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(57) Sang ché dé cap dén té bao nAm men hodc gidng cdy té bao ndm men hodc
chiét pham ctia n6 1a té bao nAm men hoic gidng ciy té biao nam men ciia it nhat
mot nAm men duoc chon tir nhém bao gom Kodamaea ohmeri, Metschnikowia
reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora
lusitaniae hodc chiét pham cua ching, chira L-hydroxyprolin, trong d6 ty 1é giita
lwvong (ng/mL) L-hydroxyprolin véi tong luong (ng/mL) L-prolin (Pro) va L-
hydroxyprolin (Hyp) nhu duoc xac dinh bang cong thirc (100xHyp/(Pro+Hyp))

nam trong khoang tir 35 dén 100.
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Linh vwe k§ thuat dwoce dé cap

Séang ché dé cap dén té bao nAm men hoic giéng cdy té bao ndm men hoc chiét
phim ctia né chita L-hydroxyprolin, va phwong phap san xuét L-hydroxyprolin. Sang
ché ciing @ cap dén thuc phim hozc dd udng, m§ phdm, nguyén liéu thd ding cho my
phéim, va ché phim ting cudng L-hydroxyprolin, chira t& bao ndm men hoic gidng ciy

té€ bao nam men hodc chiét pham cuia no.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

L-hydroxyprolin (hydroxy-L-prolin) 1a axit amin gdm c6 L-prolin v6i nhom
hydroxy dugc gin vao nguyén tr cacbon & vi tri 4. Cac tac dung c6 loi cua L-
hydroxyprolin bao gbm thiic dAy su san sinh colagen trong nguyén bao soi, thiic day su
sinh trudng cua t& bao biéu bi, tac dung cip 4m cao hon hodc bang véi tac dung chp 4m
cua colagen, chbng 1430 hoéa da, hép thu qua da 16n hon mirc hép thu cua tripeptit, tac
dung lam giam nép nhin, va tac dung lam diu chimg viém da di tng. L-hydroxyprolin
an toan déi voi co thé ngudi va c6 thé dugc str dung trong thure pham hoic d6 udng, my

phim, thubc, va cac san phdm khéc. Vi thé ma L-hydroxyprolin ¢6 1¢i ich cao.

Mic du L-hydroxyprolin ¢6 thé dwoc san xuit bang phuong phéap tdng hop hitu
co, phuong phap san xuét st dung vi sinh vat ciing da dugc nghién ctru. Vi dy, Tai li€u
patent 1 boc 10 phuong phép san xuit cis-4-hydroxy-L-prolin, bao gdm budc dua
polynucleotit md héa L-prolin cis-4-hydroxylaza co ngudn gbc tir Mesorhizobium loti
vao té bao chu, nudi cdy thé bién nap thu dugc trong mdi trudng dé n6 san sinh ra va
tich liiy cis-4-hydroxy-L-prolin trong moi truong nudi cdy, va thu hdi cis-4-hydroxy-L-

prolin tr mdi trudng nudi cay nay.
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Danh muc tai liéu trich dan
Tai li€u patent
Tai liéu patent 1: JP 5506668 B
Ban chit ky thuit ciia sdng ché
Vén dé k¥ thuat

NAm men 13 vi sinh vat vin thudng dugc st dung trong cac ung dung cong
nghiép khéc nhau trong linh vyc thuc phim va dd ubng. Té bao nAm men hoic gidng
cdy té bao nim men hogc chiét phim cia né chia L-hydroxyprolin hitu ich dé lam
nguyén liéu tho dung cho m¥ phém, thyc phim hodc dd ubng, va cac san phim khac ma
dwoc mong cho 14 dem lai cac tic dung c6 loi cua L-hydroxyprolin. Tuy nhién, ndm men
tich Iily L-hydroxyprolin trong té bao hodc gidng chy té bao cuano van chua dugc bao

cao.

Muc dich chu yéu cia sang ché 12 @ xuét t& bao ndm men hodc gidng chy té
bao ndm men hodc chiét phim ctia n6 chira L-hydroxyprolin, st dung ching, va phuong
phap san xuét L-hydroxyprolin.

Giai phap cho vén dé

Céc tac gia sang ché d3 tién hanh cac nghién ctru chuyén sau dé giai quyét vén
d8 néu trén dé tim ra réng, mot s6 nAm men, bao gém Kodamaea ohmeri, tich iy L-
hydroxyprolin trong té bao hodc gidng cy té bao ctia chung khi dugc nuéi ciy hiéu khi.
Céc tac gia sang ché ciing phat hién ra rang, trong t& bao ném men thu dugc hodc gidng
cay té bao hoic chiét phdm cta n6 chia L-hydroxyprolin, ty 1§ gitra luong L-
hydroxyprolin v6i tdng lwong L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu dugc xac
dinh bang cong thirc (100xHyp/(Pro+Hyp)) co6 thd nim trong mot khoang cu thé. Cac
tac gia sang ché da thuc hién céc nghién ctru khac nira dua trén cac két qua ndy dé hoan

thanh sang ché.
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Té bio ndm men hodc giéng cy té bao n4m men hoic chiét phdm cua n6 theo
sang ché 1a t& bao ndm men hodc gidng cy té bao nim men ctia it nhit mét ndm men
dugc chon tir nhém bao gé)m Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma
caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae hodc chiét phdm cta
ching: chira L-hydroxyprolin, trong do ty 1¢ gifta lvong (ng/mL) L-hydroxyprolin véi
téng lugng (ng/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu dugc xac dinh bang

codng thic (100xHyp/(Pro+Hyp)) nam trong khoang tir 35 dén 100.

Trong té bao nAm men hoc gidng chy té bao nAm men hodc chiét phim cua nd
theo sang ché, luong L-hydroxyprolin t6t hon 13 bing 10pg/mL hodc 16n hon. Trong té
bao ndm men hoic gidng cdy té bao ndm men hozic chiét phdm ctia n6 theo séng ché,
lwong (ng/mL) L-hydroxyprolin chia cho OD660 (ug/mL/OD660) t6t hon 13 bing 20

hodc cao hon.

Té bao ndm men hoic gidng cy té bao nAm men hozc chiét phém ctia n6 theo
mdt khia canh khéc cua sang ché 13 té bao nim men hodc gidng cy té bao ndm men cla
it nhat mdt ndm men dugc chon tir nhom bao gém Kodamaea ohmeri, Metschnikowia
reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae
hoic chiét phim cta ching, chta: L-hydroxyprolin v6i luong bang 10pg/mL hodc 16n

hon.

Phuong phép san xuét L-hydroxyprolin theo sang ché bao gdm bude tich liy L-
hydroxyprolin trong t& bao ndm men hodc gidng cly t& bao nAm men cua it nhit mot
nidm men dugc chon tir nhom bao gf“)m Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii,
Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae bang cach
nudi cdy hiéu khi it nhét mot nAm men nay trong moi truong 16ng chtra ngudn cacbon
va ngudn nito, trong d6 ngudn nito ndy chira peptit chita L-hydroxyprolin.

Trong phuong phap san xuéit theo sang ché, peptit chira L-hydroxyprolin tbt hon

1a peptit colagen. Peptit colagen t6t hon 1 c6 phan tir lugng trung binh nam trong khoang
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tr 1000 dén 10000.

Trong phuong phép san xuit theo séng ché, budc nudi cdy hiéu khi t6t hon 1a

dugc thuc hién trong thoi gian tir 10 dén 100 gio.

Sang che bao gom viéc st dung it nh4t mot ndm men dugc chon tir nhém bao
gdm Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma

guilliermondii, va Clavispora lusitaniae dé san xuét ra L-hydroxyprolin.

Viéc st dung theo sang ché t6t hon 1a bao gom viée tich lily L-hydroxyprolin
trong t& bao nam men hodc giong cay t& bao ndm men cua it nhat mot nam men bang
cach nudi cdy hiéu khi it nhat mot nam men nay trong moi truong 1ong chira ngudn

cacbon va ngudn nito, trong d6 ngudn nito t6t hon 12 chira peptit chira L-hydroxyprolin.

Khi str dung theo sang ché, peptit chira L-hydroxyprolin tdt hon 12 peptit colagen.
Peptit colagen t5t hon 12 c6 phan tir lugng trung binh ndm trong khoang tir 1000 dén
10000. Khi st dung theo sang ché, bude nudi chy hiéu khi t6t hon 1a duoc thuc hién

trong thoi gian tir 10 dén 100 gio.

Ché phdm theo sang che chira t€ bao nim men hoic giong cay t&€ bao ndm men

hozc chiét pham cia no6 theo sang ché.

Thyuc pham hodc d6 udng theo sang ché chira té bao nAm men hodc giong cay t&

bao ndm men hogc chiét pham ctia n6 theo sang ché.

My phim hogc nguyén li¢u tho dung cho m§ pham theo sang ché chira té bao

nidm men hodc giéng cay t& bao nam men hodc chiét pham ctia no theo sdng ché.

My phim hodc nguyén li¢u thd dung cho m¥y pham theo sang ché t&t hon 1a dugc
stt dung trong Ung dung dugc chon tir viée thuc ddy sy san sinh colagen, thuc day su
sinh trudng té bao bidu bi, cip 4m cho da, chéng 130 héa da, ngan nglra hodc lam gidm
su chung da, cai thién do san chéc da, ngin ngira hodc lam giam nép nhin, va lam diu

chung viém da di Gng.
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Theo mot phuong an, my phim hogc nguyén liéu thd dung cho m§ phim theo
sang ché t6t hon 13 nguyén liéu thd dung cho m¥ pham va lugng L-hydroxyprolin trong
nguyén liéu thé dung cho m¥y pham nay t5t hon 12 ndm trong khoang tir 5 dén 300 phan

triéu (ppm).

My phim hodc nguyén liéu thd dung cho my phém theo séng ché 6t hon 1a m¥
phim va lugng L-hydroxyprolin trong m¥ phim nay t5t hon 14 nim trong khoang tir

0,01 dén 20 phﬁn triéu. Phén triéu & day nghia 1a phﬁn triéu theo trong luong.

Ché phim tang cudng L-hydroxyprolin theo séng ché chira t& bao ndm men hogc
gidng cay té bao ndm men cta it nhat mot ndm men dwgc chon tir nhém bao gdm
Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma
guilliermondii, va Clavispora lusitaniae hodc chiét phim cua chung, chira L-

hydroxyprolin.

Trong té bao nAm men hoc giéng cy té bao ndm men hodc chiét pham cta n6
trong ché phim ting cudong L-hydroxyprolin theo sang ché, ty 1¢ gitra luong (ng/mL) L-
hydroxyprolin véi tbng lugng (ng/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu
duoc xac dinh bang cong thue (100 xHyp/(Pro+Hyp)) t&t hon 12 nam trong khoang tir 35
dén 100. Luong L-hydroxyprolin trong t& bao nAm men hoic gidng chy té bao ndm men
hodc chiét pham cta n6 tdt hon 12 bing 10pg/mL hodc 16n hon.
Hiéu qua c6 loi clia sang ché

Sang ché c6 thé tao ra té bao ndm men hodc gidng chy té bao ndm men hodc
chiét pham cua n6 chira L-hydroxyprolin, sir dung ching, va phuong phép san xuét L-
hydroxyprolin. Té& bao nim men hodc gidng chy té bao nAm men hodc chiét phim cua
né theo sang ché dugc sir dung mot cach thich hop duéi dang nguyén ligu tho dung cho

thuc pham hodc do udng, my pham, va cac san phdm khac.

M6 ta van tat cac hinh vé
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Fig.1 thé hién céc két qua cia phép do luong L-hydroxyprolin trong mau nudi

chy bing HPLC.

Fig.2 thé hién bidu d6 HPLC thu dugc bang cach phan tich dung dich chuén ctia
hdn hop céc axit amin, Typ H chira dung dich axit clohydric 0,1N va L-hydroxyprolin
(ndéng do cta mdi axit amin: 20pmol/L) ((a): dugc phét hién bang Ch1 & bude séng kich
thich bang 350nm va budc séng huynh quang bang 450nm, (b): dugc phat hién bang

Ch2 & buéc song kich thich bang 266nm va budc séng huynh quang bang 305nm).
MG ta chi tiét sang ché
Sau day, cdc phuong 4n cla sang ché s& dugc md ta chi tiét. Tuy nhién, sang

ché khong nén bi giéi han & cac phuong an sau, va céc cai bién thich hop ¢o6 thé dugc

thuc hién ma khong vuot ra khoi pham vi cla sang ché.

Chi va lodi nAm men dugc mo ta trong ban mo ta nay bang cé4c tén chi va loai

trong "The Yeasts, A Taxonomic Study", 5th Edition (Elsevier, 2011).

Té bao ném men hodc gidng chy té bao nim men hogc chiét phim cta no theo
khia canh thir nhét cla sang ché 12 té bao ndm men hodc gidng cy té bao ndm men cua
it nhat mot nam men dugc chon tir nhom bao gém Kodamaea ohmeri, Metschnikowia
reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae
hodc chiét phdm ctia chung, chta L-hydroxyprolin, trong d6 ty 1 gitta lugng (pg/mL)
L-hydroxyprolin v6i tbng lwong (ug/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu
duoc xac dinh bang cong thire (100 xHyp/(Pro+Hyp)) 1a nam trong khoang tir 35 dén

100.

Té bao ndm men hoidc gidng cay t€ bao nam men hodc chiét pham cta n6 theo
khia canh thir hai cia sng ché la té bao nam men hodc gidng cay t€ bao nam men cua
it nhAt mot nam men duoc chon tur nhom bao gom Kodamaea ohmeri, Metschnikowia

reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae
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hoic chiét phdm clia ching, chira: L-hydroxyprolin v&i lugng bing 10pg/mL hodc 16n

hon.

Sau day, té bao nAm men hogc giéng chy té bao nAm men hoic chiét pham cua
n6 theo khia canh thir nhét clia sang ché va té bao nim men hodc gidng cy té bao nim
men hodc chiét phim ctia n6 theo khia canh thar hai clia sang ché ciing c6 thé duge dé
cap chung 1a t& bao nim men hodc gidng cy té bao nAm men hozc chiét phim ctia n6

theo sang ché.

Té bao ndm men hoic gidng cy té bao nim men hodc chiét phim cua né theo
séng ché 14 té bao ndm men hodc gidng cdy té bao nim men cta it nhit mot ndm men
dugc chon tir nhém bao gom Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma
caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae hodc chiét phdm ctia

chung.

NAm men theo sang ché khong bi gidi han midn 12 n6 1a mot trong cac loai néu

trén. Mot hodc hai hogc nhiu niAm men c6 thé dugc st dung.

Céc ndm men 12 sén c6 tir cac kho luu trit khac nhau. Cac vi du vé kho luu trit
bao gdm Vién Cong ngh¢ va Déanh gia Quéc gia (National Institute of Technology and
Evaluation, 2-5-8 Kazusa-kamatari, Kisarazu, Chiba, J apan). Chung co thé duogc phan

14p tir ty nhién.

Cu thé, Kodamaea ohmeri duoc vu tién lam nim men theo sang ché do luong
L-hydroxyprolin trong té bao hodc gidng cy té bao cua né hodc chiét pham cua nd 16n.
Té bao nim men hodc gibng cay t& bao nAm men hodc chiét phim ctia n6 theo sang ché
t6t hon 12 t& bao hodc gidng cy té bao cua Kodamaea ohmeri hodc chiét phim cta né.

Té bao ndm men hodc gibng cy té bao nAm men hodc chiét phim cua n6 theo
sang ché chira L-hydroxyprolin (Hyp). L-hydroxyprolin theo sang ché 13 4-hydroxy-L-

prolin. L-hydroxyprolin chira trong té bao nam men hodc giong cdy te¢ bao nam men
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hoic chiét phim clia né trong ban md ta nay ding dé chi L-hydroxyprolin tu do. Lugng
L-hydroxyprolin hodc lugng tich liy L-hydroxyprolin trong té bao nAm men hodc giéng
cy té bao n4m men hoic chiét phdm cua n6 ding dé chi lugng L-hydroxyprolin tu do.
NAm men tich liiy L-hydroxyprolin tw do trong t€ bao hodc gidng chy té bao ctiand van

chua duoc bao céo.

Trong té bao nim men hoic gidng chy té bao nim men hogc chiét phim cta n6
theo khia canh thir nhit clia sang ché, ty 1& gitra luong (pg/mL) L-hydroxyprolin vé&i
tbng luong (ng/mL) L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu dugc xac dinh bang
cong thire (100 x Hyp/(Pro + Hyp)) 1a nam trong khoang tir 35 dén 100. Té bao nim
men hoic gidng céy té bao nhu vay hodc chiét phdm ctia né dugc st dung mot cach
thich hop lam nguyén liéu tho dung cho thuc phim hogc dd ubng, my pham, va cac san
phim khac ma dugc mong chd 12 thé hién céc tac dung c6 loi cua L-hydroxyprolin. Sau
day, thuat ngit "ty 1¢ gitra luong (pg/mL) L-hydroxyprolin véi tdng luong (pug/mL) L-
prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu duoc x4c dinh biang cong thic
(100xHyp/(Pro+Hyp)) ciing ¢6 thé duge 8 cap dén 1a "ty 1& Hyp/(Pro+Hyp)". Luong
L-prolin trong ty 1& Hyp/ (ProtHyp) dung dé chi luong L-prolin tu do chira trong té bao

nédm men hodc giéng cdy t& bao nam men hodc chiét pham cta nd.

Theo mdt phuong an duge uu tién, t& bao ndm men hodc giéng cy té bao nim
men hodc chiét phim cta né theo khia canh thir hai ctia sang ché c6 ty 16 Hyp/(Pro +

Hyp) nim trong khoang tir 35 dén 100.

