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CHE PHAM NAY

(57) Sang ché dé cap dén ché pham probiotic chira da vi khuan, ché pham nay bao gdm céc
chung méi cua vi khuan axit lactic Lactobacillus gasseri 7/12 NBIMCC No. 8720,
Lactobacillus plantarum F12 NBIMCC No. 8722 va Lactobacillus helveticus Al,
NBIMCC No. 8721 va c6 cac dac tinh sau day: chéng oxy hoa, tic dung lam giam
cholesterol huyét, tic dung diéu hoa mién dich chong viém, kha ning giai phong cac peptit
c6 hoat tinh sinh hoc ma trc ché enzym chuyen hoa angiotensin (ACE), ma c6 thé dap ung
d6i v4i huyét 4p cao. Sang ché cling dé cap dén cac chung probiotic cua vi khuan axit
lactic va cac san pham chtra vi khuan duoc phat trién véi cac dic tinh hiru ich. Chung
probiotic duoc hop nhét Lactobacillus gasseri 7/12 NBIMCC No. 8720, ¢6 nhiéu dic tinh:
dinh bam manh vao 16p biéu mé cua rudt két, kha ning lam giam cholesterol va cac tac
dung chong viém bang cach lam giam ham luong cua xytokin interleukin-8 tién viém. Cac
chung vi khuan axit lactic va cac hdn hop chtra vi khuan nay duoc dung trong san Xuét
gidng nuoi cay gbc, chat phu gia dung cho thirc an, thirc an, san pham c6 chirc ning va
duoc pham nham muc dich tac dong dén strc khoe cua con nguodi va dong vat.
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Linh vie ky thuit dwgce dé cip

Sang ché thudc linh vie cong nghé sinh hoc va cu thé 13, &n céac chung probiotic
ctia vi khudn axit lactic va ché phim chita da vi khun, ma thu dugc nhd cac ching
nay. Sang ché ciing dé cap dén cac tac dung c6 lgi cho sitc khoe khac nhau cia ché
pham va viéc st dung ché phdm nay 1am phan b sung cho khau phan #n dé ngin ngira

cdc bénh khac nhau.
Tinh trang ky thuat cta sing ché

Ché phdm probiotic 1a cac vi sinh vat séng c6 thé an dugc ma c6 tic dung tich
cuc dbi vai strc khoe clia con ngudi. Céc ché phim probiotic nhiu nhit 13 vi khuén
lactoza va/hodc bifidobacteria. Chiing 1a céc vi khuan khong sinh bénh c6 kha ning tao
thanh khuén lac trén duong da day-rudt. Ba duoc thé hién réng vi khuan lactoza va
bifidobacteria 1a cac thanh phan chinh ctia hé thyc vat nhd cua ngudi (khu hé vi sinh
vat). Cac dai dién cua hai gidng nay c6 kha ning tao khuén lac 16p niém mac cia rudt
két va tac dong dén sy duy tri ndi can béng cua hé sinh thai trong rudt. Su c6 mat cia
chung két hop véi céc tac dung c6 loi cho ste khde nhu sw ngan chin céc vi sinh vt
gy hai, cai thién sy ti€u hoa, tic dung kich thich mién dich, gidm sy khong nap cua
lactoza, gidm cholesterol huyét thanh, ngin ngira bénh tiéu chay va cac bénh khac.
Mot sd ching trong sb céc vi khuén lactoza tao ra peptit c6 hoat tinh sinh hoc ma ¢6
tac dung chéng ching ting huyét 4p cling nhu tac dung hép thy canxi va magie. N6i
chung, cic tic dung probiotic khong li€n quan dén cac gidng Lactobacillus va
Bifidobacterium, nhung la déc hiéu cua ching. Pé chung minh cac tac dung c6 loi, su
nhan dang chinh xéc cac loai va cac chung dugc thuc hién trong nghién ctru. Nhiéu tac
dung c6 1oi cho strc khoe duge bao ddm sau khi ti€u thu cac san phim chira cc chiing

probiotic. Du6i day la cac lgi ich quan trong nhét duoc liét ké:

- Tac dung c6 lgi dbi vai khu hé thuc vat trong rudt bang céach kich thich cac vi khuén

¢ loi va ngan chén cac vi sinh gat gy hai
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Vai ching cua vi khuan axit lactic tao ra bacterioxin, ma tiéu di€t cic vi sinh vat
gdy hai nhu Clostridium tyrobutiricum, St. aureus, Listeria monocytogenes va cac vi

sinh vat khéac.
- Su san xuat ra cac axit béo mach ngéan

Trong co thé nguoi khée manh san xuét ra khoang 400mM axit béo mach
ngin/ngdy, nhung quan trong nhét 13 axit axetic, axit propionic va axit butyric. Chung
tac dong mot cach co lgi dén dd pH trong rudt. Cac tac gia sang ché da phat hién ra
ring butyrat 1dm gidm nguy co phat trién bénh ung thu rudt két bang cach trc ché tac
dung ddc té gen clia nitrosamin va hydro peroxit. Hon nita, axit butyric gy chét té bao
theo 14p trinh & t& bao khéi u cia rudt két. Axit béo lam giam sy biéu hién cia xytokin

tién viém TNFa, IL-18, IL-6.

- Su kich thich ctia dap tng mién dich thong qua su diéu hoa mién dich va su ting

cudng mién dich di truyén

Vi khuin probiotic diéu chinh sy can bang nhay giita dap tng mién dich thiét yéu
va qué mirc. Cac chiing probiotic ma dan dén su kich thich cam tng IL-10 1a thich hop
dbi v6i ngudi méc bénh viém rudt két. Tac dung diéu hoa mién dich 1a ddc hiéu cia
ching. Vai ching trong s& cac vi khudn lactoza va bifidobacteria, mot sb trong sb

ching dan dén sy giam TNFa va ting IL-10 (McCarthy, 2003), dugc thir nghiém.
- Su cai thién sy hép thu chét dinh dudng & sinh vat 16n

Vi khuin lactoza va bifidobacteria cé hoat tinh beta-galactosidaza, do d6 lam
giam ndng do lactoza. Hoat tinh nay 1a c6 loi d6i v6i ngudi mic bénh khong dung nap
lactoza. Sy san xuét phirc hop vitamin B béi mot sd ching bifidobacteria 12 déang ké va
dugce luu y trén day. Vi khudn lactoza gép phan vio su phan hiy protein thong qua
phirc hop phan giai protein ciia n6 va do d6 tao thuén lgi cho su hép thu protein boi
con ngudi. Mot sb bifidobacteria c6 th8 ddng hoa nito vo co va tiép theo c6 thé lam

giam ndng dd ctia amoniac, ma c6 thé 1a chat gay bénh ung thu ¢ nong do cao.
- Tac dung chong oxy hoa

Su tich tu gia ting cua cac gbc oxy trong md ¢ thé gay ton hai cho té bao. Su
hinh thanh oxy hoat tinh c6 thé dugc két hop véi cac yéu td nhu str dung mot sb duoc

chét, su tiéu thu ruou gia ting, tim trang cang thdng va cac yéu t6 khic. Sy oxy héa
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gia tang dwoc két hop voi mot s réi loan tiéu héa cling nhu tudi tac, chimg xo cimg
dong mach, cac bénh ung thu, v.v. Co thé c6 vai yéu t bao vé khang oxy ddc, nhung
nd quan trong dé tiéu thu cac chat chdng oxy héa dé cai thién chic ning cla cac hé
nay. Mét sb vi sinh vat c6 enzym chéng oxy héa nhu SOD (Superoxit dismutaza), cac

enzym catalaza, cac enzym glutathion reductaza va cdc enzym khac.
- Su giam cholesterol huyét thanh

Cholesterol dugc tdng hop bdi té bao trong rudt va duge gidi phong vao trong
rudt. Phéin khac cta cholesterol 1a tir sur tiét cia mat va thtre an. Khu hé vi sinh vAt tac
dong dén né)ng do cholesterol. Mot sb vi sinh vét 1am thodi hoéa cic mudi mat, sit dung
taurin va glyxin. Do do, su tudn hoan ctia mudi mat bi nghén va gan phai huy dong
cholesterol bén ngoai dé tong hop mudi mat méi, ma din dén lam giam cholesterol
huyét thanh. Gilliland et al. (1985) da nghién ciru kha ning cla ching L. acidophilus

dé ddng hoa cholesterol.

