (tén cua san pham 1a Collagen
Peptide IXOS HDL-50SP) va CP2 la peptit colagen (CP2) (tén cla san pham la
Collagen Peptide Type S). Ty 1& (100 x Hyp/(Pro + Hyp)) cua luong Hyp v6i tong
lugng Pro va Hyp trong mdi miu méi trudng nudi cdy dugc tinh tir két qua dinh luong
Hyp va Pro. Bang 5 ciing thé hién két qua tinh. Céc didu kién nudi céy‘trong bang nay
1a c4c diéu kién dung cho qua trinh nudi chy chinh. Cac méi truong trude khi nudi cy

gan nhu khong chira Hyp tu do.
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Vi du thtr nghiém 10
Nubi cdy so bd

Mot vong du Yarrowia lipolytica duge cdy vao 3 mL mdi truong YPD va duge
nudi cy trong didu kién lac (100 vong/phtt) & nhiét do 28°C trong mdt ngay dé tao ra
canh trudng nudi cay so bo.

Nubi cdy chinh

Qua trinh nudi cdy chinh duoc thyc hién nhu trong vi du thir nghiém 9 ngoai
trir 1a moi truong YPD duge cai bién (chiét pham nam men 1,0%, peptit colagen (CP1)
2,0%, glucoza 1,0%) duge st dung lam moi truong va qua trinh nudi cdy trong diéu
kién lic (200 dén 500 vong/phut) duge thuc hién & nhiét do 28°C trong hai ngay.
Peptit colagen (CP1) gidng peptit truong ding trong vi du thir nghiém 9.

Canh truong nuoi chy té bao Yarrowia lipolytica thu dugc trong qua trinh nudi
cdy chinh duogc dua qua budce ty pha v& va bude khir trung nhu trong vi du thir nghiém
9 dé chudn bi mau moi trudng nudi cdy. Luong Hyp va Pro dugc do nhu trong vi du

thir nghiém 9. Tht nghiém dugc thyc hién trong didu kién n = 4. Bang 6 thé hién két

qua.
Bang 6
SH Hyp (ug/mL) Pro (ug/mL) 100 x Hyp/( Hyp+Pro)
1 520,07 32,70 94,1
2 483,14 23,64 - 953
3 504,05 36,30 93,3
4 574,16 32,54 94,6

Vi du thtr nghiém 11

Yarrowia lipolytica dung trong cac vi dy thir nghiém 1 dén 10 duogc nudi cay
nhu trong vi du thtr nghiém 9 va 10 dé didu ché canh truong nudi cay té bao. Mdi canh
truong nuoi cy té bao dugc nudi cdy & nhiét do 50°C trong khoang thoi gian 2 gior dé
cho céc thanh phan té bao duoc giai phong trong canh truong nudi chy bing cach tu
pha v& va sau d6 dugc u ¢ nhiét d6 80°C trong khoang thoi gian 1 gio. Sau do, canh
duogc ly tam (3000 vong/phut, 5 phut) & nhiét do 1°C dé tao ra chiét phim nudi cdy €

bao chtra L-hydroxyprolin (chiét pham nuodi céy té bao chira Hyp) v6i cdn & bao dugc

-48-




39283

loai bo. Chiét phim nudi cdy té bao chira Hyp ¢ thé dugc pha loang thich hgp trude

khi str dung.

Phin dudi day s&€ mo ta cac vi du sin xuat dugc ldy 1am vi du vé ché pham
chim soc ngoai da chira chiét pham nudi cay te bao chira Hyp thu duoc trong vi du thu

nghiém 11.
Vi du san xuét 1: Xa phong
Luong cua cac nguyén li¢u dugc tron duge thé hién trong bang 7.

Phoi xa phong dugc khudy. Chiét phém nuoi cdy té bao chira Hyp duoc tron

d&u voi phoi, tiép theo 1a bude dic.

Bang 7
Nguyén li€u Luong (phan khoi
luong)
v Phoi xa phong 99,9
Chiét pham gidng cdy té bao chira Hyp 0,1
Tong cdng 100

Vi du san xudt 2: Déu goi dau
Luong clia cic nguyén ligu duoc tron dugc thé hién trong bang 8.

Chét bao quan dugc hoa tan trong mot phan 1,3-butylen glycol duge bd sung
vao nuéc tinh khiét. Hon hop dugc khudy déu, va sau d6 natri lauryl sulfat va
monoetanolamit cua axit béo trong dau dura duge bd sung, tiép theo bd sung thude
nhudm, nude hoa va phin con lai cua 1,3-butylen glycol. Chiét phdm nuoi chy té bao

chira Hyp dugc bd sung vao hdn hop, va hon hop nay dugc khudy déu.