Ty 1& Hyp/(Pro+Hyp) t5t hon 12 ndm trong khoang tir 40 dén 100, t6t hon nira
]a nim trong khoang tir 50 dén 100, tot hon nita 12 nam trong khoang tir 60 dén 100, con
t6t hon nita 12 nim trong khoang tir 70 dén 100, t&t hon nita 13 ndm trong khoang tir 80
dén 100, dic biét t8t hon 13 ndm trong khoang tir 90 dén 100. Té bao nAm men hodc
gidng cly té bao nAm men hoic chiét phim ctia n6 ¢6 ty 1& Hyp/ (Pro+Hyp) nhu vy c6
ham lugng Hyp cao va vi thé dac biét thich hop dé& 1am nguyén liéu thd ding cho thuc

8
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pham hodc do uong, my pham, va cac san pham khac ma dugc mong doi 1a ¢6 céc tac

dung c6 1¢i ciia L-hydroxyprolin.

Trong té bio nAm men hoic giéng cy té bao nim men hogc chiét pham cta n6
theo khia canh thit hai cua sang ché, lugng L-hydroxyprolin 1a bang 10ug/mL hogc 16n
hon. Trong té bao nAm men hodc giéng chy té bao nim men hoic chiét phdm cta nd
theo khia canh thir nhit cla sang ché, lugng L-hydroxyprolin t6t hon 12 bang 10pg/mL
hodc 16n hon. T& bao ndm men hoic gidng cy té bao nim men hodc chiét phim cia nd
chira L-hydroxyprolin & lugng ndm trong khoang néu trén thich hop dé 1am nguyén liéu
tho dung cho thuc phim hodc d6 ubng, m§ phim, va cac san phim khac ma dugc mong
doi 12 ¢6 céc tac dung c6 loi cua L-hydroxyprolin. Luong L-hydroxyprolin trong té bao
nAm men hoic gidng chy té bao nim men hoc chiét pham cua n6 theo sang ché t6t hoﬁ
nita 13 bang 15ug/mL hogc 16n hon, t8t hon nita 13 bang 17pg/mL hodc 16n hon, t5t hon
nita 12 bing 20pg/mL hodc 16n hon, con t8t hon nita 12 bang 30pg/mL hodc 16n hon, con
5t hon nita 1a biing 40pg/mL hoc 16n hon, con tot hon nita la bing 50pg/mL hogc 16n
hon, con t6t hon nira 13 bang 100pg/mL hodc 16n hon, con t6t hon nita 12 bang 150pg/mL
hodc 16n hon, dic biét tét hon 1a bang 200pg/mL hogc 16n hon, ddc biét tét hon 14 bing

250pg/mL hodc 16n hon, ddc biét t5t hon 12 bing 300ug/mL hogc 16n hon.

Can trén cla lugng L-hydroxyprolin trong t& bao ndm men hodc gidng chy té
bao ndm men hoic chiét phim ctia n6 khong bi gidi han. Lugng nay t6t hon 13 16n nhat
c6 thé, nhung lugng nay thudng bing 6000pg/mL hodc nhd hon, va c6 thé bing
3000pg/mL hodc nhé hon hodc 2000pg/mL hogc nho6 hon.

Sang ché c6 thé tao ra té bao nim men hodic giéng chy té bao ndm men hodc
chiét phdm cua né trong d6 luong L-hydroxyprolin ¢c6 ngudn gdc tir té bao nim men
hoic giéng chy té bao nim men nim trong khoang néu trén.

Luong (pg/mL) L-prolin va luong (ug/mL) L-hydroxyprolin trong t& bao nim

men hoidc giong cdy t€ bao ndm men hodc chiét pham ciia nd c6 the duogc do bang sdc
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ky 16ng hi¢u ning cao (HPLC). Trong cac truong hop ma té bao nim men hozc gidng
cy té bao nim men hoic chiét phim clia n6 chua té bao, té bao nay dugc pha vo bing
cach, vi du, tu phén trong didu kién nhiét hodc phan hiy do enzym, va céc thanh phan
té bao da duoc giai phong duge sir dung dé do luong L-prolin va L-hydroxyprolin. Vi
du, L-prolin va L-hydroxyprolin ¢o thé duoc dinh lugng bang phuong phép bao gdm
viée tao din xuit nhém amin bac mot bing axit mercaptopropionic va o-phtalaldehyt
(OPA), sau d6 tao dn xuit axit amin bac hai bang 9-florenylmetyl cloformat (FMOC),
va tién hanh phén tich HPLC (phét hién & budc séng kich thich bang 266nm va budce
song huynh quang bang 305nm). Péi voi phép do cac lugng L-prolin va L-
hydroxyprolin va phép phén tich HPLC, cac phuong phép va diéu kién dugc md ta trong

phan Vi du thyc hién sang ché ¢6 thé dugce st dung.

T& bao ndm men hoic gidng cy té bao nAm men hoic chiét phém ctia n6 theo
sang ché co thé thu duoc bang cach nudi cAy hiéu khi it nhét mot ndm men trong moi
trudng 16ng va tiy ¥ tién hanh bude xir 1y nhu pha v& té bao.

Gibng ciy t& bao nAm men tdt hon 1a chira té bao ndm men va/hoic phan dich
ndi trén bé mit nudi cdy, va co thé chira cac thanh phén té bao nAm men. Té bao ném
men c6 thé 1a t& bao sdng hodc té bao chét. Cac vi du vé giéng chy té bao chira té bao
n4m men va/hodc phan dich ndi trén bé mit nudi cdy bao gbm: dich nudi cy té bao chtra
t& bao ndm men (t& bao dugc nudi cdy) va phan dich ndi trén bé mit nudi ciy thu duge
b?mg cach nudi céy hiéu khi it nhat mot ndm men; cac té bao nAm men duoc gom tur dich
nuoi céy té bao; va phﬁn dich ndi trén bé mat nudi céy thu dugc bf?mg cach loai bd cac
6 bao khoi dich nudi cdy té bao. Phan dich ndi trén b3 mit nudi cdy cia dich nudi cy
té bao duoc dé cap dén mét cach don gian la phan dich ndi trén bé mat nudi cdy. Gidng
chy té bao t6t hon 1a dich nudi ciy té bao chira té bao nAm men va phan dich ndi trén bé

mit nudi céy, hodc phan dich ndi trén bé mat nudi cay.
Chiét phdm ctia té bao hodc gidng cAy té bao thuong chira cac thanh phan te bao,
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t6t hon 13 chira céc thanh phén t& bao va phéan dich ndi trén bé mit nudi cay. Cac vi du
vé chiét phdm ctia t& bao hoic gibng cdy té bao bao gom chiét phdm (san phim phé v&
té bao) thu duge bang cach dua té bao hoac giéng cy té bao (t6t hon 12 dich nudi chy té
bao) chira cac té bao qua budc xr ly phd v& té bao (vi du, xtt Iy tu phan hodc xr Iy phan
huy do enzym) dé giai phong céac thanh phan t& bao nAm men trong dich nudi ciy hoic
dich tuong tu; va chiét phém thu duoc b%mg cach loai bd phén cdn t& bao khoi té bao
hodc gidng chy té bao da dugc dua qua bude xu ly phé v& té bao (san phim phé v& té
bao). Pugc wu tién 13 dich nudi cy té bao duoc dua vao xir ly pha v3 té bao (san pham
phé v té bao), hodc chiét phdm chira cac thanh phan té bao va phan dich ndi trén bé

miit nudi cdy thu dugc bang cach loai bo phan cidn té bao khoi san pham pha v& té bao.

Nhu dugc md ta trén day, té bao ndm men hoic giéng chy té bao ndm men hodc
chiét phadm cta n6 theo séng ché thuong thu duge bang cach nudi chy hiéu khi it nhét
mdt nAm men trong mdi trudng 10ng va tiy y dua dich nu6i cy té bao thu dugc chira té
bao nim men va phan dich néi trén bé mit nudi cdy qua bude xir Iy nhu thu gom té bao
va pha vo té bao.

L-hydroxyprolin chira trong t& bao niAm men hodc giéng chy té bao ndm men
hodc chiét phim ctia n6 theo sang ché t6t hon 12 c6 nguon gdc tir té bao hodc gidng chy
té bao thu dugc bing cach nudi cdy hiéu khi. L-hydroxyprolin chira trong té bao nim
men hoic giéng chy té bao nAm men hoic chiét phim cua no theo sang ché t6t hon 12

gin nhu khong ton tai trudce khi nuoi cdy hicu khi.

Té bao nidm men hodc gidng cay t€ bao nam men hodc chiét pham cta n6 theo
sang ché dugc st dung mot cach thich hop lam, vi du, nguyén li€u tho dung cho m¥y

phém, thyc pham hodc d6 udng bao gdm dd udng chira con, va cac san pham khac.

Trong té bao nAm men hodc giéng cy té bao nAm men hodc chiét phim ciia nd
theo sang ché, lugng (pg/mL) L-hydroxyprolin chia cho OD660 (pg/mL/OD660) tbt

hon 13 bang 20 hodc cao hon. Luong (pg/mL) L-hydroxyprolin chia cho OD660
11
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(ug/mL/OD660) sau day cling c6 thé duge d& cap dén l1a gia tri Hyp/OD660. Gid tri
Hyp/OD660 cang cao biéu thi lwong L-hydroxyprolin trong mdi té bao cang 16n. Vi vay,
Hyp/OD660 cang cao s€ cang tét. Trong té bio nim men hodc gidng cy té bao nim
men hogc chiét phim ciia né, cin trén ciia gia tri Hyp/OD660 khong bi gi6i han. Gid tri
nay tot hon 12 cang cao cang tdt, nhung né thudng bang 300 hodc thip hon. Gia tri
Hyp/OD660 t6t hon nita 12 bang 25 hodc cao hon, t6t hon nita 12 bang 30 hodc cao hon,
tbt hon nita 12 biang 40 hodc cao hon, dic biét t6t hon 1a bang 50 hodc cao hon, ddc biét

t6t hon 12 b%mg 60 hoic cao hon, t6t nhét 12 bé‘mg 80 hodc cao hon.

OD 13 mat d6 quang. OD biéu thi ndng d9 t€ bao. Thong thudng, mirc hép thu
anh sang nhin thiy OD600 hodc OD660 & budc song bing 600nm hogc 660nm dugc do
(Baio Jikken Irasutoreiteddo 7 Tsukao Kobo Dekiru Two-hybrid (Biological
Experiment Illustrated 7, Guide for use of yeast and two-hybrid system), dugc cong b

bai Shujunsya, 2003).

0OD660 dugc str dung @& tinh gia tri Hyp/OD660 la mirc hép thu & 660nm ctia
dich nudi cdy té bao chira té bao va phan dich ndi trén bé mat nudi ciy (gidng chy té bao
chira té bao va phan dich ndi trén bé mit nudi cdy) duge st dung @8 thu duoc té bao

hodc giéng cay t€ bao hodc chiét pham cta no.

Cu thé, trong cac truong hop ma dich nudi cy té bao nAm men thu dugc bing
cach nudi cdy hiéu khi, it nhat mot nim men trong moi trudong 1ong dugc 14y duéi dang
gidng cAy té bao khong c6 xtr ly bét ky, OD660 1a mirc hap thu OD660 cua dich nuodi
cdy té bao nay (gidng cy té bao). Trong cac trudng hop ma té bao nAm men hoic giéng
cy té bao nAm men hoic chiét phdm cia né 1a chiét phdm cua t& bao hodc giéng chy té
bao thu duoc bing cach giai phong cac thanh phan té bao boi sy pha vo té bao nim men,
0D660 13 mutc hip thu OD660 cia dich nudi chy té bao (dich nudi cy té bao chira té
bao nidm men khong bi phd v& va phan dich ndi trén bé m3t nudi cly) duge sir dung dé
taora chiét phém. 0D660 ¢6 thé duge do bang, vi du quang phd ké.
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Té bao nAm men hodc gidng cly té bao n4m men hoic chiét phdm cua no theo
sang ché t6t hon 13 ¢6 ham lugng etanol bang 1% thé tich/thé tich hodc nho hon. Té bao
nim men hodc gidng cy té bao n4m men hoic chiét phdm ctia n6 ¢6 ham lugng etanol
bing 1% thé tich/thé tich hodc nhé hon nay dic biét thich hop lam nguyén liéu thod dung
cho nhiéu loai thyc phim hbeflc d6 ubng, my phim khdc nhau, va cac san phim khéc.
Ham lugng etanol cao hon 1% th& tich/thé tich c6 thé gay anh hudng co6 hai dén su sinh
trudng cua nAm men. Ham lugng etanol cia t& bao nAm men hoiic gidng cy té bao nim
men hodc chiét phim ctia n6 theo sang ché t6t hon nira 12 bang 0,8% thé tich/thé tich
ho#c nho hon, con tot hon nita 1a bé“mg 0,5% thé tich/thé tich hoic nhé hon. Ham luong

etanol ¢6 thé dugc do bang phuong phap da biét.

Té bao ndm men hodc gidng cay t€ bao nam men hodc chiét pham ctia n6 theo

sang ché c6 thé & dang bét ky, nhu bdt nhao, huyén phu, chiét phim, hogc chét 1ong.

Té bao nAm men hodc giéng cy té bao nAm men hodc chiét phdm cua né theo
séng ché, nhu dugc mo ta sau day, co thé duoc stt dung mot cach thich hop lam nguyén
liéu thd dung cho m¥ phim, thyc pham hozc dd udng, va céc san pham khéc. Té bao
nim men hodc gidng chy té bao nim men hoic chiét phim cta no theo sang ché c6 thé

duoc tao thanh bot trudce khi st dung bf?lng cach, vi du, séy kho.

T& bao ném men hoc gidng cy té bao ném men hogc chiét phim ctia n6 theo
sang ché c6 thé thu dugc bang cach nudi chy hiéu khi it nhAt mot ndm men dugc chon
tir nhém bao gdm Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica,
Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae trong moi truong long chira ngudn
cacbon va ngudn nito va tlty ¥ tién hanh buéc xur ly nhu pha v& t& bao. Cu thé, ngudn

nito chtta peptit chira L-hydroxyprolin.

Khi it nhat mot ndm men dugc nudi céy hiéu khi trong moi trudng long chira
ngudn cacbon va ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin, L-hydroxyprolin dugc
tich lily trong té bao hodc gidng cy té bao cua it nhét mot ndm men, thu duoc té bao
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nAm men hoic gidng chy té bao ndm men chira L-hydroxyprolin. Phuwong phép dugc uu
tién dé san xuét t& bao ndm men hogc gidng cdy té bao nim men hogc chiét phdm cua
n6 theo sang ché hoic dé san xuét L-hydroxyprolin 12 phwrong phép bao gbm budc tich
liiy L-hydroxyprolin trong t& bao nim men hodc gidng ciy té bao ndm men ciia it nhit
mdt ndm men bang cach nudi cy hiéu khi it nhAt mot nAm men ndy trong moi trudng

long chira ngudn cacbon va ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin.

Phuong phép san xuét L-hydroxyprolin theo sang ché bao gdbm bude tich lity L-
hydroxyprolin trong t& bao ndm men hoic gidng chy té bao nAm men cda it nhit mot
nam men dugc chon tir nhém bao gé)m Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii,
Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae bang cach
nudi cy hiéu khi it nhat mdt nAm men trong méi truong long chira ngudn cacbon va
ngudn nito (sau day dugc dé cap dén 1a budc tich liy Hyp). Ngudn nito ndy chira peptit

chtra L-hydroxyprolin.

Phuong phép san xuét theo sang ché ¢6 thé bao gdbm budc khac véi bude tich
iy Hyp, néu muén. Vi du, phuong phap san xuét c6 thé bao gdm mdt hodc hai hodc
nhidu bude nhu bude nudi cdy so bd, bude thu gom té bao, va budc pha vo té bao (duge
mo ta dudi day).

Trong phuong phap san xuit L-hydroxyprolin theo sang ché, t& bao ndm men

hoic gidng cdy t¢ bao nam men hodc chiét phim clia no theo sang ché co thé thu dugc.

Budec tich litly Hyp tao ra t& bao ndm men hoic giéng chy té bao ndm men chtra
L-hydroxyprolin. Trong t& bao nAm men hoc gidng chy té bao nidm men thu dugc, ty 1€
Hyp/(Pro+Hyp) thuong nam trong khoang tir 35 dén 100. Luong L-hydroxyprolin trong
t& bao nAm men hoiic gidng chy té bao ndm men thu duoc nhd bude tich lity Hyp thuong
12 bang 10pg/mL hogc 16n hon. Té bao nim men hoic gidng chy té bao ndm men nhu
vay ¢c0 thé dugc str dung duédi dang t& bao ndm men hodc giéng cay té bao ndm men
theo sang ché. Té bao hodc giéng cdy té bao thu dugc con ¢6 thé duogc dua qua bude xtt
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1y nhu xt 1y pha v& t€ bao, néu mudn, dé tao ra chiét pham cia té bao nidm men hoc

gibng chy té bao nidm men chira L-hydroxyprolin.

Phuong phap san xuét L-hydroxyprolin bao gbm budc tich lity Hyp cling dugc
wu tién 1am phuong phap san xuét t& bao nAm men hoic gidng chy té bao ndm men hodc
chiét phém cta né theo sang ché. Trong trudong hop san xuét t& bao ndm men hoc gidng
cy té bao ndm men hodc chiét phdm cta né theo séng ché, budc tich lily Hyp va cac
phuong an dugc wru tién cia nd 12 giéng nhu budc tich lily Hyp trong phuong phap san

xuht L-hydroxyprolin va cac phuong an dugc wu tién cta nod.