- Su tiét peptit c6 hoat tinh sinh hoc ¢6 hoat tinh chbng ching ting huyét ap va cic

peptit cai thién su hép thu cila canxi va magie.

Bing cach pha v& protein sita, vi khuén axit lactic giai phong peptit c6 trong
lugng phén tu thip. Céc tac gia sang ché da phat hién ra rang mot sd trong sb ching tc
ché enzym chuyén hoa angiotensin (angiotensin-converting enzyme-ACE). ACE chia
tach dipeptit tir angiotensin I, chuyén hoa n6 thanh angiotensin II (tdc nhin gdy co
mach ma cam Gng su san xuét aldosteron), ma dan dén su gia taing ndng d6 cta ion
natri va huyét ap. Tac dung dugc nghién ctu t5t nhit 1a tac dung chbéng chung ting
huyét ap ctia oligopeptit Ile-Pro-Pro va Val-Pro-Pro ma duoc giai phong trong hoat
tinh phan giai protein clla mot s6 chung L. helveticus. Chiing gdy ra sy {rc ché manh
ctia ACE. Téc dung chdng chiing ting huyét 4p dugc x4c nhan trong céc thir nghiém

lam sang.

Hién nay, c6 vai ché phim probiotic c6 ban trén thi trudng ma dugc st dung mot
cach thanh cong, vi du L. rhamnosus GG (Saxelin M. Lactobacillus GG - a human
probiotic strain with thorough clinical documentation. Food Rev Int 1997, 13:293-
313). Ché pham probiotic dung trong cong nghiép khac 1a L. fermentum 39, duoc st
dung d6i v&i sy dn dinh héa ctia khu hé thyc vét nho trong rudt trong su mAt can bang

vi sinh vat (1).
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C6 ching vi khun Lactobacillus fermentum ME3, c¢6 hoat tinh SOD va hoat tinh
khang mam bénh (Mikelsaar et al., 2007).

Vi du, céc tai liéu tham khédo 3 va 4 boc 1§ ching Lb. gasseri va cac vi khuén
lactoza khic dé diing cho cic ché phdm probiotic va cic ing dung lién quan dén strc
khoé. Tai liéu tham khao 5 boc 16 sy bam dinh vao t& bao HT-29 cuia mot vai ching L.

plantarum.

Véan dé quan tdm la viéc nhén dang va chon loc céc chiing probiotic cua vi khuén
axit lactic va sir dung chiing dé tao ra san pham chira da vi khuin ma c6 nhiéu dic tich
¢6 1oi, nhu sy sdng s6t cao trong duong da day-rudt, tic dung chbéng oxy hoa, sy dinh
bam manh vao 16p bidu md cna rudt két, kha ning giam cholesterol, tac dung diéu hoa

mién dich va chéng viém, hoat tinh trc ché ACE.
Ban chit ky thuit clia sang ché

Muc dich cua sang ché 1a nhan dang va chon loc cac ching cta vi khuan axit
lactic probiotic c6 cac ddc tinh cd lgi cho strc khoe, ma s& dugce st dung de tao ra che

pham probiotic ma cd sy to hgp gom céc tac dung chirc ning.

Ché phdm probiotic, ma 1& muc dich ctia sang ché, 14 td hop chira da vi khuin
gdm c6 ba ching probiotic clia vi khudn axit lactic: Lactobacillus gasseri 7/12, duge
luu trit v6i No. 8720 & Ngan hang vi sinh vat ding trong céng nghiép va nudi cdy té
bao quéc gia (National Bank for Industrial Microorganisms and Cell Cultures-
NBIMCC), Lactobacillus plantarum F12, dugc luu trit véi No. 8722 & NBIMCC va
Lactobacillus helveticus Al, duoc luu trit voi No. 8721 & NBIMCC. San ph:fun co
nhidu 1oi ich cho strc khée: tac dung chéng oxy héa; giam ndng dd cholesterol do su
thity phan mudi mat va sy hip thuy truc tiép cholesterol; tac dung diéu hoa mién dich
chdng viém nho su giam ndng do xytokin tién viém “interleukin-8”; kha ning giai
phong céc peptit c6 hoat tinh sinh hoc trc ché enzym c6 thé d4p tng véi huyét 4p cao
(ACE).

Muc dich cia sang ché ciing 1a cic ching méi Lactobacillus gasseri 7/12,
NBIMCC No. 8720, Lactobacillus plantarum F12, NBIMCC No. 8722 va
Lactobacillus helveticus A1, NBIMCC No. 8721, va céc dac tinh c6 loi cia chung.
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Chung probiotic Lactobacillus plantarum F12, NBIMCC No. 8722, c6 hoat tinh

chong oxy hoéa va sy dinh bam dang ke va t€ bao biéu mo.

Chung probiotic Lactobacillus gasseri 7/12, NBIMCC No. 8720, c6 nhiéu dic
tinh hitu ich sau day: su séng st cao trong dudng da day-rudt, su dinh bam manh 16p
biéu md cia rudt két, kha nang lam giam cholesterol va céc tic dung chdng viém bang

cach lam gidm ndng d¢ cla xytokin tién viém “interleukin-8”.

Ching probiotic Lactobacillus helveticus A1, NBIMCC No. 8721, c6 tac dung
chéng ACE manh.

Muc dich ctia sang ché 1a sir dung cac ching probiotic méi va ché phdm chira da
vi khuén probiotic trong cong nghiép dugc phim va thirc an ¢ ngin nglra cac bénh
quan trong v& mat xa hoi nhu: chimg ting huyét ap, chimg xo cting dong mach va
bénh ting cholesterol huyét, cac quy trinh mién dich va viém bi suy yéu trong dudng

rudt, sy cin bang bi rdi loan trong hé thuc vét nho trong rudt.

Lactobacillus gasseri 7/12, NBIMCC No. 8720, va Lactobacillus plantarum F12,
NBIMCC No. 8722, dugc phén 1dp tir duong rudt cia ngudi tu nguyén khde manh.
Lactobacillus helveticus A1, NBIMCC No. 8721, duoc phan lap tir phé mét tring tu
ché, ma ching minh tinh trang GRAS ciia chung (thuong dugc nhan biét 12 an toan).
Su hoi nhédp cta céc loai va su giéng nhau cta cac chung ctua ba ching dugc thiét 1ap
thong qua cac phuong phap dua trén ADN chinh x4c (2) tao trinh tu gen 16S ribosom,
ARDRA, dién di xung, AFLP.

Viéc nhan dang kiéu hinh cua ba ching dugc thuc hién bé'lng cach st dung Hé

API 50 CHL (BioMerieux, France).

