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(54) SUA CHUA, PO UONG VA NUGC EP LEN MEN CHUA CHUNG VI KHUAN
LACTOBACILLUS PENTOSUS TUA4337L

(57) Sang ché dé& cap dén ché phim chira ching vi khuin Lactobacillus pentosus
TUA4337L (s6 nop luu: NITE BP-1479), khac biét & chd, chiing nay c6 kha nang ting sinh
trong rudt non va’hodc rudt gia, va tdt hon 1a rudt non, sau khi séng sot trong duong rudt.
Vi ché phiam theo sang ché chira vi khuén axit lactic c6 kha ning ting sinh trong dudng
rudt, khi dugc ti€u hoa trong co thé, vi khuén axit lactic séng sot to1 dudng rudt va tang
sinh, theo d6 su hap thu chat béo c6 thé bi ngin can, va sy ting trong lugng c6 thé bi ngin
can, sao cho ché pham c6 thé dugc dung thich hop cho muyc dich an kiéng hiéu qua.
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Linh vue k§ thuat dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén ché phédm chira ching vi khuan TUA4337L thudc chi
Lactobacillus. Cu thé hon, sang ché d& cap dén ché phdm chtta Lactobacillus
pentosus TUA4337L. Cu thé hon nita, sang ché d& cap dén sita chua, d6 ubng va

nudce ép 1én men chira ching vi khuén Lactobacillus pentosus TUA4337L.
Tinh trang ky thuat cia sing ché

Mot s6 vi khuén axit lactic va vi khudn Bifido c6 hoat tinh sinh ly rat tot
nhu hoat tinh diéu hoa rudt va hoat tinh kich thich mién dich, va da duoc st dung
trong cac tmg dung khéc nhau, phu thudc vao cic dic tinh cua loai vi khuén nay.
Gan day, cac nghién ciru v& téc dung cta an kiéng d4 dugc tién hanh bing cach sir

dung céc vi khuan trong so céc vi khuan néu trén, va nhiéu bdo céo da dugc dua ra.

Vi du, Ti licu sang ché 1 thong bao ring chung ATCC53103 ciia vi khudn
Lactobacillus rhamnosus phan hity chit béo (triaxyl glyxerol) 1a nguyén nhén gay
bénh béo phi, theo d6 ngdn can viéc hép thu ctia né vao trong co thé. Ngoai ra,
KB290 ciia vi khuan L. brevis, duoc biét dén 1a mét loai vi khuén axit lactic thuc
vat, di toi rudt & trang thai con séng, theo d6 c6 ty 1€ sdng trong rudt cao va kha
ning séng trong dudng rudt tt (tuy nhién, s6 lugng vi khuan bj thai bo 14 nho hon
s6 luong vi khuan dugc tiéu hoa) (xem Tai liéu khong phai tai li¢u sdng ché 1).
Tuong tw, Tai liéu khong phai tai liéu sang ché 2 sau day thong bao rang ching L-
92 cua vi khuin Lactobacillus acidophilus duge thu gom tir miu phan bao gbm
luong 93% s6 luong vi khudn duoc tiéu hoa, do d6 chung nay c6 kha ning séng
trong dudng rudt rat tbt, va Tai liéu khong phai tai liéu sang ché 3 sau day thong

béo ring kha ning séhg cia SBT2055 cua vi khuan L. gasseri trong dudng rudt da
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dugc kiém tra, va 100 g sita 1én men chira tir 1 x 106 dén 5 x 10® cfu/g vi khuén
dugc sir dung, va két qua 13, vi khuén dugc phét hién thiy & mau phan nhiéu nhét
1a khoang 1 x 10° cfu/g.