Nhu d6i v6i phuong phap bd sung it nhat mot ndm men vao mdi trudong 16ng
trong budc tich liy Hyp, luong nhé céc té bao c6 thé dugc cay truyén truc tiép va sinh
truéng trong moi trudng 16ng chira ngudn cacbon va ngudn nito. Dé gia tang ndng dd té
bao mot cach nhanh chéng, t6t hon 1a ciy truyén dich nudi ciy so bo. Mdi trudong dé
nudi cdy so bd khong bi gisi han, va cd th& 12 mdi trudong gidng nhu moi trudng 1ong
duoc st dung trong budc tich liy Hyp (thudng trong moi trudng nuéi cy chinh), hodc
moi truong da biét st dung dugce cho nidm men. Thoi gian nudi ciy so bo thuong 1a tlr
10 dén 72 gio, tbt hon 1a tir 12 dén 48 gid. Nhiét d nudi cly so bo tbt hon 1a tir 15°C
dén 40°C. Lugng dich nudi cly so bd can duge cdy truyén thuong 1a tir 1/100000 dén
1/2, t&t hon 1a tir 1/1000 dén 1/10, t6t hon nita 1 tir 1/200 dén 1/10, con tét hon nita 13
tir 1/200 dén 1/20 lugng mdi trudng duge sir dung trong bude tich lity Hyp. Luong chy
truyén nim trong khoang néu trén cho phép nAm men sinh truéng nhanh trong budc tich

Iy Hyp va vi thé cho phép tich lity hiéu qua L-hydroxyprolin.

Ngudn nito ciia mdi trudng 16ng dugc st dung trong budce tich 1y Hyp chtra
peptit chira L-hydroxyprolin. Khi it nhét mdt nAm men dugc nudi chy hiéu khi voi ngudn
nito nay, L-hydroxyprolin dugc tich lily trong t& bao hoic gidng chy té bao. Mot hodc
hai hodc nhiéu ngudn nito nhu vay c6 thé dugc st dung. Mot hodc hai hodc nhiéu peptit

chira L-hydroxyprolin co thé dugc st dung.
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Peptit chira L-hydroxyprolin c6 thé 13 peptit bt ky chtra L-hydroxyprolin dudi
dang axit amin cAu thanh. Tt hon 13, peptit ndy 1a peptit trong do L-hydroxyprolin
chiém 10% trong lugng cla axit amin chu thanh hodc 16n hon. Theo mdt phuong an,

ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin t6t hon 12 peptit chira L-hydroxyprolin.

Nguon nito chira peptit chira L-hydroxyprolin ¢6 thé thu dugc bang cach, vi du,
thity phan protein chira L-hydroxyprolin. Protein chira L-hydroxyprolin ¢6 thé 13 protein
bét ky chtra L-hydroxyprolin 1am axit amin cAu thanh. Tt hon 13, né 13 protein trong d6
L-hydroxyprolin chiém 10% trong lugng clia axit amin cAu thanh hoic 16n hon. Protein
chtra L-hydroxyprolin dugc uu tién bao gdm protein colagen. Céc vi du vé protein
colagen bao gbm protein dugc didu ché tir md chura colagen nhu cic co quan, da, vay
c4, va xuong; colagen; va gelatin. Protein colagen co thé thu dugc tir nguén bét ky. Vi
dy, protein colagen co ngudn gbc tir dong vat, nhu protein colagen c6 ngudn gdc tir bo,
c6 ngudn gdc tir 1on, hodc c6 ngudn gdc tir c4, 6 thé duoc str dung mot cach thich hop.
Protein colagen co thé 13 san phim c6 ban trén thi truong. Budce thity phén protein chira

L-hydroxyprolin ¢ thé dugc thyuc hién v6i enzym bang phuong phap da biét.

Mot vi du thich hop v& ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin la pepton
6 ngudn gbc tir dong vat. Pepton nay tdt hon 1a pepton ¢ ngudn gbc tir bo, ¢o ngué)n
gbc tir logn, hodc ¢c6 ngudn gbc tir ca, tSt hon nita 1a pepton ¢ ngudn gbc tir bo hodc ¢6
ngudn gbc tir ca. Theo mdt phuong én cua sang ché, pepton cling t5t hon néu 1a pepton

tir thit, pepton tlr co tim, hodc pepton tir gelatin.

Céc ngudn nito c6 ban trén thi truong chira peptit chita L-hydroxyprolin sir dung

dugc trong sang ché bao gbdm san phém 6 tén Peptone (#211677) (Bacto).

Theo mdt phuong an, peptit chira L-hydroxyprolin tdt hon 1a peptit colagen.
Peptit colagen 1a colagen dugc thuy phén, va ¢6 thé 1a peptit colagen bat ky dugc tao ra
bing cach thiy phén gelatin thu dugc bang cach cai bién colagen tu nhién trong didu
kién nhiét, peptit colagen dugc tao ra bang céach thiy phéan colagen tu nhién, va san
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phim dugc cai bién bang phuong phap héa hoc hodc enzym héa ctia nd. Quy trinh thuy
phén co thé dugc thuc hién béng, vi du, enzym, axit, hodc kiém, va tot hon 13 dugc thuc
hién bing enzym. Peptit colagen tdt hon 13 peptit colagen dugce tao ra bang cach thuy
phan gelatin thu dugc bang céch cai bién colagen ty nhién trong diéu kién nhiét, hodc
peptit colagen thu dugc béng cach thily phan colagen ty nhién. Peptit colagen cd thé co
ngudn gbc tir ngudn bét ky. Vi du, peptit colagen ¢o ngudn gbc tir dong vét, nhu peptit
colagen cé ngudn gbc tlr bo, co ngudn gbc tir lgn, hodc c6 ngudn gbc tir ¢4, ¢o thé dugc
str dung mot cach thich hop. Dugc uu tién 1a peptit colagen co ngudn gdc tir ca. Peptit

colagen co thé 12 san phém c6 ban trén thi truong.

Céc vi du vé peptit colagen béan trén thi truong st dung dugc trong sang ché bao
gbm "Collagen Peptide IXOS HDL-50SP" (tén san pham) (phén tir lugng trung binh
5000), "Collagen Peptide Type S" (tén san phém) (phén tir lugng trung binh 1200), va
"Super Collagen peptide SCP-2000" (tén san phém) (phén tir lugng trung binh 2000),
tht ca cac san pham nay d3u ¢6 sin tir Nitta Gelatin, "Collagen peptide P-5000" (tén san
pham) (phéan tir lugng trung binh 5000) va "Collagen Peptide F-5000" (tén san phim)
(phan tir lwgng trung binh 5000) c6 sén tir Yasu Chemical Inc., va "Marine Collagen
Oligo CF"(tén san phim) (phén tir lugng trung binh tir 900 dén 1100) va "Marine
Collagen Oligo MF"(tén san phdm) (phan tir lugng trung binh tir 900 dén 1500) c6 sén
tir Nissho Corporation. Pugc uu tién la "Collagen Peptide Type S" (phén tr lugng trung

binh 1200) va "Collagen Peptide IXOS HDL-50SP"(phén tir luvgng trung binh 5 000).

Trong sb céc san phim nay, vi du, "Collagen Peptide IXOS HDL-50SP",
"Collagen Peptide Type S", "Collagen Peptide F-5000", "Marine Collagen Oligo CF",
va "Marine Collagen Oligo MEF" ¢c6 ngudn gbc tr ca. "Collagen Peptide P-5000" va
"Super Collagen Peptide SCP-2000" ¢4 ngudn gbe tir lon.

| Theo mot phuong an duge wu tién cua sang ché, ngudn nito chira peptit chira L-
hydroxyprolin t&t hon 1a peptit colagen (t6t hon nita 1 peptit colagen c6 ngudn gbc tir
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c4) va/hodc pepton (t6t hon 1a pepton c6 ngudn gde tir dong vit, tdt hon nita 1a pepton
6 ngudn gbc tir bo, co ngudn gbc tir lgn, hodc ¢c6 ngudn gbc tir ¢4, con t5t hon nita 12
pepton ¢ ngudn gbc tir bd hodc co ngudn gbc tir c4), dac biét tdt hon 14 peptit colagen.
Viéc st dung ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin nhu vay lam gia tang mirc
d6 tich lity L-hydroxyprolin trong t& bao nAm men hodc giéng chy té bao nim men.

Pepton co th& 1a pepton tir thit, pepton tir co tim, hodc pepton tir gelatin.

Mot phuong an duge uu tién ciia phuong phap san xuét L-hydroxyprolin theo
sang ché bao gbm budc tich lity L-hydroxyprolin trong t& bao nim men hoic gidng cy
t& bao ndm men ciia it nhit mot niAm men bang cach nudi cay hiéu khi it nh4t mot ndm

men ndy trong moi trudng 16ng chira ngudn cacbon va peptit colagen va/hodc pepton.

Theo mdt phuwong an, ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin t6t hon 1a
¢6 phan t& lugng trung binh bing 10000 hodc nho hon, vi du, t5t hon 12 ndm trong
khoang tir 100 dén 10000. Peptit chira L-hydroxyprolin t6t hon 13 c6 phéan tir lwgng trung
binh bing 10000 hodc nhé hon, vi du, tot hon 1a ndm trong khoang tir 100 dén 10000.

Peptit chira L-hydroxyprolin cling t&t hon 12 c6 phén tir luong bang 10000 hogc nhé hon.

Peptit colagen t6t hon 12 c6 phan t lugng trung binh nam trong khoang ttr 1000
dén 10000. Viéc str dung peptit colagen c6 phan tir lugng trung binh nam trong khoang
nay lam ngudn nito 1am gia ting muc do tich iy L-hydroxyprolin trong té bao hodc
gibng cy té bao.

Phén tit luong trung binh ctia peptit chira L-hydroxyprolin dugc xac dinh bang,
vi du séc ky loc gel. Phén tr lugng trung binh cia peptit colagen thuong la gia tri dugc
tinh bang phwong phap dugc chi rd trong "20-2 Average Molecular Weight" trong
"p AGI method: methods for testing photographic gelatin", 10th edition. Phén tir lugng

trung binh ctia peptit dung dé chi phan tir lugng trung binh theo trong luong.

Phén tir lugng trung binh cta peptit colagen t8t hon nita 1 nim trong khoang tir
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1000 dén 6000, con tét hon nita 1a nim trong khoang tix 1000 dén 5500, d3c biét t6t hon
12 nm trong khoéng tir 1000 dén 5000. Viéc st dung peptit colagen nhu vy lam ngudn
nito 1am gia ting hon nira mirc d9 tich lity L-hydroxyprolin trong té bao hoic giéng cy
t& bao. Theo mot phuong &n, phan tir lugng trung binh cta peptit colagen t5t hon nita 1a
nam trong khoang tir 1000 dén 3000, con tt hon nita 13 nam trong khoang tir 1000 dén
1500. Theo mdt phwong an dugc uu tién khac cia sang ché, phan tr lwgng trung binh
cua peptit colagen t5t hon nita 12 ndm trong khoang tir 2000 dén 5500, con tot hon nita

13 ndm trong khoang tir 3000 dén 5000.

Trong mdi truong long, ndbng do cua ngudn nito chua peptit chira L-
hydroxyprolin thuong tét hon 12 nam trong khoang tir 0,1 dén 10% trong luong, tot hon
nita 1a ndm trong khoang tir 0,25 dén 5% trong lugng, con t6t hon nita 12 ndm trong
khoang tur 1 dén 5% trong lwgng. Khi ndéng do cua ngudn nito nam trong khoang nay,
L-hydroxyprolin dugc tich liy trong té bao hodc gidng cy té bao. Piéu nay khién cho
¢6 thé tao ra té bao nAm men hoic gidng cy té bao nAm men hodc chiét pham cuia n6
chtra L-hydroxyprolin véi luong bang, vi du, 10pg/mL hodc 16n hon, va cling khién cho
¢6 thé tao ra té bao nAm men hodc gidng cdy té bao nAm men hodc chiét phim cta nd
¢6 ty 1& Hyp/(Pro+Hyp) nam trong khoang tir 35 dén 100. Nong do cua ngudn nito trong
moi truong 1ong t6t hon nita 12 ndm trong khoang tr 1,5 dén 4,5% trong lugng, déc biét
t6t hon 12 nam trong khoang tlr 2 dén 4% trong luong. Thich hop 1a ndng do cua ngudn
nito nim trong khoang nay & thoi didm bét diu nuoi cdy. Theo mdt phuong an, ndéng do
ctia peptit colagen hodc pepton trong moi trudong 1ong t6t hon 12 nim trong khoang néu
trén.

Ngudn caébon khong bi gidi han. Cac vi du vé chung bao gbm hydrat cacbon
hodc rugu dudng nhu glucoza, fructoza, sucroza, raffinoza, mannoza, maltoza, galactoza,

mannitol, trehaloza, melezitoza, xenlobioza, tinh bot, ri duong, sorbitol, L-sorboza,

glyxerol, etanol, va gluxitol; va céc axit hitu co nhu axit axetic, axit xitric, va axit
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gluconic. Mot ngudn cacbon ¢6 thé dugc st dung mot minh, hodc hai hodc nhidu ngudn
cacbon c6 thé duoc sir dung két hop. Ngudn cacbon tdt hon 13 sacarit nhu glucoza,

fructoza, hodc sucroza, dic biét tot hon 1a glucoza.

Nong do cla ngudn cacbon trong moi trudng long t6t hon 12 nim trong khoang
tr 0,1 dén 20% trong lugng, t5t hon 13 nim trong khoang tir 0,5 dén 15% trong luong,
tbt hon nita 13 ndm trong khoang tir 1 dén 10% trong lugng, t6t hon nita 12 nam trong
khoang tur 1 dén 5% trong lugng, con tbt hon nita 13 nim trong khoang tir 2 dén 5%
trong lugong. Khi ndng do clia ngudn cacbon trong moi trudng 16ng bang 1% trong luong
hoic 16n hon, cac t& bao sinh trudng nhanh chong mot c4ch thuén loi. Thich hop 1a néng

d6 cua ngudn cacbon nam trong khoang nay & thoi diém bat dau nudi cay.

Trong phuong phép san xuét theo sang ché, ty 18 trong lugng (C/N) gitra ngudn
cacbon (C) véi ngudn nito chtra peptit chira L-hydroxyprolin (N) t6t hon 12 ndm trong
khoang tir 0,25 dén 20. Ty 1€ trong lugng C/N nim trong khoang nay thuén lgi mang lai
muc d6 tich liiy gia ting cia L-hydroxyprolin trong té bao hodc gidng chy té bao. Ty 1&
trong luong C/N t8t hon nita 12 ndm trong khoang tur 0,25 dén 5, tbt hon nita 12 nim
trong khoang tir 0,3 dén 3, con tbt hon nira 1a nam trong khoang tir 0,4 dén 1,5. Ty 1&
trong lugng C/N nim trong khoang nay mang lai mirc do tich lily gia tdng hon nita cia
L-hydroxyprolin trong t& bao hoic gidng céy té bao. Theo mdt phuong an, vi dy, khi
peptit colagen (t6t hon 1a c6 phan tir lugng trung binh ndm trong khoang tir 1000 dén
5000) hozc pepton dugc sir dung lam ngudn nito chira peptit chira L-hydroxyprolin (N),
ty 1é trong lugng C/N t8t hon nita 12 ndm trong khoang tr 0,25 dén 5, con tot hon nita 1a
nam trong khoang tir 0,3 dén 3, t6t hon nira la nam trong khoang tir 0,4 dén 1,5, dic biét
t6t hon 12 ndm trong khoang tir 0,5 dén 1,3. Theo mdt phuong an dugc uu tién khéc, ty
16 trong lugng C/N ciing t5t hon 12 ndm trong khoang tir 0,5 dén 20. Thich hop 1a ty 1€

trong luong C/N nim trong khoang néu trén & thoi diém bat dau nudi cay.
MBoi trudong long ¢6 thé chira thanh phan khéac véi ngudn cacbon va nguon nito
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chira peptit chira L-hydroxyprolin. Vi du, mdi truong long t6t hon 1a chira chiét phdm
nim men. Chiét phdm ndm men nay thuong 1a khong c6 peptit chira L-hydroxyprolin,
vakhong dugc bao gbm trong ngudn nito chita peptit chira L-hydroxyprolin. Chiét phim
nAm men c6 thé 13 chiét pham naAm men bit ky ma c6 thé duge sit dung dé nuoi cy ndm
men, va ¢co thé 13 san phém ¢6 ban trén thi truong. Vi duy, tén san phém chiét phém ndm

men Bacto Yeast Extract (#212750) (Bacto) co thé duoc sir dung mdt cach thich hop.

Trong trudong hop st dung chiét phdm ndm men, ndéng do cla chiét phdm nim
men so v&i méi truong long t5t hon 12 ndm trong khoang tir 0,1 dén 3% trong lugng, tot
hon nita 12 ndm trong khoéng tir 0,5 dén 3% trong lugng. Thich hop 1a ndng do cla chiét

phim nam men nam trong khoang nay & thoi diém bat dau nudi cay.

Theo mot phuong an, moi truong 16ng t6t hon 14 c6 do pH nam trong khoang tir
3 dén 9, tdt hon 1 tir 4 dén 9, t6t hon nita 1a cao hon 4 va khong cao hon 9, con t6t hon
nira 13 tir 4,5 dén 8,8, ddc biét tét hon 1a tir 5 dén 8,7. P pH clia moi trudng long ¢d thé
dugc didu chinh mdt cach thich hop. B pH co thé dugc didu chinh bang axit hodc chét
kidm d4 biét. Cac vi du vé chung bao gbm 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, dung dich amoniac, va natri glutamat.