Céc ching duoc nhin dang vé mat phan tir bang cac phuong tién AFLP va dién
di xung. Hai phuong phép phan ti chu yéu, ma duge st dung dbi voi sy nhan dang cia
ba chung va thu dugc hinh dang ADN déc hiéu ching cta ching, dugc md ta trong 4n
phdm duoc k& dén trén day (Dimitrov Zh. Et al., 2008). Trong Fig.1 1a hinh dang ADN
dién di xung dugc thé hién cta Lactobacillus plantarum F12, NBIMCC No. 8722,
trong Fig.2 — hinh dang ADN di¢n di xung cta Lactobacillus gasseri 7/12, NBIMCC
No. 8720, va trong Fig.3 — hinh dang ADN dién di xung cua Lactobacillus helveticus
A1, NBIMCC No. 8721.
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Lactobacillus plantarum F12, NBIMCC No. 8722, tao ra khudn lac S mau tréng
v&i kich ¢& tir 1 dén 2mm. T& bao vi khun 13 ngin (tir 0,9 dén 1,2 X tir 3 dén 8um)
v6i cac goc tron. Moi trudong nudi ciy chinh 1a nuéc dung MRS va thach (OXOID).
Viéc nhan dang dugc thuc hién theo Bergey's Manual (2009) bing cach st dung co s&
dit liéu Api web (API 50CHL strip) va co s& dir liéu MicroLog M5.1.1 (Biolog AN
Microplate). Hinh dang ARDRA 1a déc trung d6i v6i ching L. plantarum. Hinh dang
cta protein té bao c6 thé hoa tan 13 giéng véi hinh dang cta L. plantarum (ATCC). N6
phat trién trong nudc dung MRS sau khi cdy truyén véi 0,1%. Viéc nuodi cdy dugc thuc
hién & 37°C trong khoadng tur 18 dén 24 gid. Moi truong nuéc dung va khong Kkhi
khong cén thiét phai ky khi hoa so bd bét ky trong khi nuodi cdy. Chung phét trién trong
48 gid trong méi truong ky khi trén thach MRS.

Lactobacillus gasseri 7/12, NBIMCC No. 8720, tao ra khuin lac S mau tréng voi
kich ¢ tir 1 dén 2mm. Té bao vi khuén 1a ngén (tir 0,6 dén 0,8 X tir 3,0 dén 5,0um)
véi cac goc tron. Mdi truong nudi cdy chinh 1a nuéc dung MRS va thach (OXOID).
Chung dugc nhan dang theo Bergey's Manual (2009) bang céch sir dung co sé& dit liéu
Api web (API 50CHL strip) va co sé dit liéu MicroLog M5.1.1 (Biolog AN
Microplate). Hinh dang ARDRA 1a dac trung d6i voi chung L. gasseri. Hinh dang cua
cac protein té bao c6 thé hoa tan 1a gidng véi hinh dang cta ching L. gasseri 33323
(ATCC). Lactobacillus gasseri 7/12 dugc phat trién trén nuéc ding MRS sau khi cly
truyén v6i 0,1%. Viéc nudi céy dugc thuc hién & 37°C trong khoang tir 18 dén 24 gio.
Mbi trudng nuée ding va khong khi khong cin thiét phai ky khi héa so bd bat ky
trong khi nuoi cdy. Chung phat trién trong 48 gio trong moi truong ky khi trén thach
MRS.

Lactobacillus helveticus A1, NBIMCC No. 8721, tao ra khuin lac R mau tréng
vé6i kich ¢& ndm trong khoang tir 1 dén 2mm. Té bao vi khuén c6 chidu dai nim trong
khoéang tir 3,0 dén 5,0um. Moi truong nudi cdy co ban 1a nuéc dung MRS va thach
(OXOID) va sita khong kem v trung ddi v&i cac muc dich cia vi sinh vat, nguyén
liéu khd 10% (OXOID). Ching dugc nhan dang theo Bergey's Manual (2009) bing
cach sir dung co s& dit liéu Api web (API 50CHL strip) va co s¢ dit liéu MicroLog
M5.1.1 (Biolog AN Microplate). Hinh dang ARDRA 1a dac trung d6i véi L.
helveticus. Hinh dang cia céc protein té bao c6 thé hoa tan 1a gibng véi hinh dang cta

ching L. helveticus 15009 (ATCC). Lactobacillus helveticus Al dugc phat trién trén
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nudc dung MRS sau khi tiém tryén v6i 0,1%. Viéc nudi céy dugc thuc hién ¢ 37°C
trong khoang tir 18 dén 24 gid. Mbi truong nudc dung va khong khi khong can thiét
phai ky khi hoéa so b bét ky trong khi nudi cdy. Ching phat trién trong 48 gio trong
moi truong ky khi trén thach MRS. Ching phat trién trén sira khong kem vo tring sau

khi cdy truyén véi 0,1% va duge nudi cdy & 37°C trong tir 18 dén 24 gio.
Céc didc tinh chire ndng cua ching Lactobacillus plantarum F12, NBIMCC No. 8722
- X4c dinh tac dung chéng oxy hoa

Chung L. plantarum F12 c6 céac dic tinh chbng oxy héa va nhu vay né dugc chon
tr trong s6 nhidu hon 400 vi khuén lactoza. D& thuc hién viéc chon loc, theo cac dic
tinh chéng oxy héa, cac chiing dugc G trong nude dung MRS trong 24 gid va ly tdm &
3500¢g trong 10 phut & 4°C. Sau khi rira bang dung dich nudc mudi, tao huyén phu lai
té bao trong 1,15% KCI dén 1x10° té bao trong 1ml. Huyén phu té bao dugc cho vao
siéu &m (Branson B-12 Sonic power Company) trong 5 phut trong bé nuéc da, tiép
theo 10 phut luu lai & -20°C. Huyén phi duge ly tim & 10.000g trong 10 phut & 4°C.
Dich néi dugc sir dung nhu phé‘m chiét khong chuta té bao. Ba loai hoat tinh duoc xac
dinh:

- Téng hoat tinh chéng oxy héa - ORAC

Phuong phép chinh dé xac dinh tdng hoat tinh chdng oxy hoa 1a ORAC (Oxygen
radical absorbance capacity). Két qua dugc thé hién theo cac duong lugng TROLOX
10° té bao vi sinh vat. Phuong phap Cao et al (1995) dugc st dung. Nguyén ly 1a nhu
sau: chit nén OI-phycoerythrin (Sigma Chemical Co.) dugc cho vao chét oxy héa boi
may phat dién gbc 2.2 vBl-azobis (2-amidinopropan) dihydroclorua (AAPH; Waco
Chemical USA). Dung dich ti€u chudn TROLOX (axit 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametyl-
chroman-2-carboxylic, Trolox; Aldrich) dugc tao ra bang cach hoa tan Smg chit nén
trong 200ml 0,2M chit dém phosphat (dung dich luu trit). Dung dich thir nghiém thu

duoc bing cch tron 1ml dung dich luu trir v6i 9ml chét dém phosphat.

Vi su ¢6 mit cia mau c6 cac dic tinh chéng oxy hoa, su oxy héa phycoerythrin
duoc giam dén mot s6 pham vi. Su huynh quang tuong dbi dugc do bang cach st dung
séng c6 chidu dai 1an lugt 12 535nm (kich thich) va 595nm (phat ra), trong khoang thoi
gian 60 phut. Cong thirc sau ddy dugc st dung:



24093

Gia tri ORAC=XK (Smﬁu - Stréng)/(STROLOX - Stréng)

trong do6, X 1a thé tich mau tinh theo microlit va K 1 h¢ s6 ctia dung méi. S - dién tich

ctia duong cong huynh quang.
- Hoat tinh chéng gbc chung

Céc chit ma bét giir cac gbe tw do duge x4c dinh d6i voi mbi trong sb cac chiing
dua trén mac d0 gidm cudong d0 nhudm mau cua hop chit 1,1-diphenyl-2-
picrilhydrazin (DPPH). D9 bén ctia hoat tinh bét gitt gdc 1a ty 1¢ v6i mirc do phai mau
ctia mau tia cia DPPH. Sita dugc 1én men véi ching tuong ing dugc ly tdm va dich
ndi dugc chiét bang dietyl ete. Quy trinh tiép theo bay hoi 16p ete va hoa tan phan con
lai trong metanol. Thé tich gém 0,1ml dung dich nay dugc tron véi 1,4ml dung dich
DPPH (40ug/ml trong metanol). Hoat tinh bét gitr gbc dwoc x4c dinh nhu sy khéc

nhau v& chét hip thu & 517nm gitta mAu tring va mau [Asi7 (tring) - Asi7 (mau)].
- Hoat tinh SOD