Bang 8
Nguyén liéu Luong (phin khéi lugng)
Natri lauryl sulfat 16
Monoetanolamit ctia axit béo trong dau dira 4
1,3-butylen glycol 1,9
Chiét phdm gidng cy té bao chira Hyp 0,1
Chat bao quéan, thudc nhudm, nude hoa Luong thich hop
Nudc tinh khiét 78
Téng 100 |
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Vi du san xuét 3: Dau x4

Luogng cua cac nguyén li¢u duoc tron duge thé hién trong bang 9.

(1) Stearyldimetylbenzylamoni clorua va mubi an dwoc bd sung vao nude tinh
khiét va duoc gia nhiét dén 80°C dé hoa tan.

(2) Ruou xetostearyl, polyisobuten dugc hydro hoa va glyxerin monostearat
duge gia nhiét dén 80°C dé hoa tan.

(3) Dung dich (2) duge bd sung vio dung dich (1) trong khi khudy dung dich
(1) véi chit ddng nhit hoa. Hon hop dugce khudy so bo trong khoang thoi gian 5 phut
sau khi bd sung.

(4) Sau khi két thic khudy so bo, hdn hop duge lam ngudi xubng 50°C trong
didu kién vin khudy. Chiét phim nuoi cdy € bao chira Hyp dugc bd sung véo hon hop,

va hdn hop nay dugc lam mat tiép xuong 35°C trong diéu kién van khuay dé didu ché

dau xa.
Béang 9
Nguyén liéu Luong (phan khoi lugng)

Stearyldimetylbenzylamoni clorua L4
Rugu xetostearyl 4
Polyisobuten dugc hydro hoa 2
Glyxerin monostearat 1,5
Mubi an 0,1
Chiét pham gidng cy té bao chtra Hyp 0,1
Nudc tinh khiét 90,9
Tong 100

Vi du san xuét 4: Thubc dudng toc

Luong ctia cdc nguyén liéu dugc tron dugce thé hién trong bang 10.

Axit salixylic, glyxerin va vitamin E va L-mentol déu duogc hoa tan trong
etanol duoc bd sung vao nudc tinh khiét. Hon nita, dikali glyxyrizat duoc hoa tan
trong mot phén khéc cta nude tinh khiét dugc bd sung. Sau do, chiét phdm nuoi chy té
bao chira Hyp dugc bd sung vao hén hop va cac thanh phan dugc tron ddu dé diéu ché

thuoc dudng toc.
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Bang 10
Nguyén li¢u Luong (phan khoi lwong)

Etanol 70
Vitamin E 0,4
L-mentol 0,4
Dikali glyxyrizat 0,1
Chiét pham gidng cy té bao chtra Hyp 0,1
Axit salixylic 0,5
Glyxerin 0,5
Nudc tinh khiét 28
Tong 100

Vi du san xuét 5: Suong phun
Luong cua cac nguyén liéu duge tron dugc thé hién trong bang 11.

Axit xitric va natri xitrat dige hoa tan trong nudc tinh khiét. Sau do, ca chét
bao quan va polysorbat 80 dugc hoa tan trong etanol duoc bd sung. Sau do, chiét pham
nudi cdy té bao chita Hyp dugce bo sung vao hdn hop, va hdn hop nay duge khudy déu

dé diéu ché nude dudng da dang suong.

Bang 11
Nguyén liéu Lugng (phan khoi lwong)
Axit xitric 0,01
Natri xitrat 0,09
Chét bao quan Luong thich hop
Polysorbat 80 0,05
Etanol 10
Chiét pham gidng cy té bao chira Hyp 1
Nudc tinh khiét 88,85
Tong 100

Vi du san xuat 6: Nudc dudng da (lotion)
Lugng cia céc nguyén ligu dugc tron duoc thé hién trong bang 12.

Axit xitric va natri xitrat dugc hoa tan trong nudc tinh khiét. Tiép theo,
glyxerin, 1,3-butylen glycol va trinatri etylendiamintetraaxetat lan luot duoc bd sung,
sau d6 tat ca polyoxyetylen (18) ete cia ruou oleyl, vitamin E va metyl paraben dugc

hoa tan trong etanol dugc bd sung, sau do khudy dén khi dong nhét. Sau do, chiét
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phdm nudi chy té bao chtra Hyp dugc bd sung vao hdn hop, va hdn hgp nay duoc

khuay déu dé diéu ché nudc dudng da.