Nhiét @6 nuéi cdy tét hon 1a tir 15°C dén 45°C, tot hon nita 1a tir 20°C dén 40°C,
t&t hon nita 13 tir 25°C dén 35°C. Nhiét do nudi cAy trong khoang nhiét do nay cho phép
n4dm men sinh truéng nhanh, gia ting sy tich Iy L-hydroxyprolin trong té bao hodc

gidng cay te bao.

Quy trinh nudi cdy hiéu khi c6 thé duoc thuc hién bang phuong phap batky. Vi
du, moi truong léng duge cly truyén véi t& bao c6 thé duge nudi cly két hop lic hodc
khudy. Téc do Jic hodc khudy khong bi gidi han, nhung t5t hon 12 nim trong khoang tir
30 dén 600 vong/phuit. Theo mot phuong an, téc do 1ic hodc khudy t6t hon nira 12 nim
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trong khoang tir 30 dén 500 vong/phut, con t5t hon nita 12 nim trong khoang tir 50 dén
500 vong/phut, dac bict tdt hon 14 nim trong khoang tir 50 dén 300 vong/phit, dic biét
t6t hon 12 ndm trong khoang tir 50 dén 100 vong/phut. Theo mdt phuong an duge uu
tién khéc, tbc d6 lic hodc khudy ciing t5t hon 12 nim trong khoang tir 50 dén 600
vong/phut, t5t hon nita 1 ndm trong khoang tir 100 dén 600 vong/phut. Viéc nudi cy
két hop lic hodc khudy & toc d nhu vy thuén loi 1am gia tang muc d6 tich Iy L-
hydroxyprolin. Viéc nudi chy két hop l4c & tdc dd néu trén dugc vu tién hon. Néu mudn,
buée suc khi c6 thé dugce thuc hién voi khong khi hodc oxy vo trung. Phuong phap nudi
cdy cb thé 12 phuong phéap nudi chy bat ky trong sb nudi cdy theo mé, nudi cdy theo mé
nap liéu, va nudi ciy lién tuc, nhung t6t hon 12 nudi cdy theo mé. Trong phuong phép

san xuAt theo sang ché, k¥ thuat nudi chy tinh c6 thé dugc thuc hién.

Thoi gian nudi ciy khong bi gioi han va c6 thé duogc thiét 1ap mot cach thich
hop. Vi dy, quy trinh nudi chy hiéu khi t5t hon 1a dugc thuc hién trong tr 10 dén 100
gid. Khi thoi gian nudi chy nam trong khoang nay, L-hydroxyprolin dugc tich liy trong
t& bao nim men hodc giéng chy té bao nAm men. Ngoai ra, thong thuong, c6 thé tao ra
t& bao ndm men hodc gidng chy té bao n&dm men hodc chiét phim cua n6 co ty 1¢
Hyp/(Pro+Hyp) nam trong khoéang tir 35 dén 100 va té bao nAm men hodc gidng chy té
biao niAm men hogc chiét phim ctia n6 chira L-hydroxyprolin véi lugng bang 10pg/mL
hoic 16n hon. Cling ¢6 thé tao ra té bao nim men hoc giéng cy té bao ndm men hodc
chiét phém cta n6 c6 ham lugng etanol thap (vi du, 1% thé tich/thé tich hodc nho hon).
Thoi gian nudi chy ngin hon 10 gio ¢6 thé d3n dén viéc tich lity L-hydroxyprolin & muc
thip hoic ty 1¢ Hyp/(Pro+Hyp) nho6 hon 35 trong té bo nim men hoic giéng chy té bao
nAm men thu duoc hodc chiét pham ctia nd. Thoi gian nubdi ciy dai hon 100 gid c6 thé
din dén viéc ham lugng etanol cao hon 1% thé tich/thé tich trong té bao ndm men hodc
gidng chy té bao nidm men thu dugc hodc chiét phdm ctia né. Ngoai ra, voi thoi gian

nudi cay nhu vay, su nhiém tap c6 nhiéu kha nang xay ra hon, hodc sy nhuém mau do

22



43659

23/69

su tu phén ¢ thé xay ra sau su chét ndm men. Thoi gian nudi ciy t5t hon nita 12 tir 10
dén 80 gid, tt hon nita 12 tir 12 dén 72 gid, con tot hon nita 1a tir 20 dén 60 gio, tbt hon

nita 12 tir 24 dén 55 gioy, ddc biét tt hon 12 tir 24 dén 50 gio.

Trong phuong phép san xuit theo sang ché, quy trinh nubi chy hiéu khi t5t hon
1a duoc thye hién cho dén khi luong L-hydroxyprolin trong té bao hoic gidng ciy té bao

dat 10pg/mL hogc 16n hon.

Trong phuong phép san xuét theo sang ché, quy trinh nuoi chy hiéu khi thuong
dugc thuc hién dudi dang nudi cay chinh, nhung c6 thé duoc thuc hién duéi dang nudi
cdy so bo. Quy trinh nudi chy hiéu khi c6 thé dugc thuc hién trong ca nuoi ciy so b va
nudi cdy chinh.

Trong quy trinh nudi cly hiéu khi, L-hydroxyprolin dugc tich liy trong té bao
némrmen hoic gidng cy té bao nAm men cta it nhit mot nAm men. Gibng ciy té bao c6
thé 1a bat ky trong sé dich nudi ciy t& bao chtra t& bao ndm men va phan dich ndi trén
bé miit nuoi céy, t& bao nAm men, va ph::in dich ndi trén bé mat nudi céy cua dich nudi
cdy té bao. Bude tich iy Hyp co thé tao ra té bao hoac gibng chy té bao chua L-
hydroxyprolin va c6 ty 1& Hyp/(Pro+Hyp) ndm trong khoang tir 35 dén 100. Budc nay
cling ¢o thé tao ra té bao hodc gibng cy té bao chira L-hydroxyprolin vé6i lugng bing
10pg/mL hodc 16n hon. Chiét phdm ctia t& bao nAm men hoic giéng cy té bao nim men
6 thé thu duoc bang céch, vi du, dua t& bao ndm men hoic giong cy té bao ndm men

qua budce xtr Iy pha v té bao.

Theo sang ché, khi tao ra t& bao ndm men hoic gidng cy té bao ndm men hogc
chiét phdm ctia n6 chia L-hydroxyprolin, vi dy, dich nudi cdy té bao chua té bao ndm
men va phan dich ndi trén bé mat nudi cdy thu dugc trong bude tich liy Hyp c6 thé duoc
14y lam gibng cay té bao nim men chita L-hydroxyprolin, ma khong c6 budce xu ly thém
bét ky. Theo mdt cach khac, cac té bao duoc gom tir dich nudi cy té bao co thé dugc
léy lam t& bao nAm men hodc giéng céy té bao nAm men, hodc phén dich ndi trén bé mit
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nudi cdy thu duge béng céach loai bo t& bao tir dich nudi ciy té bao c6 thé dugc 1iy lam
gibng ciy té bao. Ngoai ra, cac t& bao hodc dich nudi cdy té bao c6 thé tiy y dugc dua
qua budc xtt ly pha v& té bao dé giai phong cac thanh phan t€ bao trong dich nudi chy
va tir d6 tao ra chiét phim cla té bao hodc gidng cy té bao. Trong qua trinh tao ra chiét
phim cta t& bao hoic giéng chy té bao, budce loai bd phan cin té bao c6 thé duge thyc
hién sau khi pha v& t& bao. Té bao hodc giéng cdy té bao hoac chiét phidm cuia n6 ¢6 thé
thy y duge dua qua bude xir Iy nhu tiét trang hodc gia nhiét. Phuong phap san xuét theo
séng ché co thé bao gdm mot hodc hai hodc nhiéu buéc nhu bude thu gom té bao, bude

pha v& té bao, budc loai bd phan cdn té bao, va budc tiét trung.

Céc té bao co6 thé duge gom tir dich nudi cy té bao bang phuong phap bét ky.

Phuong phép thong thuong nhu ly tam c6 thé duge st dung.

Budc pha vo té bao c6 thé duge thuc hién bang phuong phap bét ky. Phuong
phéap thong thudng co thé dugc st dung, nhu phuong phap tu phan, phuong phép phén
huy do enzym, hodc phuong phép chiét bing kidm. Cu thé, phuong phap tw phan dugc
wu tién. Trong phwong phap tu phén, vi du, té bao hoic gidng chy té bao c6 thé duge gia
nhiét trong tir 60 dén 180 phut & nhiét do tir 40°C dén 60°C. Trong phuong phap tu phén,
6 bao hoiic gibng cy té bao c6 thé duoc gia nhiét ¢ nhiét do tir 95°C dén 100°C trong

tir 5 dén 15 phit, ching han.

Phin ciin t& bao c6 thé duge loai bo bang phuong phap bAt ky. Vi du, phan nay

duoc loai bod bang phuong phap da biét nhu loc hodc ly tAm.

Trong trudong hop tién hanh tiét trung, t& bao nim men hoic gibng chy té bao
n&m men hodic chiét phAm ctia n6 tt hon 1a duge gia nhiét & nhiét do tl 75°C dén 90°C
(tbt hon nira 12 80°C) trong tir 45 dén 90 phut (t5t hon nira 1a 60 phut). Trong truong
hop ma budc loai bo phf?ln cdn té bao va budc tiét tring déu dugc thuc hién, mot trong

hai bugc nay co thé dugc thuc hién trudce.
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Té bao ndm men hoic gidng cly té bao ndm men hodc chiét pham cta no6 thu
dugc theo sang ché va cac phuong 4n dugc uu tién cuané la gidng nhu t& bao ndm men
hoic giéng chy té bao ndm men hoic chiét phdm ctia n6 theo sang ché va phuong 4n
dugc wu tién cta né. Phuong phép san xuét theo séng ché khién cho c6 thé san xult ra
t& bao nAm men hoic giéng chy té bao ndm men hogc chiét pham ctia n6 c6, vi dy, ty 16
Hyp/(Pro + Hyp) nam trong khoéang tir 35 dén 100 va chtra L-hydroxyprolin v6i lugng
bang 10pg/mL.

L-hydroxyprolin thu dugc tir san phim ty nhién hodc dugce tdng hop co thé dugc
bd sung thém vao t& bao ndm men hoic gidng chy té bao nAm men hoc chiét phdm cta
n6 thu duge bang phwong phap néu trén. Tuy nhién, theo mot phuong an dugc wu tién,
L-hydroxyprolin trong t& bao ndm men hoic giéng cay té bao nAm men hogc chiét phdm
clia n6 gébm c6 L-hydroxyprolin ¢6 ngudn gbc tir t& bao ndm men hoic gidng chy té bao

ndm men thu dugc trong budce tich Ity Hyp.

Té bao ndm men hodc gidng cy té bao nim men hodc chiét phim cua no chira
L-hydroxyprolin thu dugc theo séng ché c6 thé duge sir dung 1am nguyén li¢u tho dung
cho thuc phim hodc d6 ubng, my phim, va cac san phdm khéc nhu duge md ta sau day.
Phuong phép san xuit L-hydroxyprolin theo sang ché c6 thé bao gdm budc tinh ché L-
hydroxyprolin tur t& bao nAm men thu dugc hodc gibng cy té bao hodc chiét phim cua
no. L-hydroxyprolin ¢ thé dugc tinh ché bang, vi du, phuong phép da biét nhu séc ky

A

cot.

Sang ché bao gom viéc sur dung it nhat mot nam men dugc chon tir nhom bao
gom Kodamaea ohmert, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma

guilliermondii, va Clavispora Jusitaniae dé san xuét ra L-hydroxyprolin.

N&m men ciing duge st dung mot cach thich hop dé san xuét t¢ bao ndm men
hoic giong cay t€ bao ndm men hodc chiét phadm ctia nd chia L-hydroxyprolin. Trong
t6 bao ndm men hoic giong cdy t&€ bao nam men ho#ic chiét pham cua né chira L-
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hydroxyprolin, ty 1& Hyp/(Pro+Hyp) t5t hon 13 ndm trong khoang tir 35 dén 100. Tuong
tu, trong té bao nim men hoic giéng cy té bao n4m men hozc chiét phdm cia n6 chira
L-hydroxyprolin, lugng L-hydroxyprolin tdt hon 12 bang 10pg/mL hodc 16n hon. Trong
t& bao nim men hoic gidng cay té bao ndm men hodc chiét phdm ctia n6 chira L-
hydroxyprolin, gié tri Hyp/OD660 t6t hon 12 bang 20 hogc cao hon. Phuong an dugc uu
tién ciia t& bao ndm men hoic gidng chy t& bao nAm men hodc chiét phdm cua né chira
L-hydroxyprolin 1a giéng nhu phuong an dugc vu tién cia té bao nAm men hoc gidng

cy t& bao nam men hodc chict pham cua no theo sang ché.

Viéc st dung theo sang ché tot hon 1a bao gom viéc tich 1oy L-hydroxyprolin
trong té bao nam men hodc giong cay t& bao niAm men cta it nhat m§t nam men bang
céch nudi cdy hicu khi it nhat mft nam men nay trong mdi trudng long chira nguodn

cacbon va ngudn nito. Nguon nito t6t hon 1a chira peptit chira L-hydroxyprolin.

Khi st dung theo sang ché, peptit chira L-hydroxyprolin tdt hon 1a peptit colagen.
Peptit colagen t5t hon 13 c6 phan tir lwgng trung binh nam trong khoang tir 1000 dén

10000.

Khi st dung theo sing ché, ndng do cua ngudn nito chira peptit chira L-
hydroxyprolin trong mdi truong 16ng t6t hon 1a nam trong khoang tir 1 dén 5% trong
lugng. Ty 1& trong lugng (C/N) gitra ngudn cacbon (C) véi ngudn nito chira peptit chira
L-hydroxyprolin (N) t5t hon 12 ndm trong khoang tir 0,25 dén 20. Theo mot phuong an,
ty 1& C/N nay cling t6t hon 12 ndm trong khoang tlr 0,5 dén 20. Khi st dung theo sang
ché, quy trinh nudi chy hiéu khi t6t hon 1a duoc thyc hién trong tir 10 dén 100 gio, tot

hon nita 13 tir 10 dén 80 gio.

Khi stt dung theo sang ché, méi truong long, ngudn cacbon, va nguén nito chtra
peptit chira L-hydroxyprolin va cac phuong an dugc uu tién cua no la gidng nhu cac
phuong 4n dugc uu tién vé phuong phap san xuét L-hydroxyprolin. Céc didu kién nudi
chy hiéu khi va cac phuong an duge uu tién cia chung ciing gidng nhu cac diéu kién
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trong phuong phap san xult L-hydroxyprolin. Viéc st dung sang ché c6 thé bao gdm
mot hodc hai hodc nhiéu buéc nhu bude thu gom té bao, budc pha vo té bao, budc loai

bo té bao, va budc tiét trung néu trén.

T& bao nidm men hodc giéng cdy té bao nam men hodc chiét phdm ctia n6 theo
sang ché c6 thé dugc bo sung vao cac ché pham khac nhau nhu m¥ phim, thuc phim
hozc d6 ubng, va dugc pham. Che pham chira t€ bao nam men hodc gidng cay té bao

n4m men hodc chiét pham cta n6 theo sang ché cling dugc bao gdm trong sang ché.

Ché pham theo sang ché chi cAn chira té bao nim men hodc gidng cdy té bao
nim men hodc chiét phém cia no theo khia canh thir nhét cua sang ché hoic té bao nAm
men hoic gidng cy té bao nAm men hoic chiét phAm cua né theo khia canh thir hai cia
sang ché, va c6 thé chira ca hai. Ché phim nay chira t& bao ndm men hodc giéng chy té
bao nim men hodc chiét phim ctia né theo séng ché chira L-hydroxyprolin c6 ngudn
gbc tir t& bao nim men hodc giéng chy té bao ndm men hodc chiét phim cta n6. Céc vi
du vé ché phim theo sang ché bao gdbm my phim (ché phdm m§ pham), thuc phim hodc
db ubng (ché phim thyc phim hozc dd ubng), dugc phim (ché phim dugc), va thudc
khong can ké don (ché phdm thudc c6 tac dung nhe). Ché pham nay ¢6 thé 1a nguyén
lidu thd dung cho ching. Theo mot phuong an, ché phdm nay tdt hon 1a m¥ phém, thuc

phém hoic dd udng, hodc nguyén ligu tho dung cho ching.

Trong ché pham theo sing ché, luong t& bao ndm men hodc gibng chy té bao
nam men hoic chiét phém ctia n6 khong bi gidi han, va c6 thé duogc thiét 1ap thich hop
theo kidu ché phdm va ing dung cua ché pham. Vi dy, luong t& bao ndm men hodc giong
chy té bao nAm men hodc chiét phim cua no t8t hon 12 ndm trong khoang tir 0,00001
dén 50% trong luong, 4t hon nita 1 nim trong khoang tir 0,00005 dén 20% trong luong,
con t&t hon nita 12 ndm trong khoang tir 0,0001 dén 10% trong luong, dbi v6i chét rn,
50 v6i ché pham.

Trong c4c truong hgp ma ché pham theo séng ché 1a my phim hogc duogc phim,
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ché phdm nay c6 thé & dang lidu lugng bét ky, nhu dung dich, bot nhdo, gel, chét ran,

hodc bot.