Thir nghiém dugc thuc hién theo Chang & Hasan, 1997. Céc chung dugc phat
trién trén nude dung (M17 ddi véi streptococci, MRS d6i v6i vi khudn lactoza) va sau
khi cdy truyén, ly tim moi trudong nudi cdy, rira bang chit dém phosphat véi 0,1mM
EDTA, do pH = 7,8, dugc tao huyén phu lai trong cung chit dém va sau d6 siéu am.
Pugc ly tim & 17000g va thdm tach d6i véi chét &ém phosphat trén ddy trong 24 gid.
Pugc ly tdm 1an nita & 20000g. Téng ndng dd protein cla phan chiét khéng chira té
bao duge xac dinh theo Lowry. Céc hoat tinh enzym duoc xac dinh bang céch sir dung
kit thr nghiém dac biét (SIGMA) theo hudéng din cia nha san xuit. SOD dugc xé4c
dinh bang phuwong phap xytochrom C trong hé enzym dugc tiép hop véi xanthin
oxidaza. Nguyén ly 1a: xanthin oxidaza oxy héa xanthin trong khi xytochrom C dugc
khir. V6i su c6 mit ctia miu cé hoat tinh SOD, viéc khir xytochrom C dugc tc ché dén
mot sb pham vi, bdi vi hai proton gin két véi gdc superoxit tir SOD thay cho dugc
chuyén vao xytochrom C.

Béang 1 thé hién céc két qua cta viéc xac dinh cic hoat tinh chéng oxy hoa khac
nhau: tdng hoat tinh chdng oxy hoa béi thit nghiém ORAC, tdng hoat tinh chéng gbe
va hoat tinh SOD.
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Bang 1
Hoat tinh Té bao nguyén Phan f;hié;t kpéng

ven chira t€ bao

Téng hoat tinh chéng oxy héa 1488 + 72 1764 + 110
ORAG, trolox dwong luong/10° té bao n=5 n=5

Téng hoat tinh chéng géc, 0,19 £ 0,02 0,32 + 0,04
Asi7(trang) - As17(mau) n=5 n=5

384+24

Hoat tinh superoxit dismutaza U/mg protein

n=3

Tbng hoat tinh chéng oxy héa dang ké dugce phat hién & té bao nguyén ven cia
chung L. plantarum F12, cling nhu trong phén chiét khong chira té bao. Theo hoat tinh
SOD, phén chiét khong chira té bao cua ching nay vuot trdi hon tit ca céc vi khuén

lactoza dugc thir nghiém tir cac loai vi khuan khac nhau.
- X4c dinh sy dinh bam d6i véi té bao bi€u md

Cacsa dong té bao bidu md Caco-2 va HT29 dugc nudi cdy nhu céc 16p don
trong moi truong DMEM (Moi truong Eagle dugc bién ddi Dilbecco, Gibeo, UK),
duoc 1am ddy véi huyét thanh bao thai bd 10%. Nhiét do G 1a 37°C trong khong khi
bdo hoa nudc chira CO2 5%. O khoang 90% 16p don dugc x4y dung, té bao trai qua su
chuyén qua 0 véi trypsin 0,25% va 10mM dung dich EDTA trong 10 phut ¢ 37°C. bé
x4c dinh su dinh bam, t& bao c6 nhan thit duge tao hat trong dia nudi cdy nhém 6
giéng & nong do 2x10° té bao/ml. Moi trudng duge thay dbi ct mdi 2 ngdy trong tong
s6 10 ngay trong khi 16p don dugc x4y dung (tir 3 dén 4 ngay) va cac thu thé té bao 1a
dang truéng thanh. Sau khi dinh bam, cac 16p don duoc ria hai 14n biang chit dém
PBS. Mbi trudng nudi cdy vi khuan & ndng d6 108 té bao/ml trong 2ml DMEM ma
khong cin thubc khang sinh dugc bd sung vao cac 16p don. Viéc G trong 60 phut &
37°C trong khong khi bdo hoa chita CO2 5% la dugc thuc hién. Sau do, rira cac giéng
nim 14n bing PBS va dugc ¢b dinh v6i metanol trong 3 phut. Tiép theo, nhudém Gram
va danh gia béng kinh hién vi cta sy dinh bam dugc thuc hién. Pém sb luong vi khuén
duoc dinh bam vao 20 té bao biéu md. Thir nghiém bao gbm béo cdo clia 10 trudong

kinh hién vi.
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Fig.4 1a bic anh cua sy dinh bam cta chung L. plantarum F12 vao té bao biéu
mo Caco-2. Cac két qua cda sy dinh bam cta ching, dugc biéu dién nhu sb luong vi
khudn trung binh dugc dinh bam vao t& bao c6 nhan that, duge thé hién trong Bang 2.
Thtt nghiém dugc thuc hién ba 14n @& danh gia su dinh bam 1an lugt dbi véi ca hai

dong té bao Caco-2 va HT-29, va két qua duoc tinh trung binh.

Béng 2
S lugng vi khuin trung binh S lugng vi khudn trung ]
Chung dugce dinh bdm vao té bao ¢6 | binh duge dinh bam vao t€
nhan that Caco-2 bao ¢6 nhan that HT-29
L. plantarum F12 25 29

Céc dic tinh chirc ning cia ching L. gasseri 7/12, NBIMCC No. 8720

- Xéc dinh sy dinh bam déi véi t bao biéu md

Phuong phap dugc thé hién trén ddy. Fig.5 thé hién birc anh cta sy dinh bam cia
ching L. gasseri 7/12 vao té bao biéu md Caco-2. Két qua ctia sy dinh bam clia ching,
duoc biéu didn nhu sé lugng vi khuin trung binh duge dinh bam vao té bao c6 nhan
that, duoc thé hién trong Bang 3. Thir nghiém dugc thuc hién ba 1an dé 1an lugt dénh

gi4 su dinh bam déi v6i ca hai dong té bao Caco-2 va HT-29, va céc két qua dugc tinh

trung binh.
Bang 3.
S6 lwong vi khuin trung binh S6 lwong vi khuin trung binh
Ching duoc dinh bam vao t€ bao c6 | dugc dinh bam vao té bao ¢

nhan that Caco-2

nhan that HT-29

20

22

L. gasseri 7/12

- X4c dinh tac dung diéu hoa mién dich chong viém

Viéc tdng cudng sy cam Gng cua xytokin viém la khong mong mudn & mirc cao &
ngudi méc bénh viém rudt (inflammatory bowel disease-IBD). Su tdng hop xytokin
viém dugc @te ché boi peptit bao hiéu Interleukin 10 (IL-10), ma dugc tao ra bdi té bao
T hd tro chuyén can hodc dai thuc bao. Dong té bao bach ciu don nhan cta ngudi U-
937 duogc chirng minh 1a thich hgp khong chi dbi v6i sy danh gia su cam ung TNF-a
va IL-1 doc té bao, ma cling thich hgp trong viéc xac dinh su cdm mg cua peptit bao