Bang 12
Nguyén liéu Luong (phan khoi lugng)

Glyxerin 4
1,3-butylen glycol 4
Etanol 7
Polyoxyetylen (18) ete cua rugu oleyl 0,5
Axit xitric 0,05
Natri xitrat 0,1
Trinatri etylendiamintetraaxetat 0,02
Vitamin E 0,5
Chiét pham gidng cay té bao chtra Hyp 1
Metyl paraben 0,1
Nudc tinh khiét 82,7
Tong 100

Vi du san xuét 7: Sita dudng da

Luong clia cac nguyén liéu duge tron duoc thé hién trong bang 13.

(1) Axit stearic, rugu xetyl, octyldodexyl myristat va parafin long duogc lam
néng dén 80°C dé hoa tan.

(2) Trietanolamin, natri hyaluronat, glyxerin, 1,3-butylen  glycol,
polyoxyetylen (10) monooleat va natri etylendiaminhydroxy triaxetat dwugc bd sung
vao nudce tinh khiét va duge 1am nong dén 80°C.

(3) Dung dich (2) duge bd sung vao dung dich (1) trong khi khudy dung dich
(1) v6i chét ddng nhét hoa. Hn hop duge khudy so bo trong khodng thoi gian 5 phut
sau khi bd sung.

(4) Sau khi két thuc khudy so bo, hdn hop duge lam ngudi xubng 50°C trong
didu kién vin khudy. Chiét phim nuoi céy té bao chira Hyp duoc bd sung vao hdn hop,
va hén hop nay dugc lam mat tiép xubng 35°C trong didu kién van khudy dé didu ché

sita dudng da.

Béang 13
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Nguyén liéu Luong (phan khoi luong)

Axit stearic 1.5
Ruou xetyl 0,5
Octyldodexyl myristat 5
Polyoxyetylen (10) monooleat 1
Parafin 16ng 5
Trietanolamin 0,5
Chiét pham giong céy té bao chira Hyp 1
Natri hyaluronat 0,01
Glyxerin 7
1,3-butylen glycol 3
Natri etylendiaminhydroxytriaxetat 0,01
Nudc tinh khiét 75,48
Tong 100

Vi du san xuat 8: Kem
Luong clia cac nguyén liéu dugce tron dugc thé hién trong bang 14.

(1) Axit stearic, glyxeryl —monostearat, sorbitan  sesquistearat,
polyoxyetylensorbitan monostearat, TuUQu xetostearyl, squalan, dipentaerytrityl
hexahydroxystearat/hexastearat/hexarosinat, diu o6liu, octyldodexyl myristat va

metylpolysiloxan dugc lam nong dén 80°C dé hoa tan.

(2) Glyxerin, 1,3-butylen glycol, natri hydroxit va metyl paraben dugc bd sung

vao nude tinh khiét va duge 1am nong dén 80°C d€ hoa tan.

(3) Dung dich (2) dugc bd sung vao dung dich (1) trong khi khudy dung dich
(1) voi chit ddng nhit hoa. Hon hop dugce khudy so bd trong khoang thoi gian 5 phut
sau khi bd sung.

(4) Sau khi két thuc khudy so bo, hdn hop duge lam ngudi xubng 50°C trong
didu kién vin khudy. Chiét phdm nudi cdy té bao chira Hyp duogce bd sung vao hdn hop,

va hon hop nay duge lam mat tiep xudng 35°C trong diéu kién van khuay dé diéu che

kem.
Bang 14
Nguyén li€u Luogng (phan khdi luong)
Axit stearic 2,5
Glyxeryl monostearat 0,8
Sorbitan sesquistearat 0,6
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Polyoxyetylensorbitan monostearat 0,4
Ruou xetostearyl 2
Squalan 12
Dipentaerytrityl 2
hexahydroxystearat/hexastearat/hexarosinat

Déau 6liu 5
Octyldodexyl myristat 15
Metylpolysiloxan 0,5
Glyxerin 10
1,3-butylen glycol 8
Natri hydroxit 0,1
Metyl paraben 0,1
Chiét pham gibng cay té bao chtra Hyp 0,3
Nude tinh khiét 40,7
Téng 100

Kha ning tng dung trong cong nghi€p
Té bao hodc gidng ciy té bao nAm men Yarrowia lipolytica hodc chiét pham
ciia ndé ma c6 chira L-hydroxyprolin theo sang ché hitu dung dé lam nguyén liéu thd

dung cho my pham, thyc pham hodc do uong va cac san pham khac.
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YEU CAU BAO HO