My phdm khong bi gidi han. Ché phim c6 thé 13 chat 1am sach, san phim rra
mit, kem dudng 4m dang 16ng, sita dudng 4m, kem, tinh chét, thudc moc toc, dau, gel,
dau g0i dAu, dau dudng toc, dAu x4 toc, son bong, phén nén, son moi, phén phu dang
bot, mit na dudng da, tinh chit thom, phén, nuéc hoa, xa phong tim, xa phong, san

pham phu khi t4m, kem chéng ning, hodc dang tuong tu.

M§ pham hodc nguyén li¢u thd ding cho m§ phim chta té bao ndm men hoic
gidng cay t& bao ndm men hogc chiét phim ciia n6 theo sang ché 1a mot phuong an duge
wu tién cta sang ché. My phim va nguyén liéu tho dung cho m¥ phim c6 thé chira thanh
phan khéc vé6i t& bao ndm men hodc giéng cy té bao nim men hogc chiét phdm ctia no.
Chung c6 thé chira cac thanh phan khéc nhau thudng dugc tron trong m§ phim. Vi dy,
ching co thé theo céach thich hop chira dau, tinh chit thom, chét hoat dong bé mit, chét
cép Am, chét chéng oxy hoa, chét hép thu tia cyc tim, chit bao quan, chit mau, thube
nhudm, va chét twong ty. TY 1¢ tron cua ching cé thé dugc chon loc mot cach thich hop.
Nguyén liéu thd dung cho m¥ phim theo séng ché dugc st dung mot cach thich hop dé

san xuit m§ pham theo sang ché.

Liéu lugng cuia m¥ phém ¢6 thé dugc xac dinh mot cach thich hop theo loai m¥y

pham va cac yéu to khac.

My phém hodc nguyén liéu thd dung cho my phém theo sang ché chira L-
hydroxyprolin, va vi thé thich hop cho tmg dung dugc chon tir, vi du, thic diy su san
sinh colagen, thuc dly su sinh trudng té bao biéu bi, cip dm cho da, chdng 130 hoa da,
ngin nglra hodc lam giam su chung da, cai thién 40 san chic da, ngin ngira hodc lam
giam nép nhin, va lam diu ching viém da di Gng, thich hgp hon cho ng dung dugce

chon tir img dung cai thi¢n dd san chic da va ngin ngira hodc 1am gidm nép nhan.
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Luong té bao nAm men hoic gidng chy té bao nim men hogc chiét phdm ctia né
trong m¥ phém tét hon 12 nam trong khoang tir 0,00001 dén 10% trong lugng, t6t hon
12 ndm trong khoang tir 0,0001 dén 10% trong lugng, t6t hon nita 1a ndm trong khoang
tir 0,0001 dén 5% trong lugng, t6t hon nita 12 nim trong khoang tir 0,001 dén 5% trong
lugng, con tbt hon nita 13 ndm trong khoang tir 0,01 dén 3% trong luong, dic biét tdt
hon 12 ndm trong khoéng tir 0,05 dén 2% trong lugng, dbi vai chét rin, so v6i my pham.
Theo mot phuong 4n dugc uu tién khéc, luong t& bao nim men hoic gidng chy té bao
nAm men hoic chiét phim ciia né trong m¥ phim t5t hon nita 1a ndm trong khoang tir
0,00005 dén 1% trong lugng, con tét hon nita 12 ndm trong khoéng tir 0,0001 dén 0,5%

trong lugng, doi v6i chat ran, so voi my pham.

Lugng té bao nAm men hodc gidng cy té bao nim men hoic chiét phdm ctia nd
trong nguyén liéu thd dung cho my phim t6t hon 13, vi du, ndm trong khoang tir 0,001
dén 20% trong lugng, t5t hon nita 12 ndm trong khoang tir 0,01 dén 10% trong lugng,
con tét hon nita 12 ndm trong khoang tir 0,05 dén 5% trong luong, ddc biét tdt hon 12
nam trong khoang tir 0,1 dén 2% trong lugng, d6i v6i chét ran, so v6i nguyén liéu thd
dung cho m¥y phdm. Luong L-hydroxyprolin trong nguyén liéu thd dung cho m¥ pham
tot hon 13, vi du, nam trong khoang tir 5 dén 300 ph?m triéu, t6t hon nita 1a ndm trong
khoang tir 10 dén 200 phan triéu, con tot hon nita la ndm trong khoang tir 50 dén 100
ph?m triéu. Theo mdt phuong én, lugng L-hydroxyprolin trong m¥ phim c6 thé, vi du,
nam trong khoang tir 0,01 dén 20 phan triéu, va t6t hon 12 ndm trong khoang tir 0,03 dén
15 ph?m triéu, t8t hon nita 12 nam trong khoang tir 0,05 dén 10 phﬁn triéu. Té& bao ndm
men hoic giéng cay té bao nAm men hodc chiét phim ctia n6 t6t hon 1a dugc bd sung

sao cho lugng L-hydroxyprolin nam trong khoang néu trén.

Trong trudng hop ma ché pham theo sang ché 14 thuc phim hodc dd ubng (ché
pham thyc phim hodc dd ubng), thuc phim hodc dd udng nay khong bi giéi han. Thuc

phim hozc dd ubng nay co thé & dang bét ky trong sb dang 16ng, dang ban l16ng, dang
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ran, hodc dang bot nhdo. Vi du, thyc phém hodc d6 udng c6 thé 13 bat ky trong s6 thuc

phim hodc dd ubng thong dung, thuc phim tdt cho sirc khoe, va thuc phim chirc ning.

Thuc phdm hogc dd ubng théng dung khong bi gidi han, va bao gdm d6 ubng
chtra cdn. Thuc phém tdt cho strc khoe dung dé chi thuc phém duoc tin 14 lanh manh
hoic ¢6 lgi cho strc khde, va bao gdm ché phim bd sung dinh dudng va thuc phim tu
nhién. Ché pham bd sung dinh dudng dung d8 chi thuc phim giau dudng chét dic hiéu.
Thuc phim chic nang ding dé chi thuc phdm cung clp duéng chit ma diéu hoa chirc
nang cua co thé, va bao gdm thyc phim @8 sir dung nham muc dich cham séc stre khoe
theo chi dinh va thuc phim c6 yéu cAu vé chirc ning dudng chit.

Ché phim bd sung dinh dudng bao gbm thirc ubng lam dep, va san phim b
sung. Thuc pham hodc dd ubng theo sang ché ¢6 thé & dang vién nang hodc cac ché

phim y té khac, hodc ¢6 thé 1a ché phim udng dugc.

Thyc pham hodc d6 ubng co th& chira cac thanh phan khéac nhau dugc phé chuin
dé str dung trong thuc phim hodc dd udng. Vi du v& c4c thanh phan nhu vay bao gdm
chét lién két, chét lam dic, chit tao mau, chit 4n dinh, chét nhii hoa, chét phéan tan, chét
phén ré, chét tao hén dich, chit hoat dong bé miit, chéit bao quan, chit 1am ngot, va chét

tao chua.

Thue pham hodc d6 uong chira té bao naim men hodc gidng cay t€ bao nam men

hoic chiét phim ctia n6 theo sang ché 12 mdt phuong én dugc wu tién cua sang che.

Luong té bao nAm men hodc gidng chy té bao nim men hoic chiét phdm cta né
trong thuc phéim hodc d6 udng 13, vi dy, t5t hon 12 ndm trong khoang tir 0,0001 dén 10%
trong lugng, 5t hon nita 1a nAm trong khoang tir 0,001 dén 5% trong luong, tot hon nita
1a nim trong khoang tir 0,01 dén 1% trong lugng, d8i v6i chat ran, so voi thuc phém
hogc db ubng. Luong L-hydroxyprolin trong thuc phim hodc dd ubng tét hon 1a nim

trong khoang tir 0,0001 dén 0,01% trong lugng. T& bao nAm men hodc gidng cy té bao
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nim men hoic chiét phdm cuano t6t hon 1a duge bd sung sao cho lugng L-hydroxyprolin

nam trong khoang néu trén.

Luong L-hydroxyprolin trong ché phdm nhu my phim, nguyén liéu thd dung
cho m§ phim, thyc phim, hozc dd udng 13 lwong L-hydroxyprolin tu do. L-
hydroxyprolin t6t hon 1a c6 ngudn gbc tir t& bao ndm men hoic gidng chy té bao nim

men hoic chiét pham cua no.

Ché phdm nhu m¥ pham, thuc phim hodc dd ubng, hogc cac nguyén liu thd
cua ching chtra t& bao ndm men hodc gidéng cy té bao nAm men hogc chiét phim cua
nd theo sang ché c6 thé duge san xuht bang k¥ thut da biét. Cu thé, ché phim c6 thé
duoc sén xuét béng cach chon loc va trdn, theo dang cua chung, cac nguyén liéu tho,
chét phu gia, va thanh phan tuong tu thuong dugc str dung cho ching va b sung té bao
nAm men hoic gidng cy té bao ném men hoc chiét phim ctia n6 theo sang ché vao hdn
hop nay.

Sang ché ciing bao gbm my¥ phdm hodc nguyén liéu tho dung cho m¥ phém chta
té bao nAm men hodc giéng céy t& bao nAm men cia it nhit mot nam men duoc chon tir
nhém bao gdm Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica,

Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae hodc chiét pham cta ching.

Té bao ndm men hodc giong cdy t& bao nam men hodc chiét pham cua no tot
hon 12 t& bao nAm men hodc giong cay t€ bao nAm men chiét pham cua chung theo sang

ché.

Sang ché con bao gdbm phuong phép san xut nguyén liéu thd chira L-
hydroxyprolin dung cho m§ phém, bao gdm budc tich liy L-hydroxyprolin trong té bao
nam men hodc giéng ca‘iy té bao ndm men cua it nhét mot nam men dugce chon tir nhom
bao gdbm Kodamaea ohmert, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica,

Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae bang cach nudi cay hiéu khi it
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nhét mot ndm men trong méi truong 16ng chira ngudn cacbon va ngudn nito (bude tich
liy Hyp). Nguon nito ndy chira peptit chira L-hydroxyprolin. Cac phuong én duoc uu
tién cia phuong phap san xuét nguyén liéu tho chira L-hydroxyprolin dung cho m¥ pham
theo sang ché 1a gidng nhu cac phuong én dugc uu tién cua phuong phap san xuét L-
hydroxyprolin. Phuong phép san xuét nguyén liéu thé chira L-hydroxyprolin dung cho
my phim dugc wu tién 12 phuong phap san xuit nguyén liéu thd dung cho my phim theo

sang ché.

Budec tich lity Hyp tao ra t& bao ndm men hoic giéng chy té bao ndm men chira
L-hydroxyprolin. Bing cach dua t& bao niAm men hodc gidng cy té bao ndm men qua
budc xt ly pha v& té bao nhu dugc mo ta trén day, co thé thu dugc chiét pham cua 6
bao ndm men hodc gidng chy té bao nAm men chira L-hydroxyprolin. Té bao ndm men
hoic gidng chy té bao nim men hoc chiét phdm cua n6 thu dugce theo cach ndy va cac
phuong an duge wu tién cua ching 1a gidng nhu t& bao ndm men hodc gidng ciy té bao
nAm men hodc chiét phdm cua no theo séng ché va cac phuong an duge uu tién cua
chiing. Té bao nAm men hodc giéng cdy té bao nAm men hodc chiét phim cua n6 chira
L-hydroxyprolin thu duge tr d6 ¢6 thé, néu mudn, dugce tron véi (cac) chét phu gia va
chét tuong tu thudng dugc s dung trong my phdm, va dugc sir dung lam nguyén ligu
tho chira L-hydroxyprolin ding cho m§ phim. Theo mdt cach khac, L-hydroxyprolin
duge tinh ché tir t& bao nAm men hogc gidng cy té bao nAm men hogc chiét pham cua
n6 chira L-hydroxyprolin c6 thé 13, néu mudn, dugce tron véi (céc) chét phu gia thuong
dugc sir dung trong m¥ phim d8 san xuit ra nguyén liéu tho chtra L-hydroxyprolin dung
cho m§ phim. Nguyén liéu thd chira L-hydroxyprolin dung cho m§ pham thu dugc theo
séng ché duge st dung mot cach thich hop trong m¥ phim cho Gng dung dugc chon tu
thic diy su san sinh colagen, thic d4y su sinh trudng té bao bidu bi, cip 4m cho da,
chéng 140 hoa da, ngan ngira hodc lam giam sy chung da, cai thién 5 san chic da, ngin

ngira hodc lam giam nép nhin, va 1am diu chung viém da di ung.
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Sang ché con bao gdm ché phdm ting cuong L-hydroxyprolin chira té bao ndm
men hodc giéng cy té bao nAm men cua it nhit mot ndm men duge chon tir nhom bao
g6m Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma
guilliermondii, va Clavispora lusitaniae hoic chiét phdm cua ching, chia L-

hydroxyprolin.

Té bao nim men hoic giéng cy té bao n&m men hoc chiét phdm ctia no chira
L-hydroxyprolin, va ty 1¢ gitta lugng (pg/mL) L-hydroxyprolin v6i tdng lugng (ng/mL)
L-prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu dugc x4c dinh bang cong thirc (100 x
Hyp/(Pro + Hyp)) t6t hon 13 ndm trong khoang tir 35 dén 100. Trong té bao ndm men
hoic gidng cy té bao ndm men hoic chiét pham cuia nd, luong L-hydroxyprolin t6t hon
12 bing 10pg/mL hodc 16n hon. Ché pham ting cudng L-hydroxyprolin chira té bao nim
men hodc giéng céy té bao nAm men hoic chiét phém ctia n6 nhu vy dugc st dung mot
cach dic biét thich hgp lam chét phu gia dé tang cuong, bd sung, hodc 1am giau ham
lugng L-hydroxyprolin trong my phim, thyc phim hodc dd udng, hodc cac san phim
khac. Cac phuong an dugc uu tién cua t& bao nim men hoic giéng chy té bao ndm men
hogc chiét phim ctia n6 1a gidng nhu t& bao nédm men hodc giéng cy té bao ndm men
hodc chiét phém cua né theo sang ché va cac phuong an dugc uu tién cia n6. Ché pham
tang cudng L-hydroxyprolin dugc str dung mot cach thich hop dudi dang ché phdm phu
gia dé 1am ting cudng ham luong L-hydroxyprolin trong thuc phim hodc dd ubng, my
pham, hodc cic san phim khac. "Ché phim tang cuong L-hydroxyprolin" c6 thé duoc
thay bang "ché phim bd sung L-hydroxyprolin" hodc "ché phdm lam giau L-
hydroxyprolin".

Ché phim tang cuong L-hydroxyprolin theo sang ché chi cin chira té bao nim
men hoic giéng cy té bao nAm men hodc chiét phim ctia n6 chia L-hydroxyprolin, va
lugng té bao hodc gidng cdy té bao hogc chiét phim cua né trong ché phdm nay c6 thé

bang 100% trong luong. Néu mubn, ché pham c6 thé chura (cac) thanh phan khac. Vi dy,
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trong trudng hop s dung ché pham ting cudng L-hydroxyprolin 1am phu gia thuc phim,
ché phim nay c6 thé chira mt hoge hai hogc nhiéu chét phu gia da biét dugc st dung

trong thuc phim.

Ché phim ting cudng L-hydroxyprolin theo sang ché dugc st dung mot cach
thich hop ca lam, vi du, phu gia m¥ pham. Trong trudng hop st dung ché phdm ting
cuong L-hydroxyprolin 1am phy gia m§ phim, ché pham nay chi can chira té bao nim
men hodc giéng cy té bao n4dm men hoic chiét phim ctia né. Luong t& bao hodc gidng
cy té bao hodc chiét phdm ctia n6 trong ché phdm c6 thé bang 100% trong lugng. Néu
muén, ché phdm c6 thé chira mot hodc hai hodc nhiu chit phu gia da biét dugc sir dung

trong my phim.

Phuong phép san xut ché phim ting cudng L-hydroxyprolin theo sang ché t6t
hon 12 bao gdm budc tich liiy L-hydroxyprolin trong t& bao ndm men hoic gidng chy té
bao ndm men cta it nhit mot nam men dugc chon tir nhdm bao gﬁ‘)m Kodamaea ohmeri,
Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va
Clavispora lusitaniae bang cach nudi cay hiéu khi it nhét mot ndm men nay trong moi
truong long chia ngudn cacbon va ngudn nito. Phuong phép san xuht ché phdm tang
cudng L-hydroxyprolin bao gbdm budc nhu véy cling dugc bao gdm trong sang ché.
Nguon nito ndy chira peptit chira L-hydroxyprolin. Phuong phép san xut ché pham ting
cudng L-hydroxyprolin theo sang ché va cac phuong an dugc wu tién cua no 1a gibng
nhu phuong phéap san xuit L-hydroxyprolin va cac phuong an duoc wu tién cia no.
Phuong phép san xuét ché phém ting cudng L-hydroxyprolin theo sang ché c6 thé bao
gbm budce bd sung chat phu gia, nhu phu gia thue phim da biét hozc phu gia m¥ phim
da biét, vao té bao nim men hoic giéng chy té bao nAm men hoic chiét phdm cua no,
néu mudn.

Phuong phéap san xut L-hydroxyprolin theo m¢t phuong an khéc cua sang ché
bao gdm budec tich liy L-hydroxyprolin trong té bao nim men hodc giéng cly té bao
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nAm men cia it nhit mdt nam men dugc chon tir nhom bao gom Kodamaea ohmeri,
Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va
Clavispora lusitaniae bang cach nudi cdy hiu khi it nhat mot nidm men nay trong moi

truomg 16ng chira nguon cacbon va ngudn nito.