hi¢u IL-10.
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Viée x4c dinh sb lugng cua thé biéu hién cua hai peptit bdo hiéu TNF-a va IL-10
cta t& bao thé hién khang nguyén duoc sir dung dé do tac dung diéu hoa mién dich:
cac dai thuc bao dugc bi€t hoa cua dong té bao bach cdu don nhan cua ngudi U-937
(ATCC). Viéc duy tri dong té bao nay dugc thuc hién & 37°C va CO2 5% trén mdi
trudng RPMI 1640 (ATCC 30-2001), chtra huyét thanh bao thai bd 10% (ATCC 30-
2020), 4,5g/1 glucoza, 10mM HEPES, 1mM natri pyruvat, 2mM L-glutamin, 1,5g/1
natri bicarbonat, 100U/ml penixilin, 100pg/ml streptomyxin. Pugc duy tri trong
khoang tir 2 x 105 dén 1 x 10° t& bao/mililit. Khi dat dén mat do khoang 1 x 106, té bao
dugc ly tAm va ddi méi méi truong. Ham lugng té bao, ma duge béo cio béi té bao ké,
1a 2 x 10°. Trong dia nudi ciy nhom 48 giéng, 1 x 10° t& bao/mililit (5 x 10° dbi véi
giéng) c6 thé dugc biét hoa thanh dai thuc bao véi sy trg giup cta Spg/ml PMA
(phorbol 12-myristat-13-axetat, SIGMA), duoc bd sung vao mdi trudng phat trién
trong 48 gid trong tu Am CO,. Rira cac dai thuc bao duoc dinh bam duoc biét hoa hai
1an bang chit dém PBS (nudc mudi duge dém phospat Dulbecco, GibcoBRL) va duge
i bang mdi trudng sach trong 48 gid ma khong can PMA. Sau khi hit moi truong &
mdi giéng vGi cac dai thuc bao duge dinh bam dugc bd sung 0,5ml té bao vi khuén véi
ndng do 1 x 10%/ml, duoc tao huyén phii trong mdi trudng phat trién cta dai thuc bao.

U té bao trong 24 gidr trong ti 4m CO,.
- Banh gia sy cam Gng cua peptit bdo hiéu TNF-o

Viéc danh gia su cam tng cua peptit bao hi¢u TNF-a cua vi khudn axit lactic
duoc thuc hién bing ELISA kiéu banh kep. Khi két thuc 1, dich ndi dugc gom lai va
duge ly tam dé loai bo té bao vi khudn va ciia ngudi. 200l dich néi thu duge 1a dugc
sit dung d6i véi sy xac dinh TNF-o, qua kit dic biét cia R&D Systems (Human TNF-
o/TNFSF1A Immunoassay, Cat. # DTA00C), theo huéng din cta nha san xuit. Tom
lai: cac dia mién dich dugc phu véi khang thé don dong khang TNF-a clia ngudi, ma
gitt TNF-a theo cach dic biét. Sau khi rtra, xtt ly cac giéng bang khang thé da dong
khang TNF-a, ma duge két nbi voi enzym Horseradish Peroxidaza. Tiép theo, dugc bd
sung chét nén, hydro peroxit va tetrametylbenzidin va sau d6 phan ng enzym & nhiét
do6 trong phong 20 phut & bong ti, lam ngimg phan tmg bang axit sulfuric 2N. Do su
hép thu & 450nm. Déi v6i su tinh toan TNF-o0, ndng dd 13 cac tidu chuén duoc su dung

va dudng cong tiéu chudn duge Vvé.
- Déanh gia sy cam tng cua peptit bao hi¢u IL-6
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Viéc danh gia sy cam (g ctia peptit bao higu IL-6 cta vi khudn axit lactic dugc
thuc hién bang ELISA kiéu banh kep. Nguyén 1y ciia sw phat hién nay 13 twong tw vé6i
nguyén ly dugc mo ta trén day. Trong khi danh gié sir dung kit ELISA phan tich kit va

sau d6 su danh gia sd luong duoc thuc hién theo huéng din ciia nha san xuét.
- Banh gia sy cdm Ung cua peptit bdo hi¢u IL-10

Viéc danh gia sy cdm tng cia peptit bao hiéu IL-10 ciia vi khuan axit lactic dugc
thue hién bang ELISA kiéu banh kep. Trong khi d4nh gi4 sir dung kit ELISA phén tich

va sau d6 viéc danh gia s lugng duge thuc hién theo huéng din cia nha san xuét.

Viéc danh gid ndm xytokin TGF-B, IL-8, IL-6, IL-10 va TNFa di v6i mdi trong
sb cac chung duoc phan 1ap dugc thuc hién ba l1an. Bang 4 dua ra cac két qua cam tng
trung binh d6i véi nam xytokin. Chung L. gasseri 7/12, ma c¢6 sw dinh bam & muc do
vira phai, 12 ching chéng viém thanh cong nhit trong sé cac dbi twong khéc. Déi
trong c6 mdi twong quan tbt gitra IL-10 va TNF-o, su giam déng ké IL-8 va TGF-p,
va khong c6 su cam ung dang ké ctia IL-6. Xytokin tién viém IL-8 duoc téng hop boi
té bao biéu mod. Ddi va6i viée danh gia 1a cac dong té bao Caco-2 va HT-29 dugc sir
dung. Ham luong IL-8 gia ting c6 thé din dén hoat tinh cua té bao bach ciu trung tinh
gia tang va do d6 dbi vdi cac van dé viém & rudt két. Viéc phét hién cac ching ma c6
kha ning lam giam ham lugng IL-8 13 hiu nhu d6i véi su thiét 1ap ché pham chira vi
khuin @& ngan nglra cic bénh viém cia dudng da day-rudt. Chung L. gasseri 7/12 1a
6 gia tri trong khia canh nay. Cac két qua cta su kich thich té bao bidu mé voi L.

gasseri 7/12 dugc thé hién trong Bang 5.

Béang 4
Chuing IL-10 TNF-a TGF-B IL-6
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
d6i chimg (U-937) 0,10 0,2 0,88 27,2
L. gasseri 7/12 2,3 0,7 0,82 28,7
Bang 5
Chung IL-8 TGF-B
ng/ml ng/ml
dbi chimg (HT-29) 8,7 0,37
L. gasseri 7/12 6,2 0,30
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- Xé4c dinh kha nang 1am giam ndng do cholesterol
Hoat tinh hydrolaza mudi mat (BSH)

Céc chung dugc phat trién trong cac diéu kién t6i vu trong moi truong nuéc ding
nhu dugce néu trén day, nhung trong nudc dung dugc bd sung hai mudi mat quan trong
nhét: natri taurocholat (TCA) va natri glycocholat (GCA). Nong d6 cta cac mudi 13
ImM. Chung dugc bd sung vao sau khi 1am vo tring bang vi loc nudc ding. Lugng
cly truyén 13 1% va thoi gian 0 1a 24 gid. Nuéce dung khong dugce cdy truyén duoc su
dung lam dbi chirng. Hoat tinh BSH dugc do nhu cac nanomol dugc khir tiép hop
TCA va GCA trong 1 phut. Viéc xac dinh 13 sic ky 16ng hiéu nang cao (HPLC). Cot
duoc sir dung l1a cdt Ultrasphere ODS, 80 angstrom, 15c¢cm, 3um dudng kinh cua hat
loc. CAu hinh dugc sit dung 12 bd do SHIMADZU UV & 210nm. Axit mat ty do va
duoc tiép hop duoc phét hién & cach thirc pha nguge gradient. Dung mdi A 1a metanol
65% trong 0,03M natri axetat & d pH = 4,3, duoc diéu chinh bang axit phosphoric.
Dung mo6i B 1a metanol véi chét luong HPLC. Chuong trinh rta gidi 1a budc chinh thé
ddng quyén trong 8 phut & 15% rira gidi B va sau d6 gradient tuyén tinh dén 85%
trong 17 phuat. Quy trinh dugce tiép theo budc chinh thé déng quyén trong 5 phut &
85%. Thé tich duoc tiém 1a 10pl. Gid tri hoat tinh BSH dugc biéu dién theo cic
micromol axit cholin (CA) duoc giai phong tir 1010 té bao/phiit va thoi gian 4 24 gid.