1. T bao hodc giéng ciy té bao ndm men Yarrowia lipolytica hoac chiét pham ctia né
chtra L-hydroxyprolin,

trong d6 ty 1& cta lugng (ng/mL) L-hydroxyprolin trén téng lwong (ug/mL) L-
prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu duoc xac dinh theo cong thic (100
Hyp/(Pro + Hyp)) ndm trong khoang tlr 35 dén 100, va

chiét phdm ctia té bao hodc giéng cdy té bao 1a séan pham phd v& té bao thu
duoc bang cach dua té bao hodc gidng cy té bao qua budc pha v té bao hoic

chiét pham thu duge bang cach loai bo cdn té bao ra khoi san pham phd v té
bao.
2. Té bao hoic gidng cy té bao ném men hogc chiét pham ctia n6 theo diém 1, trong
d6 Juong L-hydroxyprolin bz"mg 10 'ug/mL hoéc 1én hon.
3. Té bao hogc gibng cdy té bao ndm men Yarrowia lipolytica hodc chiét pham ctia no,
chua L-hydroxyprolin véi luong bang 10 pg/mL hodc 16n hon,

trong do chiét phdm cia t& bao hodc gidng ciy t& bao 1a san phadm pha v& té bao
thu dugc bang cach dua té bao hodc giéng chy té bao qua budc phé v3 té bao hodc

chiét phém thu duoc béng cach loai bo cdn té"bao ra khoi san phém pha v té
bao. |
4. Phuong phap san xuit L-hydroxyprolin, trong d6 phuong phap nay bao gdm budc
tich Iy L-hydroxyprolin trong té bao hodc gibng cy té bao nidm men Yarrowia
lipolytica bang cach nudi cdy hiéu khi nAm men trong mdi truong long chia ngudn
cacbon va ngudn nito, trong do ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin.
5. Phuong phép san xudt theo diém 4, trong do peptit chira L-hydroxyprolin la peptit
colagen.
6. Phuong phap san xudt theo didm 5, trong d6 peptit colagen c6 phan tur lwong trung
binh nim trong khoang tir 1000 dén 10000.
7. Phuong phép san xut theo diém bat ky trong sb cac diém tir 4 dén 6, trong do budc
nudi cdy hiéu khi dugce thye hién trong khoang thoi gian tir 10 dén 100 gio.

8. Duoc pham chira t€ bao hodc giong cay t& bao nAm men hodc chiét pham cta no
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theo diém bat ky trong s6 céc diém tir 1 dén 3.

9. Thyc phdm chira t€ bao hodc giong cay t& bao nam men hodc chiét pham cta né

theo didm bt k¥ trong s6 céac diém tir 1 dén 3.

10. Bd udng chura té bao hodc giong cy t€ bao nam men hogc chiét pham cua né theo

diém bét ky trong sb cic diém tir 1 dén 3.

11. Nguyén liéu thoé dung cho m¥ pham chira té bao hoac gidng cdy té bao ndm men

hogc chiét phim clia n6 theo diém bt ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3.

12. M§ pham chtta t€ bao hodc giong cdy te bao nam men hodc chiét pham ctia nd theo

diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 3.

13. Nguyén liéu tho dung cho m§¥ pham theo diém 11, trong d6 lugng L-hydroxyprolin

trong nguyén li¢u thé dung cho my phim nam trong khoang tir 5 dén 300 phan triéu.

14. M§ pham theo diém 12, trong d6 luwgng L-hydroxyprolin trong my phidm nim
trong khoang tir 0,01 dén 20 phan triéu.

15. Ché phém ting cuong L-hydroxyprolin chtra t& bao hoac gidng céy té bao nam

men Yarrowia lipolytica hodc chiét pham ctia n6, chira L-hydroxyprolin,

trong d6 chiét pham cta t& bao hoic gidng cdy té bao 1a san phim pha v& té bao

thu duge bing cach dua t& bao hodc gidng ciy té bao qua budc pha vo té bao hoic

chiét phim thu dugc bing cach loai bd can té bao ra khoi san pham pha v té
bao.
16. Ché phdm ting cuong L-hydroxyprolin theo diém 15, trong do ty 1¢ cua lugng
(ug/mL) L-hydroxyprolin trén tdng lugng (ng/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin
(Hyp) nhu dugc xac dinh theo cong thre (100 x Hyp/(Pro + Hyp)) trong té bao hoic

gidng cy té bao nam men hodc chiét phim cua n6 nam trong khoang tir 35 den 100.

17. Ché phdm ting cudng L-hydroxyprolin theo diém 15 hodc 16, trong d6 luong L-
hydroxyprolin trong té bao hodc gidng chy té bao ndm men hodc chiét phim cua no

bang 10 pg/mL hodc 16n hon.
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FIG.2
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FIG.6
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FIG.8
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