Trong phuong phép san xuht theo mot phurong an khac clia sang ché, ngudn nito
tdt hon 14 chira protein chira L-hydroxyprolin hodc peptit chira L-hydroxyprolin. Trong
phuong phép san xuit theo mdt phwong an khac cua sang ché, protein chua L-
hydroxyprolin tbt hon 1a protein colagen, va peptit chira L-hydroxyprolin t6t hon 12
peptit colagen. Trong phuong phap san xuét theo mot phuong an khac cua sang ché,
protein colagen va peptit colagen t6t hon 1a c6 phan tir lugng trung binh nim trong
khoang tir 1000 dén 100000. Trong phuong phap san xuét theo mot phuong én khac cua
séng ché, nébng @0 cua ngudn nito trong moi truong 16ng tot hon 1a nam trong khoang tir
1 dén 59% trong lugng, va ty 1€ trong lugng (C/N) gitra ngudn cacbon (C) v6i ngudn nito
(N) tét hon 13 nam trong khoang tir 0,5 dén 20. Quy trinh nuéi cy hiéu khi tot hon 1a

duoc thuc hién trong tir 10 dén 100 gio, t6t hon nira 12 tir 10 dén 80 gio.

Viéc st dung theo mot phuong an khac cla sang ché 1a st dung it nhét mot ndm
men dugc chon tr nhéom bao gdm Kodamaea ohmert, Metschnikowia reukaufii,
Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae dé san
xuit L-hydroxyprolin. Viéc st dung tot hon 13 bao gbm viéc tich liy L-hydroxyprolin
trong t& bao nAm men hodc giong cy té bao nAm men cta it nhit mot nim men bang
cach nudi cdy hiéu khi it nhit mot nidm men nay trong mdi truong long chira ngudn
cacbon va ngudn nito, trong d6 ngudn nito t5t hon 12 chira protein chira L-hydroxyprolin
hodc peptit chira L-hydroxyprolin.

Khi st dung theo mdt phuong éan khéac cua sang ché, protein chira L-
hydroxyprolin t6t hon 1a protein colagen, va peptit chira L-hydroxyprolin tbt hon 12
peptit colagen. Khi sir dung theo mot phuong 4n khac cua sang ché, protein colagen va
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peptit colagen tdt hon 13 c6 phan t& lugng trung binh ndm trong khoang tir 1000 dén
100000. Khi st dung theo mot phuong dn khac cua sang ché, ndng do cua ngudn nito
trong moi truong 16ng t5t hon 13 nam trong khoang tir 1 dén 5% trong lugng, va ty 1€
trong lugng (C/N) gitta ngudn cacbon (C) véi ngudn nito (N) t6t hon 13 n3m trong
khoang tir 0,5 dén 20. Quy trinh nudi chy hiéu khi tbt hon 13 duge thue hién trong tir 10

dén 100 gid, tdt hon nira 1a tir 10 dén 80 gio.

Céc vi du v& protein chira L-hydroxyprolin bao gdm céc protein colagen dugc
mb ta trén ddy. Protein chira L-hydroxyprolin nhu protein colagen tdt hon 13 ¢6 phén tir
lugng trung binh cao hon 10000 va khong cao hon 100000. Phan tir lugng trung binh
cua protein dung dé chi phan tir lugng trung binh theo trong lugng. Phan tir lvong trung
binh ctia protein chira L-hydroxyprolin nhu protein colagen dugc tinh bang séc ky loc

gel, ching han.
Vi du thue hién sang ché

Céac vi du thir nghiém giai thich sang ché mot cach cu thé hon s& dugc thé hién
dudi day. Sang ché khong nén bi giéi han & cac vi du thr nghiém nay.

Trong cac vi du thir nghiém, dung dich ti€u chuén L-hydroxyprolin (Hyp) dé
tao ra dudng cong hiéu chinh duoc didu ché bang cach sir dung L-4-hydroxyprolin ¢
sin tir Nacalai Tesque, Inc. Dung dich tiéu chuén L-prolin (Pro) dugc didu ché bang
cach st dung L-prolin ¢6 s&n tir Nacalai Tesque, Inc. L-hydroxyprolin va L-prolin dugc

phan tich trong céc vi du thu nghiém déu 12 L-hydroxyprolin ty do va L-prolin ty do.
Vi du thir nghiém 1
Sang loc n4m men tich lity L-hydroxyprolin (sau day goi 1a Hyp)

Thir nghiém sang loc tur thit nhat dén thit ba dugc thuc hién theo cac chi ti€u sau
day dé sang loc cac loai tich lity Hyp trong dich nudi cy té bao cua chung.

Chi tiéu thir nghiém sang loc thir nhét: san xuit etanol va tdc do sinh trudng
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Céac chung tir cac loai khac nhau dugc thé hién trong cac bang tir 1 dén 3 dugc

thir nghiém.
Bang 1
Chi Loai EtOH (%)

Pichia kudriavzevii 0,03
Candida zemplinina 0,22
Issatchenkia siamensis 0,02
Millerozyma farinosa 0,10
Kodamaea ohmeri 0,03
Candida apicola 0,20
Zygosaccharomyces rouxii 0,24
Candida lactis-condensi 0,62
Candida rugosa 0,03
Hyphopichia burtonii 0,04
Candida intermedia 0,02
Pichia sp 0,02
Trigonopsis variabilis 0,01
Zygosaccharomyces pseudorouxii 0,11
Zygosaccharomyces siamensis 0,08
Citeromyces siamensis 0,15
Pichia fermentans 0,01
Wickerhamomyces pijperi 0,01
Wickerhamomyces sydowiorum 0,00
Candida morakotiae 0,02
Candida etchellsii 0,04
Candida pararugosa 0,02
Dipodascus magnusii 0,00
Hanseniaspora vineae 0,00
Candida colliculosa 0,06

ygosaccharomyces D 0,24
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Saccharomyces cerevisiae 0,05
Hanseniaspora osmophila 0,00
Kloeckera apiculata 0,00
Candida glabrata 0,18
Pichia barkeri 0,00
Metschnikowia koreensis 0,78
Candida homilentoma 0,82
Candida corydali 0,77
Zygotorulaspora florentina 0,93
Meyerozyma guilliermondii 0,56
Serratia marcescens 0,17
Starmerella bombicola 0,02
Lachancea meyersii 0,11
Saccharomyces mikatae 0,21
Candida pelliculosa 0,00
Candida pulcherrima 0,13
Metschnikowia reukaufii 0,17
Bang 2
Chi Loai EtOH(%)

Kazachstania africana 0,56
Kazachstania unispora 0,41
Kazachstania aerobia 0,51
Schizosaccharomyces |japonicus 0,74
Pichia kluyveri 0,00
Candida zemplinina 0,36
Hanseniaspora opuntiae 0,02
Starmerella Sp 0,50
Kazachstania exigua 0,68
Saccharomyces exiguus 0,55
Candida holmii 0,43
Rahnella aquatilis 0,04
Candida railenensis 0,33
Candida ernobii 0,35
Debaryomyces nepalensis 0,07
Candida sake 0,04
Saccharomyces kudriavzevii 0,52
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Candida sorbosivorans 0,06
Peterozyma toletana 0,04
Nakazawaea holstii 0,23
Candida succiphila 0,39
Candida lessepsii 0,32
Staphylococcus haemolyticus 0,18
Pichia scolyti 0,18
Lachancea kluyveri 0,05
Candida pomicola 0,04
Zygosaccharomyces  |bailii 0,23
Pichia manshurica 0,16
Zygosaccharomyces _ |bisporus 0,30
Meyerozyma guilliermondii 0,17
Meyerozyma caribbica 0,10
Candida bombi 0,25
Metschnikowia reukaufii 0,33
Pichia silvicola 0,38
Kazachstania ichnusae 0,74
Candida salmanticensis 0,33
Candida xestbii 0,13
Hanseniaspora uvarum 0,00

anseniaspora thailandica 0,00
Bang 3

Chi Loai EtOH(%

Saccharomycodes ludwigii 0,24
Candida nivariensis 0,02
Candida tolerans 0,18
Hanseniaspora hailandica 0,00
Candida peltata 0,11
Candida floricola 0,24
Issatchenkia terricola 0,04
Clavispora lusitaniae 0,05
Candida carpophila 0,19
Trigonopsis cantarellii 0,16
Candida valida 0,01
Candida californica 0,03
Candida inconspicua 0,02
\Brettanomyces bruxellensis 0,28
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Kluyveromyces thermotolerans 0,85
Pichia nakasei 0,30
Starmerella bacillaris 0,50
Zygotorulaspora Sp 0,39
Pichia occidentalis 0,05
Candida natalensis 0,11
Candida blattae 0,17
Candida saopaulonensis 0,17
Kloeckera hatyaiensis 0,24
Candida dendronema 0,36
Metschnikowia pulcherrima 0,34
Tetrapisispora iriomotensis 0,33
Torulaspora pretoriensis 0,16
Candida lambica 0,02
Tetrapisispora nanseiensis 0,55
Candida quercitrusa 0,10
Candida chrysomelidarum 0,06
Meyerozyma caribbica 0,06
Metschnikowia fructicola 0,71
Candida oleophila 0,11

40/69

Trong thir nghiém sang loc tlr thir nhét dén thtr ba, bude nudi ciy so bd va nudi

céy chinh dugc thuc hién trong cac didu kién dudi day. Mdi truong 16ng YPD dugc st

dung trong qua trinh nudi cAy so bd va nudi cdy chinh c6 ty 16 Y:P:D bang 1:2:2 (ty 1&

trong luong) (Y: chiét phém ndm men (tén san phém Yeast Extract (#212750) (Bacto))

1,0% trong lugng, P: pepton (tén san pham Peptone (#211677) (Bacto), thu dugc bang

cach phan huy té bao cua bd bang enzym ¢ ngudn gbc tir tuy lon) 2,0% trong luong,

D: glucoza 2,0% trong lugng).

Nudi cay so bd

Mot vong du cua mbdi ching dugc cay vao 3mL mdi truong léng YPD va dugc

nudi ciy tinh & nhiét 46 30°C trong mot ngdy dé thu dugc dich nudi cly so bd.

Nudi cdy chinh

Dich nuoi cdy so bd (100pL) dugce chy vao SmL mdi truong long YPD, sau do6
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nudi cdy & nhiét 4o 30°C két hop lic (60 vong/phut) trong mdt ngay dé thu duoc dich

nudi ciy té bao nam men (giéng cy té bao).

Cac mau nudi cdy dugc st dung dé do luong Hyp trong thir nghi¢ém sang loc
thit hai va thir ba dugce tao ra bang cach dua dich nudi chy t& bao nAm men thu dugc
trong qué trinh nuoi chy chinh qua budc ty phén va bude tiét trung sau day.

Budc ty phin

Dich nuoi chy té bao ndm men dugc 0 & nhiét dd 50°C trong hai gio, dé cac
thanh phan té bao dugc giai phong trong dich nudi chy bang cach ty phan.
Budec tiét trung

Dich nubdi céy sau khi tu phan dugc U & nhiét do 80°C trong mdt gio.

Chiét phim thu dugc duge Ly tam (3000 vong/phit, 5 phit, 1°C) @8 loai bo phan
cin té bao, tir d6 tao ra mAu nudi cly dé do murc d tich liy Hyp.

1. Thir nghiém sang loc tht nhét
(1) San xuét etanol

Dbi v6i 116 ching nAm men dugc thé hién trong céc bang tir 1 dén 3, ndng do
etanol dugc do trong phan dich ndi trén bé mit ctia dich nudi cy té bao thu dugc bang
cach nudi ciy chinh (30°C, mot ngay, nudi cay lic). Nong d¢ etanol dugc do bang Bio
Sensor BF5 (Oji Scientific Instruments).

Cac bang tur 1 dén 3 thé hién ndng dj etanol trong phan dich ndi trén bé mat
dich nudi ciy clia ndm men dugc st dung trong thir nghiém.

Phan dich ndi trén bé mit dich nudi céy t& bao cua tit ca céc nidm men (116
chung) duge st dung trong thir nghiém co ndng dd etanol bang 1% thé tich/thé tich hodc
thap hon.

(2) Tbc @9 sinh truong
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Tiép theo, duong cong sinh truéng cua nim men duoc xac dinh. Puong cong
nay dugc xac dinh bang cach do muc do hép thu (660nm) cta dich nudi cy té bao voi
TVS 062CA (Advantec). Trong s6 cac chiing, 100 chiing (cac chiing khéc véi 16 chung
dudi day) co tbc d6 sinh trudng cao dugc sir dung trong thir nghiém sang loc thir hai va

thr ba.
Céc chung khong duge str dung trong thi nghiém sang loc thir hai va thir ba

Zygosaccharomyces rouxii, Zygosaccharomyces pseudorouxii,
Zygosaccharomyces siamensis, Candida etchellsii, Starmerella bombicola, Starmerella
sp, Candida holmii, Rahnella aquatilis, Candida railenensis, Candida ernobii,
Debaryomyces nepalensis, Candida sake, Peterozyma toletana, Trigonopsis cantarellii,

Brettanomyces bruxellensis, Candida oleophila
2. Thir nghiém sang loc thi hai

Céac mite tich liy Hyp cta 100 ching duoc chon loc trong thir nghiém sang loc

tht nhat duge so sanh béng phép do mau nhu dugc md ta duéi day.

Ong Eppendorf dung tich 2mL dugc nap 0,2mL chit dém borat 0,5M va 0,4mL
m3u nuéi ciy (hodc dung dich tiéu chuan Hyp) va h3n hop nay dugc khudy dén mirc do
thich hop. Sau khi giir yén & nhiét do trong phong trong ndm phut, bng nay dugc giit
yén trong bé d4 (0°C) trong nam phut. Tiép theo, bd sung 0,2mL dung dich cloramin-T
0,2M, va dng nay dugc dat trong bé da (0°C) trong 120 phut két hop khudy ngit quang
(phén Umg oxy hoa). Dung dich sau phan tmg oxy hoéa dugc bd sung 0,4mL dung dich
nuéce natri thiosulfat 3,6M. Ong nay dugce bit chat va dugc gia nhi€t trong bé nudce soi
trong 30 phut (phén g khtt carboxyl héa). Dung dich sau phan ng khir carboxyl dugc
]am mat xudng nhiét do trong phong trong nuée may. Sau do, 0,6mL etyl axetat duogc
bd sung, va bng duge 14c manh trong thiét bi l4c trong 20 phut. Ong dugc day bang néip

trong qué trinh khir carboxyl va chiét etyl axetat dé ngin chan sy ho éng.
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Dung dich thu dugc dugc ly tAm (1500 vong/phut, 5 phit). Phan phéan udc
0,4mL cua 16p etyl axetat (I6p trén: khong mau) sau do dugc dua vao trong bng
Eppendorf dung tich 1,5mL, va bo sung vao d6 0,16mL chit phan @ng Ehrlich (mau
vang). Hon hop nay duogc gilt yén & nhiét d6 trong phong trong 30 phut, tir d6 mau duoc
tao ra (phan Ung mau: mAu chuyén sang mau dé néu Hyp c6 mit). Mau tréng dugce tao
ra bang cach bd sung 0,16mL chét phan tmg Ehrlich vao 0,4mL etyl axetat va dé yén

hdn hop & nhiét do trong phong trong 30 phit.

Mau nay dugc phin tan trong phan phan u6c 200pL trong dia thay tinh (96
giéng, trong sudt, day phing). Pudng co s¢ ¢ 650nm duoc thiét 1ap dén khong trong
thiét bi doc dia (Tecan, Infinite M200 Pro), va sau d6 muc hép thu & 560nm dugc do
(méang phim dugc ap dyng vao dia dé ngan chan hién tugng bay hoi va #n mon do axit

ctia thiét bi).

DPudng cong hiéu chinh dugc tao ra bing cach st dung dung dich tiéu chuin
Hyp (ndng & Hyp tir 2,5 dén 0,25pg/mL), va ndng dd Hyp trong mAu nudi ciy dugc
x4c dinh. Hai muoi hai chung co mau nudi cdy dugce thé hién 1a c¢6 ham lugng Hyp cao

bang phép do mau dugc chon tir cac chung dugc thir nghiém.
3. Thtr nghiém sang loc thir ba

Mitc dd tich liiy Hyp duge do bang HPLC, ma chinh xac hon so voi phuong
phép do mau, vdi cac mAu nudi cdy cia cac ching gidng nhu cac ching trong thir nghiém

sang loc thir hai.

Péi voi HPLC, axit amin bac mot (nhom amin bic mdt) va axit amin bac hai
(nhém amin béc hai) dugc danh diu huynh quang trong thiét bi 14y miu ty dong. He
thdng phan tich HPLC pha dao dugc s dung. Budc dénh dAu huynh quang ctia nhom
amin bac mot duoc thuc hién bing o-phtalaldehyt (OPA), va bude danh du huynh

quang cua nhom amin bac hai dugc thuc hién bang 9-florenylmetyl cloformat (FMOC).
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M3i mu nudi cdy dugc pha loang trong HC1 0,1N dé thu duge mAu. MAu nay
dugce loc qua thiét bi loc 0,45um vao lo mAu, va thiét 1ap trong thiét bi 14y mau tw dong.
Lo réng dugc nap 30pL chét phan ting axit mercaptopropionic (MPA), 15pL chit phan
ung OPA, va 5uL mau va dugc gitt yén trong mot phut. Sau d6, SuL chét phan ting
FMOC dugc b sung. Céc thanh phén dugc cho phan Gng trong hai phut, va 1uL dung
dich thu dugc dugc dua vao hé théng HPLC. OPA phan g v6i axit amin bac mot, va
FMOC phan ting v&i Hyp con lai va Pro ¢6 nhém amin bac hai. Bang cach phat hién ra
cac bude song huynh quang twong ung voi hai kénh, tit ca céc axit amin c6 thé dugc
phat hién ra dong thoi.