- Su giam cholesterol truc tiép

Céc ching dugc cdy truyén & ndéng d6 1% trong moi trudong twong ng trong 24
gid. Moi truong nude dung chura 0,3% Oxgal va 100ug cholesterol hoa tan trong
nuée/ml (cholesterol-PEG600, SIGMA). Sau khi 1, tao vién té bao bang cach ly tam
va 0,5ml dich ndi duoc xtr Iy bang 4ml metanolic 2M KOH bang cach gia nhiét trong
20 phtt & 80°C. Chiét hdn hop bang 5ml hexan va chuyén 4ml 16p hexan vao ng thit
nghiém va dugc bay hoi voi nito & 60°C. Hoa tan phén con lai khd trong 0,5ml
isopropanol va ham lugng cholesterol dugc xdc dinh bang kit phén tich clia Boeringer
Manhaim. Mrc dd giam cholesterol dugc xac dinh dua trén moi trudong d6i chung

khong dugc ciy truyén.

Hai hoat tinh chinh c6 lién quan dén viéc giam cholesterol duge thit nghiém —
lam gidm truc tiép ham luong cholesterol va giam cholesterol gian tiép ctia cholesterol

huyét thanh 1a két qua ctia hoat tinh khir tiép hop khang cac mudi mat (BSH). Theo su
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loai bo truc tiép cholesterol, chi yéu 12 do s hép phu véao cac thanh phan vach té bao
vi sinh vét, cholesterol con lai dwoc do nhu dwoc md ta trong phan phuong phép luan.
Viéc do néng dd cholesterol duoc thuc hién béng cach st dung thir nghi€ém enzym.
Viée do dugce thuc hién ba 1an va cac két qua dugc tinh trung binh. Bang 6 thé hién céc
két qua cua hoat tinh khang cholesterol truc tiép duoc biéu dién nhu ty 1& phan trim

giam cholesterol.

Bang 6

Chiing % cholesterol giam
L. gasseri 7/12 36,2

Hoat tinh khir tiép hop BSH tac dong mot cach truc tiép dén ndng dod cholesterol
huyét thanh. Cac chung c6 hoat tinh BSH thuty phan mubi dudng va sau d6 céc axit
mat duoc khir tiép hop dugc chuyén vao 16i ra cia dudong rudt. Cac mudi mat duoc tai
tudn hoan trong co thé va sau dé sy giam ndng d6 cua ching trong gan, mot phén
cholesterol dugc chuyén ddi dé san xuét axit mat va tiép theo 1a mudi mat (axit mat
tiép hop véi axit amin taurin va glyxin). Thay cho tit ca, ndbng do cholesterol huyét
thanh duge mong doi giam. Trong Bang 7 dua ra cac két qua ctia hoat tinh BSH ctia L.

gasseri 7/12 sau khi thtr nghiém ba 1an va tinh trung binh cac két qua.

Béang 7

Chung % khr tiép hop cia mudi mat
L. gasseri 7/12 60,1

Céac dic tinh chirc ndng ctia ching L. helveticus A1, NBIMCC No. 8721
Xac dinh kha nang dbi voi su tiét peptit trc ché ACE c6 hoat tinh sinh hoc
- Hoat tinh ttc ché ACE
Céc chung dugc tinh ché vdi ch
khong kem 9% & 37°C. Sau khi diéu .
mau (5000g, 10 phut). Dich ndi dug
Quy trinh dugc cho phép bang cach t:
0,1% va sau d6 bay hoi va t chic la

loang ctia n6 duge phan tich doi voi s
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Téng phén chiét peptit dugc tao ra. Phan ing enzym dugc thuc hién béng thur
nghiém thong thudng, nhung bing cach sir dung cac pha loang khac nhau cua phan
chiét peptit nhu thé tich ctia chiing 1a 20ul. Dung dich enzym 1a 40pl véi hoat tinh
0,1U/ml. Hoa tan chét nén hipuril-histidil-leuxin trong chit dém borat & do pH = 8,3
va c6 thé tich 190pl. Nong do cudi cing cta chit nén 1a 6mM va ndng d6 cla natri
clorua 12 300mM. Phan ung dugc thuc hién & 37°C trong 30 phut. Sy dinh dugc thuc
hién v6i 100 microlit 4n HCI va viéc chiét axit hippuric tw do dugc thyc hién véi 1ml
etyl axetat. Sau khi 1am bay hoi dung mdi, hoa tan phén con lai trong 1ml nuéc va

dugc thir nghiém v& mit phd quang ké & 228nm.
Ty 18 phan tram trc ché cta enzym ACE dugc tinh theo cong thuc:

B-A
B-C
trong do, A 1a chét hép thu trong phan mg cao hon, C la chéit hap thu ma khong can

*100

enzym, B 14 chit hép thu ma khong can sy bao gdm ciia phan chiét peptit.

Biéu dd duoc tao cdu tric va truc hoanh thé hién microlit cua phan chiét peptit -
20, 10, 5, va trén truc tung thé hién sy tc ché theo ty 1& ph?m tram. Cuodng do cua tac
dung trc ché duoc xét dén vé mit biéu dd nhu thé tich cua phan chiét peptit ma gy ra
su trc ché 50% enzym ACE. Thé tich nho hon goi y kha nang uc ché ACE 16n hon cta
san phdm. Bang 8 cung cAp hoat tinh peptidaza quan trong cta ching L. helveticus Al,
ma & muc dd 16n dua trén kha ning ctia ching nay giai phong peptit c¢6 hoat tinh sinh
hoc. Bang 9 cung cép hoat tinh trc ché ACE ciia L. helveticus Al theo % tc ché ACE,

duoc 1am tron dén s6 nguyén gan nhat.

Béang 8
Amino- |X-prolyl-| Glu- Pro- Oligo- Endo- |Proteaza
peptidaza| amino- | amino- | imino- |peptidaza peptidaza
Ching N peptidaza | peptidaza | peptidaza
(PepN) | (PepX) | (PepA) (PIP)
L. helveticus 690 405 3 14 7 2 10
Al
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Bang 9

Chiing % trc ché ACE
L. helveticus Al 88%

Déi vi L. helveticus Al duoc vé bidu dd (Fig.5), ma xé4c dinh tac dung wc ché
cua cac pha lodng 1/2 va 1/4 cta dich ndi dugc phan tich. Muc dich chinh la dé phat
hién cuong d6 cua tac dung khang ACE d6i v6i su pha loang cac mau. Trén truc hoanh
thé hién microlit cia dich ndi dugc st dung trong thir nghiém va truc tung thé hién ty

1¢ phn tram trc ché ACE.

Céc két qua thé hién ring chiing L. helveticus A1 c¢6 tac dung khang ACE manh.
- X4c dinh trinh tu cta céc peptit (rc ché ACE tir chiing L. helveticus Al
Ché ph&m chtra phén chiét peptit dugc cd dic

Dich ndi ctia mdi chiing dugc cho vao siéu loc ly tdm qua hop si€u loc dic biét
véi co cu cit khdi lugng phan tir 5000 Da. Cac peptit ky nude c6 trong lugng phén tir
thip va peptit ky nudc trung binh, trong s6 chung thudng tim kiém cac dai dién khang
ACE, la phﬁn co dic trén hop pha nguge. Cu thé 13, sau khi siéu loc miu dugc bd sung
axit trifloaxetic dén 0,1% va chuyén hdn hop qua hop. Céc peptit duoc giit lai. Sau khi
rira bang TFA 0,1% tiép theo tach rira peptit c6 trong luong phén tix thip v&i
axetonitril 60% trong TFA 0,1%. Sau khi bay hoi, tao huyén phu lai peptit trong
axetonitril 10% trong TFA 0,1% va dugc phin liéu trén c6t HPLC pha nguoc diéu ché
Nucleosil C18. Thiét bi sic ky 16ng hiéu ning cao SHIMADZU duogc trang bi véi hai
bom, m6 dun ¢t HPLC ¢6 kha ndng duy tri nhiét do nhét dinh, b do hép thu va bd
gom phén doan.