Céc thiét bi va diéu kién dugc sir dung trong phép phan tich HPLC duoc liét ké
dudi day.

Thiét b

Heé théng séic ky 16ng hiéu ning cao High Performance Liquid Chromatograph

Nexera X2 system (tén san phdm), Shimadzu Corp.

Thiét bi kiém so4t hé théng: CBM-20A, bd phan phéi dung mdi: LC-30AD (hai
b6), bd khir khi: DGU-20A5R, bo tron: MR 180uL II, thiét bi 1éy mau tu dong: SIL-
30AC, 10 dang cdt: CTO-20AC, thiét bi phat hién huynh quang: RF-20AXS, tram lam

viéc: LabSolutions LC/GC
Diéu kién phan tich
Cot: Inertsil ODS-4 100 mm x 3,0 mme S-2 um (GL Sciences Inc.)
Cot chin: UHPLC Fitting (tén san phim, GL Sciences Inc.) (4p suat tdi da: 130MPa)
Pha dong
Dung dich A: 15 mmol/L KH,PO4 v 5 mmol/L KoHPO4 (40 pH = 6,5)

Dung dich B: 15/45/40 (thé tich/thé tich/thé tich) = nudc/axetonitril/metanol
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RO (rira): nuéc/metanol = 20/80 (thé tich/thé tich)
R3 (rira): nuéc/axetonitril = 80/20 (thé tich/thé tich)
Ndng d9 ban dAu cta dung dich B: 10% (thé tich/thé tich)
Téc @6 dong chay: 0,8 mL/phit
Nhiét do 16 dang cdt: 35°C
Thé tich phun: 1puL
Phét hién:
Ch1: bude song kich thich 350nm, budc song huynh quang 450nm
Ch2: buéc song kich thich 266nm, buge song huynh quang 305nm
Nhiét do té bao: 25°C, hé s6 tang: x4, d0 nhay: trung binh
Chuong trinh gradien (ndng do (%) ctia dung dich B 1a theo thé tich/thé tich (%))
0 dén 1,5 phat: ndng d6 B 10%
1,5 dén 6 phit: ndng 4o B 10% — 30%
6 dén 11 phut: ndng do B 30% — 40%
11 dén 15 phat: ndng do B 100%
20 dén 21,5 phut: ndng 4o B 100% — 10%
25 phut: dimg thiét bi kiém sot

Pudng cong hiéu chinh: 6,25 pmol/L, 25umol/L, 50 umol/L, va 100pmol/L dung
dich chira tng axit amin trong HC1 0,1N duogc didu ché. Mbi mdt trong cac dung dich
dugc cho phan tng v6i cac chét phan tng MPA, OPA, va FMOC theo cach néu trén, va

duoc phéan tich bang HPLC dé xay dung dudng cong hiéu chinh.

Dung dich tiéu chudn cta hdn hop céc axit amin, Typ H chira dung dich axit

clohydric 0,1N va L-hydroxyprolin dugc cho phan Gmg vdi cac chét phan tmg theo cach
45
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twong tw nhu duge mo ta trén day, va dugc phan tich bang HPLC vdi cac thiét bi va didu
kién trén day.

Fig.2 thé hién bidu @ HPLC thu dugc bang cach phan tich dung dich tiéu chuén
ciia hdn hop cic axit amin, Typ H cha dung dich axit clohydric 0,1N va L-
hydroxyprolin (ndng do cua m&i axit amin: 20pmol/L) ((a): duoc phat hién ra véi Chl
& budce song kich thich bang 350nm va budc song huynh quang bang 450nm, (b): dugc
phat hién ra v6i Ch2 ¢ bude séng kich thich bang 266nm va budc song huynh quang
bang 305nm). Dung dich tiéu chudn ctia hdn hop cac axit amin, Typ H thu duoc tir Wako

Pure Chemical Industries, Ltd.

Phép do HPLC cling cho thiy rang lugng Hyp la 16n trong gidng cy té bao cua
22 ching ma thé hién muc tich Iy Hyp cao trong thir nghiém sang loc thir hai. Fig.1 thé
hién cac két qua ctia phép do HPLC cua lugng Hyp trong cac mAu nudi cdy duge tao ra
tir gidng cy té bao cta 22 chung. Khong phat hién ra Hyp tu do trong moi truong long

tru6e khi bit ddu nubi cly.

Fig.1 thé hién cac két qua ctia phép do HPLC cua lugng Hyp trong cac mau nudi
céy.

Kha ning tai san xuét tir cac két qua dugc xac nhén dbi véi 11 ching co mau
nudi cdy chira 90pg/mL Hyp hodc 16n hon sau day nhu dugc do bang HPLC.

Meyerozyma caribbica (hai chung), Candida chrysomelidarum, Candida
saopaulonensis, Candida blattae, Clavispora lusitaniae, Metschnikowia reukaufii (hai
ching), Meyerozyma guilliermondii, Candida morakotiae, Kodamaea ohmert.
4. X4c nhan kha nang tai san xuét

Kha ning tai san xut tir cac két qua dugc xdc nhén dbi véi 11 ching.

Budc nudi céy so bd va nudi céy chinh ctia mdi ching dugc thuc hién nhu trong
thir nghiém sang loc thir ba. Dich nu6i chy té bao thu dugc trong budc nudi cdy chinh
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dugc dua qua budc tir phan ndm men, tir 46 mAu nudi ciy duoc tao ra. Luong Hyp trong
mAu nudi cdy dugc do bing HPLC nhu trong thir nghiém sang loc thir ba. Tét ca 11
ching déu cho thiy cac két qua twong tu véi cac két qua thu duge bang thir nghiém sang

loc thtr ba, x4c nhén kha ning tai san Xut.
Vi du thir nghiém 2

Theo murc tich ity Hyp tir cac két qua cia Vi duy thir nghi¢m 1 va do an toan dé
str dung trong thuc phim, m¥ phaAm, va cac san pham khéc, séu ching sau day co trién
vong dé tao ra t& bao ndm men hoc gidng cy té bao nim men hodc chiét phim cua no
chira Hyp: Meyerozyma caribbica (hai ching), Clavispora lusitaniae, Metschnikowia
reukaufii, Meyerozyma guilliermondii, va Kodamaea ohmeri. Cac thit nghiém tiép theo

duoc thuc hién trén sau ching nay.

Quy trinh nuoi cAy chinh cia mdi mot trong sau chung duoc thye hién két hop
thay d6i hop phan méi trudong YPD (ty 16 Y:P:D va kiéu P) va thoi gian nu6i cdy. Lugng
Hyp va Pro trong gidng cy té bao dugc do.

Nudi ciy s0 bo

Mbi truong léng YPD c6 ty 18 Y:P:D bing 1:2:2 (ty 1¢ trong luong) (Y: chiét
phém nam men 1,0% trong luong, P: pepton 2,0% trong lugng, D: glucoza 2,0% trong
luong) duge st dung. Chiét pham ndm men va pepton la gidng nhu chiét phdm ndm men
va pepton dugc sir dung trong Vi du thr nghiém 1.

Quy trinh nuoi cly so b dugc thuc hién trong cac didu kién gibng nhu trong
thtr nghiém sang loc thr nhét trong Vi dy thir nghiém 1.

Nudi cdy chinh

Dich nuoi cdy so b thu duge (100puL) dugce cdy vao SmL moi truong long YPD
dudi day, sau d6 nudi cy o nhiét do 30°C két hop 14c (60 vong/phut). Thoi gian nudi
chy 12 mot hogc hai ngy. Vi vy, thu dwoc dich nudi chy t& bao (gibng cdy té bao).
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Trong quy trinh nuoi cdy chinh, P trong moi trudng long YPD 1la pepton hodc
peptit colagen (CP). Peptit colagen 13 Collagen Peptide IXOS HDL-50SP (tén san pham,
Nitta Gelatin Inc., phan tir lugng trung binh 5000) (sau day dugc dé cap dén la peptit
colagen (CP1)) hodc Collagen Peptide Type S (t€n san phim, Nitta Gelatin Inc., phan
ti lwgng trung binh 1200) (sau day dugc & cap dén 1a peptit colagen (CP2)). Mobi trudng
YPD trong d6 pepton duogc thay thé biang peptit colagen con dugc dé cap dén 1a moi
trurong cai bién YPD.

Ty 16 Y:P:D trong mdi trudng long YPD trong quy trinh nudi ciy chinh 1a (1)
Y:P:D = 1:2:2 (ty 1€ trong lugng) (Y: chiét phdm nam men 1,0% trong lugng, P: pepton
hodc peptit colagen 2,0% trong luong, D: glucoza 2,0% trong luong) hodc (2) Y:P:D =
1:4:5 (ty 1& trong luong) (Y: chiét phdm ndm men 1,0% trong lugng, P: pepton hodc
peptit colagen 4,0% trong lugng, D: glucoza 5,0% trong luong). Bang 4 thé hién cac

diéu kién nudi chy tir 1 dén 12 duoc st dung trong quy trinh nubi ciy chinh.

Bang 4
Diéu kién nudi cdy | Hop phan mdi trudng P Thoi gian
! Pepton 1 ngay
2 2 ngay
) Y:PD =122 Peptit colagen (CP1) |23
4 2 ngay
2 Peptit colagen (CP2) 1 ngdy
6 2 ngay
’ Pepton 1 ngay
8 2 ngay
0 Y:P:D=1:4:5 Peptit colagen (CP1) 1 ngay
10 2 ngay
1 Peptit colagen (CP2) 1 ngay
12 2 ngay J

MAu nuéi cdy dé do lwong Hyp dugce tao ra bang cach dua dich nudi cy té bao
ndm men thu dugc trong quy trinh nudi ciy chinh qua quaé trinh tw phan, tiét tring, va
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loai bo phan cin té bao nhu trong Vi du thir nghiém 1. M3u nuéi cy thu duge dugc pha
loding trong dung dich axit clohydric 0,IN dé tao ra mau HPLC. Céc mAu nudi cay da
dugc tao ra tir dich nudi céy té bao thu duogc b%mg cach nudi céy mot ngay dugc pha
loang 10 1An. Cac mAu nudi cdy di duge tao ra tir dich nudi chy té bao thu dugc bing
cach nudi cdy hai ngay dugc pha lodng 40 1An. M3i mot trong cic mau ndy dugc cho
phan Ging voi cac chét phan tng MPA, OPA, va FMOC va dugc phén tich bing HPLC

nhu trong Vi du thir nghiém 1.

Céc thiét bi va diéu kién dugc sir dung trong HPLC la gibng nhu cac thiét bi va

didu kién trong thtt nghiém sang loc tha ba.

Céc dudng cong hiéu chinh dugc tao ra nhu sau: dbi véi mdi trong s& Hyp va
Pro, cac dung dich 5 pmol/L, 10pmol/L, 20pmol/L, 50umol/L, 100umol/L, va
250pmol/L trong HC1 0,1N duoc didu ché. Mdi mot trong cac dung dich nay dugc cho
phan tmg v6i cac chat phan (mg MPA, OPA, va FMOC va dugc phén tich bang HPLC

nhu trong Vi du thir nghiém tir 1 dé xay dung dudng cong hiéu chinh.

Bang 5 thé hién céc két qua cua qua trinh dinh lugng Hyp trong cac mau nudi
cdy. Trong bang nay, CP11a peptit colagen (CP1) (tén san phim Collagen Peptide IXOS
HDL-50SP) va CP2 1a peptit colagen (CP2) (tén san phim Collagen Peptide Type S).
Bang 6 thé hién céac két qua cua qué trinh dinh lugng Pro trong céc mAu nudi cdy. Cac
didu kién nuoi ciy trong bang nay la gibng nhu cac didu kién nudi cy dbi v6i quy trinh

nudi cdy chinh. M6i truong 16ng trude nudi cy hau nhu khong chira Hyp tu do.
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Ty 1& (100 x Hyp/(Pro + Hyp)) gitta luong (ng/mL) Hyp v6i tdng lugng (ng/mL)
Pro va Hyp trong mdi mAu nudi cdy dugc tinh tir cac két qua dugc thé hién trong bang

5 va 6. Bang 7 thé hién cac két qua.
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T4t ca sdu ching ndm men dugc thir nghi¢m tich lity L-hydroxyprolin khi dugc

nudi cdy hiéu khi. TAt ca cac giéng cdy té bao thu dugc co ty 1& Hyp/(Pro + Hyp) bang

35 hodc cao hon.

V1 du thir nghiém 3

Meyerozyma caribbica, Clavispora lusitaniae, Metschnikowia reukaufii,

Meyerozyma guilliermondii, va Kodamaea ohmeri duge thé hién trong Bang 8 dugc st

dung. NAm men dugc nhén dién bing s6 NBRC dugc thé hién trong Bang 8 thu dugc tir

Vién Cong ngh¢ va Dénh gia Quéc gia (National Institute of Technology and Evaluation,

1.5-8 Kazusa-kamatari, Kisarazu, Chiba, Nhét Ban).

Bang 8

Ching

T Sbamngky

NBRC 1271 T

NBRC 1484

Kodamaea ohmeri

NBRC 1483

NBRC 1482

NBRC 0158

NBRC 10059 T

Clavispora lusitaniae

NBRC 1019

NBRC 10058

NBRC 1679 T

NBRC 1405

Metschnikowia reukaufii

NBRC 10798

NBRC 10799

NBRC 10279 T

NBRC 0454

Meyerozyma guilliermondii

NBRC 0837

NBRC 0838

NBRC 1913

Meyerozyma caribbica

NBRC 0679 T

Nuoi cay so bd

Quy trinh nudi chy so bd dugc thuc hién trong cac diéu kién gidng nhu trong Vi

du thir nghiém 2 ng

Nudi cay chinh
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Dich nudi cdy so bo thu duge (100pL) duge ciy vao SmL mdi truong 1éng YPD
du6i day, sau d6 nudi cdy & nhiét do 30°C két hop lic (60 vong/phut). Thoi gian nudi

cAy 12 mot hodc hai ngdy. Vi vay, thu duge dich nudi cdy té bao.

Quy trinh nuoi céy chinh dugc thuc hién trong diéu kién nudi ciy 11 hogc 12
cia Vi du thir nghiém 2. Cu thé, Collagen Peptide Type S (t€n san phém, Nitta Gelatin
Inc., phan t& lugng trung binh 1200) (peptit colagen (CP2) trong Vi du thu nghiém 2)
duoc st dung 1am P trong méi trudong long YPD. Ty 18 Y:P:D trong mdi trudong long
YPD 14 nhu sau: Y:P:D = 1:4:5 (ty 1¢ trong lugng) (Y: chiét phdm ndm men 1,0% trong

lugng, P: Collagen Peptide Type S 4,0% trong luong, D: glucoza 5,0% trong lugng).

MAu nuéi cdy dugc didu ché tir dich nudi cdy té bao nhu trong Vi du thir nghiém
2. MAu nudi cdy thu dugc dugc pha lodng trong dung dich axit clohydric 0,IN dé tao ra
mau HPLC. Cac miu nudi céy da duogc tao ra tir dich nudi cly té bao thu duoc bang
cach nuoi ciy mot ngay duogc pha loang 20 1An. Cac mAu nudi ciy dugc didu ché tir dich
nudi ciy té bao thu dugc bang cach nudi cAy hai ngay dugc pha loang 50 1an. Mbdi mot
trong cac miu ndy dugc cho phan ng véi cac chit phan tng MPA, OPA, va FMOC
nhu trong Vi du thir nghi¢m 2. Luong axit amin trong cic mau nudi chy dugc xéac dinh
bing phép phan tich HPLC trong cac didu kién giéng nhu trong Vi du thir nghiém 2.
Bang 9 thé hién céac két qua. Bang 9 thé hién tong ham luong axit amin (Tong AA) cung
v6i lwgng Hyp va lugng Pro. Tt ci cac nidm men thir nghiém déu tich Ity L-
hydroxyprolin trong mdi truong nuéi cdy chung khi dugc nudi chy hiéu khi. Bang 9
cling thé hién mirc hép thu (OD660) & 660nm cua dich nuoi chy té bao (thoi gian nudi

ciy: mdt ngdy). Mirc hép thu duge do bing TVS 062CA (Advantec).