Pé kiém tra hoat tinh, tit ca phan co dic duge do d6i v6i hoat tinh khang ACE.
Su cét phan doan tho cta phén ¢6 dic peptit sau khi chia tach sdc ky.

Céc mAiu dugce tiém vao cot HPLC, nhu duge chi dinh trén day, dugce cho vao cit
phan doan gradient pha nguogc. Axetonitril gradient nam trong khoang tlr 0% dén 80%
trong TFA 0,1%. Peptit duoc phat hién ¢ bude song 214nm. Bing cac phuong tién cua
bd gom phén doan bét giit cac phan doan 1ml. Sau khi cit phan doan thd, cac phan
doan nay dugc lam bay hoi trong hop chan khong va tao huyén phu lai trong TFA
0,1%. Hoat tinh khang ACE cta céc phén doan dugc thit nghiém dé dugc chon loc céc
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phan doan nay ma c6 hoat tinh nay. Séc phd ma thé hién su cit phan doan tho cta

ndng do peptit ctia ching L. helveticus Al dugc thé hién trong Fig.6.

CAt phéan doan lai cac phén doan dugc chon dé gom céc peptit dugc tinh ché sau

khi sdc ky pha ngugc hi€u nang cao.

Su cét phan doan min theo phuwong phap dugc thuc hién theo cing nguyén ly nhu
c4t phan doan thd — nghia 14 pha ngugc, nhung do dbc cua gradient 13 thoai thoai hon.
Cac didu kién gradient d6i véi cac phan doan cua chung L. helveticus Al 1a tir 25 dén

35% axetonitril. Cot dugc st dung 1a Nucleodur Sphinx ban diéu ché.

Trong Fig.7 thé hién sic phd cua cac mau c4t phan doan loai pha nguoc min cia
cac phan doan peptit thd dugc chon trude d6i voi ching L. helveticus Al. Phan doan
khang ACE c6 hoat tinh sau khi thuc hién thir nghiém enzym dbi v6i su e ché ACE
duge danh ddu bang dudong ddm nét. Budce cubi cing ddi v6i su tinh ché cac phan doan
peptit dugc chon la su tinh ché qua cot HPLC trao dbi ion. Cot nay 1a cot trao dbi
cation ¢ tinh axit & muc cao v4i cac nhém c6 hoat tinh ion benzensulfonat & dang
lithi. Su tach rira 1a dat dugc badi gradient do pH trong chét dém xitrat & d6 pH nam
trong khoang tir 3,0 dén 9,0.

Trong Fig.7 thé hién sic phd cia viéc xit ly trao dbi ion d6i véi phan doan khang
ACE c6 hoat tinh dugc chon trudc cia chung L.helveticus Al. Véi dudng dam nét la
peptit don 1é dugc danh ddu c6 hoat tinh khang ACE.

Tao trinh tu peptit

Nguyén 1y cia viéc tao trinh ty 1a so dd trinh tw thu cong cb dién véi
phenylisothioxyanat: bt diu v6i phenyl thioisoxyanat: tao dan xuét ban diu ciia dau
amino cua peptit; cit bo axit amin dau N cta dan xuit (CA) bing cach st dung 100%
axit trifloaxetic (TFA); chia tich nho su chiét axit amin d4u N ctia din xudt tir peptit
con lai; chuyén héa axit amin diu N thanh dan xuit phenylthiohydantoin bang cach xir
1y v&i 40% (TFA); phan tich HPLC cia axit amin PTH; chu trinh tiép theo déi voi axit
amin dau N méi. Trong trudng hgp cua peptit ky nude nho, budce chia tich nho chiét
axit amin dau N ciia dan xuét tir peptit con lai 1a khong thé thyc hién dugc. Didu nay
6 thé duoc thuc hién b%mg cach cb dinh so bd dau C cua peptit vdi mang arylamin-
PVDF. Do d6, peptit co thé dugc tao trinh tu v6i axit amin dAu C cubi cing tir ddu N,
Viéde ¢b dinh peptit tir du COOH Ia c6 thé thuc hién duge sau khi hoat héa dau
COOH bang cach xtr Iy véi EDC (etyl-dimetylaminopropyl carbodiimit) va phan tmg
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tiép theo ctia nhém carboxyl dugc hoat héa véi phéan tir arylamin ciia mang. Bang 10 1a

trinh tu cta cac peptit khang ACE duoc giai phong boi ching L. helveticus Al

Bang 10
Ching % hoat tinh khang ACE Trinh ty peptit
L. helveticus Al 78,0 Ala-Leu-Pro-Met

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1: Hinh dang ADN dic hiéu ching dién di xung cua L. plantarum F12 sau
khi thiy phan bing enzym X%ol. va xung luc tir 1 gidy dén 12 gidy trong 24 gio & 5
von/xentimet. Chét chi thi phan tir - A-DNA HindIII (tir 0,1 dén 200 kbp).

Fig.2: Hinh dang ADN dac hiéu ching dién di xung cua L. gasseri 7/12 sau khi
thuy phén bang enzym Apal. va xung luc tir 2 gidy dén 28 gidy trong 24 gio & 5
von/xentimet. Chét chi thi phén tr - A-Ladder DNA (tir 50 dén 1000 kbp).

Fig.3: Hinh dang ADN dic hiéu ching dién di xung ctia L.helveticus Al sau khi
thuy phan bing enzym Smal. va xung lyc tir 5 gidy dén 30 gidy trong 26 gid & 5,2
V/ecm. Chét chi thi phan tir - A-Ladder DNA (tir 50 dén 1000 kbp) va A-DNA HindIII
(tir 0,1 dén 200 kbp).

Fig.4. Su dinh bam cua L. plantarum F12 vao té bao biéu mo Caco-2.

Fig.5. Biéu dd cua tac dung trc ché ACE ctia L. helveticus Al. Trén tryc hoanh —
ul phén chiét peptit, trén truc tung - % trc ché ACE

Fig.6. Su cit phan doan tho cla chéit co dic peptit ctia L. helveticus Al

Fig.7. Tinh ché pha ngugc min ctia phin doan peptit clia su cit phan doan so bd

v6i hoat tinh khang ACE cao nhit dbi véi chiing L. helveticus Al.

Fig.8. Tinh ché trao d6i ion cta phéin doan c6 hoat tinh cta chu trinh tinh ché trén

day ddi v6i ching L. helveticus Al.
Mo ta chi tiét sang ché

Ché phim cha da vi khudn chta cac ching dugc lam dong khd gdm
Lactobacillus gasseri 7/12, NBIMCC No. 8720, Lactobacillus plantarum F12,
NBIMCC No. 8722, va Lactobacillus helveticus A1, NBIMCC No. 8721. Ba ching
dugc phat trién mot cach riéng biét trong céc budng 1én men cua phong thi nghiém,

mdi budng 5 lit, dbi voi sy tich tu sinh khoi & sita 1am moi trudng, ma dugc thiy phan
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thanh kiém proteaza, dugc bd sung véi 0,2% chét ly giai ndm men vi muc dich dinh
dudng (Springer Biotec), nhu lugng chét cdy truyén 13 1% va do pH duoc duy tri & 5,7
v6i natri hydroxit. Viée 0 duge tiép tuc cho dén khi bit dau pha tinh. Véi ba méi
truong nudi cdy chira sinh khéi duge lam giau cta khoang 10° ddi véi Lactobacillus
plantarum F12, va Lactobacillus helveticus A1, va 2x108 dbi v6i Lactobacillus gasseri
7/12, chét 1én men cong nghiép dugc 0 trong mdi trudng sita ma duge thiy phan bang
kidm proteaza bang cach bd sung 0,2% chit ly giai ndm men vi muc dich dinh dudng
(Springer Biotec), do lugng chit cdy truyén 1a 2%. Do pH dugc duy tri 6 5,7 bang natri
hydroxit. Hon hop sinh khéi thu dugc gdm ba chiing probiotic dugc phan lidu trong
thiét bi 1am dong kho cong nghiép. Sw 1am kho thing hoa dugc thyuc hién & tir -28 dén
-29°C. Su gia nhiét cubi cing dén 30°C. Hoi 4m con lai 12 4%. Hon hop dugc dong
g6i trong khi tro (nito). Cac bién phép ddc biét dé lam giam ty 1 tir vong ciia céc
chung trong chu trinh cong nghé dugc thuc hién. Cac thong s6 1én men, 1am dong khd
va déng goi dugc t6i vu hoa. Su sdng sét va hoat tinh cua cac chung dwoc kiém soét
bang cac phuong tién cong nghé sinh hoc phan tir hién dai (PCR thoi gian thyc). Sy ¢6
mit va cuong do tac dung cua ché phdm probiotic dugc kidm soat bing cac cong nghé
¢6 dd chinh x4c cao — Sic ky 1dng cao 4p (su thity phan mudi mat, sy phén tich peptit
¢6 hoat tinh sinh hoc), Séc ky khi (xac dinh hoat tinh lam gam cholesterol), PCR thoi
gian thuc (x4c dinh strc séng ciia cic ching va sb luong cia chung), Thiét bi quang

phd (xac dinh hoat tinh chbng oxy héa, phat hién hoat tinh diéu hoa mién dich).

Ché phim chua da vi khudn dugc 1am dong kho sin sang dé st dung chua vi
khuén séng (sé lugng té bao sdng/1g) clia ba chiing probiotic it nhéit: 10° Lactobacillus
gasseri 7/12, 2x10° Lactobacillus helveticus A1, 9x10° Lactobacillus plantarum F12.

Trong Bang 11 dua ra cac két qua clia viéc xac dinh hoat tinh chbng oxy héa dic
hiéu nhu: tdng hoat tinh chéng oxy hoa, tdng hoat tinh khang gbc, hoat tinh SOD ctia

san pham két thc.

Bang 11
Hoat tinh Té bao Phin ,chié;t khong

nguyén ven chira té bao

Téng hoat tinh chdng oxy héa ORAC, 1105 + 68 1320 + 95
trolox duong lugng/10° t€ bao n=3 n=3

Téng hoat tinh khang géc, 0,12+0,02 0,22 +£0,03
Aspp(tring) - Asi7(mau) n=3 n=3

21,2+2,0

Hoat tinh superoxit dismutaza U/mg protein

n=3
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Trong Bang 12 va Bang 13 dua ra ham luong xytokin sau khi cam tng céc dong

té bao ctia ngudi U-937 va HT-29 theo 10%/ml té bao vi khuén cta ché pham.

Bang 12
, 2 IL-10 TNF-a TGF-p IL-6
Sén pham
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
Déi chimg (U-937) 0,11 0,22 0,90 25,1
Ché phim chura da vi khuan 1,1 0,24 0,87 18,1
Bang 13
. IL-8 TGF-
San pham F-p
ng/ml ng/ml
Péi ching (HT-29) 8,9 0,40
Ché phim chira da vi khuén 7,7 0,35

Trong Bang 14 dua ra cac hoat tinh khéng cholesterol cua ché phdm chta da vi
khuén lién quan dén kha ning thiy phéan cia mubi mat va giam cholesterol theo ty 18

phén tram.

Béang 14
. 0/ 12 0 ) e A ,
San phim % giam % khur t12p h?p cua
cholesterol mudi mat
Ché phim chira da vi khuan 21,0 42,4

Trong Bang 15 dua ra hoat tinh trc ché ACE ciia ché pham.

Bang 15

San phdm % trc ché ACE
Ché phdm chira da vi khuéan 65%

Kha niang ing dung trong cong nghiép

Ché pham chtra da vi khuén 13 khdu phén in dugc lam dong kho duge bb sung
v6i td hop don nhit gdm cac dic tinh probiotic thich hop dé ngin nglra cac bénh c6 y
nghia vé mit xa hi nhu ching ting huyét ap, chiing xo cling ddng mach va bénh ting
cholesterol huyét, cac quy trinh mién dich va viém bj suy yéu trong duong rudt, sy can
bang bi pha v& trong hé thuc vat nho trong rudt. Viéc san xuét san phdm nay can phai
c6 su tham gia ctia thiét bi cong nghiép tién tién va thiét bi nghién ctru cdng nghé cao.

Nguyén Iy ctia viéc sdn xuét san pham nay la dugc mo ta trong phan vi du.
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YEU CAU BAO HQ

1. Ché phdm chira da vi khuén, khac biét & chd,ché phdm nay bao gdbm td hop bao gdm
cac ching Lactobacillus gasseri 7/12 NBIMCC No. 8720 va Lactobacillus plantarum
F12 NBIMCC No. 8722 va Lactobacillus helveticus A1 NBIMCC No. 8721, trong d6
ché phdm nay chira cac té bao sdng dugc xdc dinh theo cfu/g nhu sau: d6i véi
Lactobacillus gasseri 7/12 it nhét 1 10°, dbi v6i Lactobacillus helveticus A1 it nhét 1a

2x10° va d6i v6i Lactobacillus plantarum F12 it nhét 1 9x10°.

2. Ché phim chira da vi khudn theo diém 1, khac biét & ché,LaczobacizZus gasgeri 7/12
NBIMCC No. 8720 c6 kha nang bam dinh khodng 22 vao dong té bao HT-29,
Lactobacillus plantarum F12 NBIMCC No. 8722 c6 kha ndng bam dinh khoang 29
vao dong té bao HT-29 va Lactobacillus helveticus A1 NBIMCC No. 8721 giai phong
trinh tu peptit Ala-Leu-Pro-Met.

3. Ché phim chtra da vi khuén theo diém 1, khac biét & chd, ché pham nay c6 chat
chéng oxy hoa, tac dung didu hoa mién dich chéng viém, tic dyng lam gidm

cholesterol huyét va tac dung chéng ching ting huyét ap.

4. Ché pham chtra da vi khuén theo diém 1, khac biét & chS, ché phdm nay & dang dich

nudi ciy dong kho hoic dang 16ng.

5. Ché phAm chira vi khuén, khac biét & chd, ché pham nay chira ching Lactobacillus

gasseri 7/12 NBIMCC No. 8720.

6. Ché phdm chtra vi khuan theo diém 5, trong d6 ché phidm nay c6 hoat tinh 1am giam
cholesterol huyét va hoat tinh di¢u hoa mién dich chéng viém va kha ning bam dinh
khoang 22 vao dong té bao HT-29.

7. Ché phém chira vi khudn theo diém 5, khéc biét & chS,Ché phém nay & dang dich

nudi ciy dong kho hodc dang long.

8. Phuong phap thu nhén ché phdm chita da vi khuan theo diém 1, trong d6 phuong
phap nay bao gdm budc cho phét trién Lactobacillus gasseri 7/12 NBIMCC No. 8720,
Lactobacillus plantarum F12 NBIMCC No. 8722 va Lactobacillus helveticus Al
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NBIMCC No. 8721, mot cach riéng biét trong mdi trudong chua sita, duge thuy phan
bang proteaza kidm va phan bd sung gdm 0,2% chét tu ly giai ndm men vi muc dich
dinh dudng, voi lugng chit cdy truyén 12 1% va do pH dugc duy tri & 5,7 bing natri
hydroxit va tiép d6 nudi cdy voi su két hop ctia ba moi truong nudi ciy don chira sinh
khéi duoc lam gidu cta Lactobacillus plantarum F12, Lactobacillus helveticus Al va
Lactobacillus gasseri 7/12 trong moi truong chira sita, dugce thuy phan bang proteaza
kiém va phan b sung chtra 0,2% chét ti ly giai nAm men vi muc dich dinh dudng, v6i

lwong chét ciy truyén 13 2% va d6 pH duoc duy tri & 5,7 bang natri hydroxit.
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