Ty 1€ (100 x Hyp/(Pro + Hyp)) cua luong (ug/mL) Hyp v&i tong lugng (ng/mL)
cua Pro va Hyp trong mdi mau nudi cdy dugce tinh tir cac két qua dugce thé hién trong
Bang 9. Bang 10 thé hién cc két qua tinh toan. Bang 10 con thé hién lwong Hyp (ng/mL)
trong moi trudng nuodi cdy mot ngay chia cho murc hép thu OD660 ciia dich nubi chy té

bao (ug/mL/OD660) (gid tri Hyp/OD660).
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Bang 10
Chiing S6 dang ky 100 x Hyp/(Hyp+Pro) Hyp/OD660
1 ngay 2 ngay 1 ngay
NBRC 1271 T 65,4 66,4 69,6
NBRC 1484 58,8 66,1 63,6
Kodamaea ohmeri NBRC 1483 44.9 54,3 37,1
NBRC 1482 55,8 63,5 58,8
NBRC 0158 68,7 74,5 92,4
NBRC 10059 T 51,0 99,2 40,9
Clavispora lusitaniae NBRC 1019 52,6 99,7 37,1
NBRC 10058 51,3 89,1 38,7
NBRC 1679 T 47,0 92,9 28,5
Metschnikowia NBRC 1405 55,7 89,3 43,1
reukaufii NBRC 10798 72,1 94,6 49,8
NBRC 10799 447 53,8 31,8
NBRC 10279 T 50,3 50,0 32,0
Meyerozyma NBRC 0454 76,7 92,8 45,5
o . NBRC 0837 85,9 98,6 48,2
guilliermondii
NBRC 0838 84,6 98,3 54,8
NBRC 1913 57,8 93,2 32,2
Meyerozyma caribbica NBRC 0679 T 83,6 98,5 45,5
Vi du thit nghiém 4

NAm men duge st dung trong Vi du thir nghiém 2 va 3 duge nudi cdy nhu trong
Vi du thir nghiém 2 va 3 dé tao ra dich nudi cay té bao. Mi dich nudi ciy té bao duoc
4 & nhiét dd 50°C trong hai gio, sao cho cac thanh phﬁn té bao dugc giai phéng trong
dich nudi cly bang cach ty phan, va sau do dugc U & nhiét d6 80°C trong mot gio. Sau
d6, dich nay dugce ly tam (3000 vong/phut, 5 phut) ¢ nhiét do 1°C dé thu dugc chiét
pham nudi cdy té bao chua L-hydroxyprolin (chiét phim nudi chy té bao chura Hyp) c6
phan cin té bao dugc loai bo. Chiét phAm nuoi cy té bao chira Hyp nay c6 thé dugc pha

lodng mot cach thich hop trude khi st dung.

Phéan du6i day s& mo ta cac vi du sén xuat 14y 1am vi du vé ché pham cham soc -
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ngoai da chira chiét phdm nudi cy té bao chira Hyp thu dugc trong .Vi du thir nghiém 4.
Vi du sén xuét 1. Xa phong
Luong nguyén liéu thé duge trdn duge thé hién trong Bang 11.

Phoi xa phong duoc khudy. Chiét phidm nuoi chy té bao chira Hyp dugc tron

dbng déu véi phoi nay, sau d6 duc khuon.

Bang 11
Nguyén liéu thd Luong (phan trong luong)
Phéi xa phong 99,9
Chiét phim nuéi cdy té bao chira Hyp 0,1
Téng 100

Vi du sén xuét 2. Dau goi dau
Luong nguyén liéu tho dugc tron duogc thé hién trong Bang 12.

Chét bao quéan di dugc hoa tan trong mdt phan 1,3-butylen glycol duge bd sung
vao nudc tinh khiét. Hon hop nay dugce khudy déu, va sau d6 natri lauryl sulfat va
monoetanolamit axit béo diu dira dugc bd sung, sau do bd sung thubc nhudm, tinh chéit
thom, va phﬁn con lai cta 1,3-butylen glycol. Chiét phdm nudi céy té bao chura Hyp

duge bd sung vao hén hop, va hdn hop nay duge khudy déu.

Bang 12

Nguyén liéu tho Luong (phan trong luong)
Natri lauryl sulfat 16
Monoetanolamit axit béo dau dira 4
1,3-Butylen glycol 1,9
Chiét phdm nudi céy té bao chira Hyp 0,1
Chat bao quan, thubc nhudm, tinh chét thom Luong thich hop
Nudc tinh khiét 78
Tong 100
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Luong nguyén liéu tho dugc trdn duge thé hién trong Bang 13.

59/69

(1) Stearyldimetylbenzylamoni clorua va mudi an duge bd sung vao nude tinh

khiét va dugc gia nhiét dén 80°C dé hoa tan.

(2) Rugu xetostearylic, polyisobuten duoc hydro hoa, va glyxerin monostearat

dugc gia nhiét dén 80°C d& hoa tan.

(3) Dung dich (2) dugc bd sung vao dung dich (1) trong khi khudy dung dich

(1) bing thiét bi ddng nhat héa. Hon hop nay duge khudy so bd trong ndm phit sau khi

bo sung.

(4) Sau khi két thic viée khudy so bo, hdn hop nay dugc lam mat xubng 50°C

két hop khudy. Chiét phAm nudi cy té bao chira Hyp dugc bd sung vao hdn hop, va hdn

hop nay dugc 1am mét hon nita xubng 35°C két hop khudy dé tao ra dau xa.

Bang 13
Nguyén liéu thd Luong (phén trong luong)

Stearyldimetylbenzylamoni clorua 1,4

Ruou xetostearylic 4
Polyisobuten dugc hydro héa 2

Glyxerin monostearat 1,5

Mubi &n 0,1

Chiét phim nubi cdy té bao chira Hyp 0,1

Nude tinh khiét 90,9

Téng 100

Vi du sén xuit 4. San phim dudng toc

Luong nguyén liéu tho dugc tron duoc thé hién trong Bang 14.

Axit salixylic, glyxerin, va vitamin E va L-mentol déu d dugc hoa tan tr

etanol dugc bd sung vao nude tinh khiét. N
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trong mot phan khac ctia nudc tinh khiét dugc bd sung. Chiét pham nuoi chy té bao chua
Hyp sau do dugc bd sung vao hdn hgp, va cac thanh phan duge tron déu dé tao ra san

phim dudng toc.

Bang 14
Nguyén liéu tho Luong (phan trong lwong)

Etanol 70
Vitamin E 0.4
L-mentol 0,4
Dikali glyxyrhizat 0,1
Chiét pham nudi cy té bao chira Hyp 0,1
Axit salixylic 0,5
Glyxerin 0,5
Nude tinh khiét 28
Tong 100

Vi du san xuét 5. San pham xit dudng

Luong nguyén liéu thd duoc tron dugce thé hién trong Bang 15.

Axit xitric va natri xitrat dugc hoa tan trong nudce tinh khiét. Sau do, ca chét bao
quan va polysorbat 80 ddu da hoa tan trong etanol dugc bd sung. Chiét phim nudi chy
t& bao chira Hyp sau d6 duge bd sung vao hdn hop, va hdn hop nay dugce khudy déu dé

tao ra san pham xit dudng.

Bang 15
Nguyén li¢u thd Luong (phan trong luong)
Axit xitric 0,01
Natri xitrat 0,09
Chét bao quan Luong thich hop
Polysorbat 80 0,05
Etanol 10
Chiét phAm nudi cdy té bao chira Hyp 1
Nude tinh khiét 88,85
Tong 100 B
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Vi du sén xuét 6. Kem dudng 4m dang léng

Luong nguyén liéu thd dugc tron duge thé hién trong Bang 16.

61/69

Axit xitric va natri xitrat dugc hoa tan trong nuée tinh khiét. Tiép theo, glyxerin,

1,3-butylen glycol, va trinatri etylendiamintetraaxetat dugc bd sung tudn tu, sau d6 ete

ctia rugu oleylic polyoxyetylen (18), vitamin E, va metyl paraben tht ca déu da hoa tan

trong etanol dugc bd sung, sau do khudy dén khi d&u. Chiét phim nuéi cly té bao chta

Hyp sau d6 dugc bd sung vao hdn hop, va hdn hgp nay dugc khudy déu dé tao ra kem

dudng 4m dang 10ng.

Bang 16
Nguyén li¢u tho Luong (phan trong lugng)

Glyxerin 4
1,3-Butylen glycol 4
Etanol 7
Ete cua rugu oleylic polyoxyetylen (18) 0,5
AXit xitric 0,05
Natri xitrat 0,1
Trinatri etylendiamintetraaxetat 0,02
Vitamin E 0,5
Chiét phdm nudi céy té bao chtra Hyp 1
Metyl paraben 0,1
Nude tinh khiét 82,7
Tong 100

Vi du san xuat 7. Stra dudng am

Luong nguyén liéu thd duge trdn duge thé hién trong Bang 17.

(1) Axit stearic, ruou xetylic, octyldodexyl myristat, va parafin long dugc lam

Am dén 80°C dé hoa tan.

(2) Trietanolamin, natri hyaluronat, glyxerin, 1,3-butylen glycol, polyoxyetylen

(10) monooleat, va natri etylendiaminhydroxy triaxetat dugc bd sung vao nude tinh
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(3) Dung dich (2) dugc bd sung vao dung dich (1) trong khi khudy dung dich

(1) bang thiét bi ddng nhét hoa. Hoén hop dugc khudy so bd trong ndm phut sau khi b

sung.

(4) Sau khi két thic viéc khudy so bd, hon hop dwoc lam mat xudng 50°C két

hop khudy. Chiét phim nudi cy t& bao chira Hyp duge bd sung vao hdn hop, va hon

hop nay dugce 1am mat hon nira xudng 35°C két hop khudy dé tao ra sita dudng am.

Bang 17

Nguyén liéu thd Luong (phan trong luong)
Axit stearic 1,5
Ruou xetylic 0,5
Octyldodexyl myristat 5
Polyoxyetylen (10) monooleat 1
Parafin long 5
Trietanolamin 0,5
Chiét phm nudi cy té bao chira Hyp 1
Natri hyaluronat 0,01
Glyxerin 7
1,3-Butylen glycol 3
Natri etylendiaminhydroxytriaxetat 0,01
Nude tinh khiét 75,48
Tong 100

Vi du san xuét 8. Kem

Luong nguyén liéu tho duge tron duoc thé hién trong Bang 18.

(1) Axit stearic,

glyxeryl

monostearat,

sorbitan

sesquistearat,

polyoxyetylensorbitan monostearat, ruou xetostearylic, squalan, dipentaerythrityl

hexahydroxystearat/hexastearat/hexarosinat, ddu 6 liu, octyldodexyl myri

metylpolysiloxan dugc lam 4m dén 80°C dé hoa tan.
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(2) Glyxerin, 1,3-butylen glycol, natri hydroxit, va metyl paraben dugc bd sung

vao nudc tinh khiét va dugce lam 4m dén 80°C dé hoa tan.

(3) Dung dich (2) dugc bd sung vao dung dich (1) trong khi khudy dung dich

(1) bing thiét bj ddng nhét héa. Hon hop duoc khudy so bo trong nim phit sau khi bo

sung.

(4) Sau khi két thuc viéc khudy so bo, hén hop dugc 1am mat xubng 50°C ket

hop khudy. Chiét phidm nudi cy té bao chia Hyp duge bd sung vao hdn hop, va hdn

hop dugc lam mét hon nita xubng 35°C két hop khudy dé tao ra kem.

Bang 18
Nguyén liéu thd Luong (phén trong luong)

Axit stearic 2,5
Glyxeryl monostearat 0,8
Sorbitan sesquistearat 0,6
Polyoxyetylensorbitan monostearat 0,4
Ruou xetostearylic 2
Squalan 12
Dipentaerythritylhexahydroxystearat/hexastearat/ hexarosinat 2
Déu 6 liu 5
Octyldodexyl myristat 15
Metylpolysiloxan 0,5
Glyxerin 10
1,3-Butylen glycol 8
Natri hydroxit 0,1
Metyl paraben 0,1
Chiét phdm nudi cdy té bao chira Hyp 0,3
Nude tinh khiét 40,7
Tong 100

Kha ning ung dung trong cong nghiép

T& bao ndm men hodic giong cdy t€ bao nam men hodc chiét pham cta n6 chira

L-hydroxyprolin theo sang ché hiru ich 1am nguyén liéu thd dung cho my phém, thuc

pham hogc d0 udng, va cac san pham khac.
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YEU CAUBAO HOQ
1. Té bao nAm men hodc giéng céy t& bao ndm men cua it nhat mot naAm men dugc chon
tir nhoém bao gdbm Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica,
Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae hodc chiét phdm cta ching, loai
trir Clavispora lusitaniae CCTCC No. M2051 16 va Clavispora lusitaniae CGMCC No.

6414, chira:
L-hydroxyprolin,

trong d6 ty 1€ gitra luong (ug/mL) L-hydroxyprolin v6i tdng luwong (ng/mL) L-
prolin (Pro) va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu dugc xéac dinh bang cong thuc (100 x

Hyp/(Pro + Hyp)) nam trong khoang tlr 35 dén 100,
t& bao nAm men 12 té bao nAm men dugc nudi céy, va

chiét pham cua té bao hodc giéng chy té bao 1a san phim phéan huy té bao thu
duge bing cich dua té bao hoic giéng cy té bao chua té bao nAm men qua budc phan

hay té bao hodc

chiét phim thu duoc bang cach loai bo cin t& bao ra khoi san pham phan hiy té

bao, chiét pham ndy chtra cac thanh phin té bao.

2 Té bao ndm men hodc giong cdy t& bao nam men hogc chiét pham cta né theo diém

1,
trong d6 lugng L-hydroxyprolin bang 10pg/mL hodc 16n hon.

3. T& bao ndm men hodc giong cay t& bao nam men hoc chiét pham cta né theo diém

1 hodc 2,

trong d6 lugng (ug/mL) L-hydroxyprolin chia cho 0OD660 (pg/mL/OD660)

bing 20 hodc 16n hon.

4. Té bao nidm men hodc giong cdy t& bao ndm men cta it nhAt mot nam men dugc chon
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tir nhom bao gdm Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica,
Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae hodc chiét phdm cta chiing, loai
trr Clavispora lusitaniae CCTCC No. M205116 va Clavispora lusitaniae CGMCC No.
6414, chra:

L-hydroxyprolin véi lugng bang 10pg/mL hodc 16n hon,
trong do t& bao ndm men 12 t& bao nAm men dugc nudi cy, va

chiét phdm ctia té bao hoic gibng chy té bao la san phim phan hiy t€ bao thu
dugc bing cich dua té bao hodc gidng cdy té bao chira té bao nidm men qua budc phin

hay té bao hoic

chiét pham thu dugc bang cach loai bo cin t& bao ra khoi san pham phan huy té

bao, chiét phdm nay chtra cac thanh phan té bao.
5. Phuong phép san xuét L-hydroxyprolin, phuong phép nay bao gbm budc:

tich Ity L-hydroxyprolin trong t& bao nim men hoic giéng ciy t& bao nAm men
clia it nhit mot ndm men dugc chon tr nhoém bao gém Kodamaea ohmeri,
Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va
Clavispora lusitaniae bang cach nudi chy hiéu khi it nhét mot nAm men nay trong mdi

treong long chira ngudn cacbon va ngudn nito,

trong do ngudn nito néu trén chira peptit chira L-hydroxyprolin.
6. Phuong phap san xuét theo diém 5,

trong d6 peptit chira L-hydroxyprolin 1a peptit colagen.
7. Phuong phap san xuét theo diém 6,

trong d6 peptit colagen c6 phén tir luong trung binh nim trong khoang tir 1000

dén 10000.
8. Phuong phép san xuét theo diém bét ky trong sé cac didm tir 5 dén 7,
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trong d6 budc nuodi céy hiéu khi dugc thuc hién trong thoi gian tir 10 dén 100

gio.

9. Dugc phim chua:

t& bao ndm men hoic gidng cdy té bao nam men hodc chiét pham cta no theo

diém bit ky trong s cac diém tir 1 dén 4.
10. Thuc pham chira:

t& bao nidm men hodc gidng cdy t€ bao nam men hodc chiét pham cua né theo

diém bt ky trong sb cac diém tir 1 dén 4.
11. Db udng chta:

t& bao nAm men hodc gidng cdy t€ bao nam men hodc chiét pham cua n6 theo

diém bat ky trong sé céc diém tir 1 dén 4.
12. Nguyén liéu thd dung cho m¥ phim chira:

t4 bao ndm men hoic gidng cdy t& bao nam men hodc chiét pham cuia n6 theo

diém bét ky trong sb cac didm tir 1 dén 4.
13. M§ pham chua:

t& bao ndm men hoic giong ciy té bao nam men hodc chiét pham cta né theo

didm bét k¥ trong s6 céc diém tir 1 dén 4.
14. Nguyén liéu thd dung cho m§ phdm theo diém 12,

trong d6 lugng L-hydroxyprolin trong nguyén liéu thd ding cho m§ phim nam

trong khoang tir 5 dén 300 phan triéu.
15. M§ phim theo diém 13,

trong do6 lugng L-hydroxyprolin trong m¥ phém nam trong khoang tir 0,01 dén

20 phan triéu.
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16. Ché phdm ting cudng L-hydroxyprolin chira:

t& bao ndm men hoic gidng cdy t& bao nAm men cda it nhit mdt ndm men dugc
chon tir nhém bao gdbm Kodamaea ohmeri, Metschnikowia reukaufii, Meyerozyma
caribbica, Meyerozyma guilliermondii, va Clavispora lusitaniae hodc chiét phdm cia
ching, chira L-hydroxyprolin,

trong d6 té bao nAm men 12 té bao ndm men dugc nudi cdy, va

chiét phim cta té bao hoic gidng chy té bao la san pham phan hiy té bao thu
dugc bing cich dua té bao hodc giéng cdy té bao chira t8 bao ndm men qua budc phan
huy té bao hodc

chiét pham thu dugc bang cach loai bo can t& bao ra khoi san phdm phan huy té
bao, chiét phdm nay chta cac thanh phan té bao,

t& bao ndm men hoic gidng cay té bao ndm men hodc chiét phim cia ching thoa
mén didu kién (1) va/hodc (2) sau day:

(1) trong té bao nim men hoic giéng chy té bao nAm men hoc chiét phim
ctia no, ty 1& cta lugng (ug/mL) L-hydroxyprolin véi tdng lwong (ug/mL) L-prolin (Pro)
va L-hydroxyprolin (Hyp) nhu dugc xac dinh boi cong thire (100 x Hyp/(Pro + Hyp))

nam trong khoang tir 35 dén 100;

(2) luong L-hydroxyprolin trong té bao ndm men hoic giéng chy té bao

n&m men hogc chiét phdm ctia n6 16n hon hogc bang 10 pg/mL.
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