Mit khac, nhu véi vi khudn Bifido, d& dugc thong béo ring ching
GCL2505 cua vi khuln Bifido animalis loai phu lactis (Bifidobacterium animalis
subspecies lactis) khdong chi cé kha nidng sdng trong dudng rudt trong d6 ching
nay di t¢i rudt & trang thai con séng sau khi dugc tiéu héa ma con thé hién kha
nang tdng sinh dang ké bén trong dudng rudt (xem, Tai liéu sdng ché 2). Tai liéu
khong phai tai liéu sang ché 4 sau day thong béo ring khi B. animalis ssp. lactis
DN-173 010 dugc sit dung cho ngudi 16n, khoang 20% DN-173 010 dugc phat

hién thiy & mAu phan, trong lugng vi khuan dugc tiéu héa.
Tai liéu tham khao
Tai liéu séang ché
Tai liéu sang ché 1: cong bd don yéu cdu cdp Patent Nhat Ban sb 2011-
206057

Tai liéu sdng ché 2: cong bb don yéu clu cip Patent Nhat Ban s6 2011-
172506
Tai lidu khong phai tai lidu sang ché

Tai liéu khong phai tai liéu sang ché 1: “Physiological Function of Lactic
Acid Bacteria for Human Health,” 31 thang 8, 2007, CMC Publishing CO., LTD.,

160-162

Tai liéu khong phai tai li¢u sang ché 2: Japanese Journal of Lactic Acid
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Bacteria, 2001, 12, “Isolation and characterization of a Lactobacillus acidophilus

strain 192 that can survive in human gastrointestinal tract,” 28-35

Tai liéu khong phai tai liéu sang ché 3: Microbiol. Immunol., 2006, 50,
“Monitoring and survival of Lactobacillus gasseri SBT2055 in the human

intestinal tract.,” 867-870
Tai li€u khdng phai tai li€u sang ché 4: J. Mol. Microbiol. Biotechnol., 2008,
14, “Survival of Bifidobacterium animalis DN-173 010 in the faecal microbiota

after administration in lyophilized form or in fermented product - a randomized

study in healthy adults,” 128-136
Ban chit ky thuét ciia sang ché
Vén dé ky thuét cin duoc giai quyét

Tuy nhién, vi su hip thu chit béo chu yéu dién ra & rudt non, ngay ca khi vi
khuln Bifido thuong duge ting sinh trong rudt gia c6 kha ning tidng sinh trong
duong rudt, nén viéc ngin can hép thu chit béo s& khong du. Hon nita, vi khudn
axit lactic dugc biét dén 13 hoat dong nguoc dong véi rudt gia, nhung cac thong
béo vé loai vi khuén c6 kha ning ting sinh trong dudng rudt 1a chua cé.

Muc dich cia sang ché 1a dé xuét ché pham chira vi khuén axit lactic c6 kha
nang tang sinh trong dudng rudt.
Céch thirc giai quyét van dé

Sang ché d& cap dén ché phim chira ching vi khuln Lactobacillus pentosus
TUA4337L (s ndp luvu: NITE BP-1479), khéc biét & chd, ching nay c6 kha ning

tang sinh trong dudng rudt.
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Hiéu qua clia séng ché

Khi ché phim theo sang ché duoc tiéu héa, vi vi khuén axit lactic c6 kha
nang ting sinh trong dudng rudt tang sinh, mot sd tac dung rét ot 13 ting cudng
hoat tinh sinh ly cta cac té bao vi khuén dugc thé hién, din dén thu dugc tic dung
an kiéng.
MO ta viin tit cac hinh vé

FIG. 1 12 biéu dd thé hién cac két qua sang loc trong dich rudt nhén tao.

FIG. 2 12 bidu dd thé hién su chuyén dbi cia viéc ting can, trong d6 diu “*”
trong hinh thé hién ring c6 sy khic biét c6 y nghia (p < 0,05) dwa vao nhém c6

khau phan &n chira nhi€u chat béo.

FIG. 3 1a bidu dd thé hién lugng triglyxerit trong huyét thanh, trong d6 diu
“*#» trong hinh thé hién ring c6 su khéc biét ¢6 y nghia (p < 0,05) dya vao nhém c6
khAu phin an chtra nhiéu chét béo.
M3 ta chi tiét sang ché

Ché phim theo sang ché c6 dic tinh 16n 1a ché phdm chtra vi khudn axit
lactic ciia ching vi khudn Lactobacillus pentosus TUA4337L (sau ddy con goi 1a
vi khudn axit lactic theo sang ché), trong d6 chiing nay c6 kha ning ting sinh trong

duong rudt.

Vi khuén axit lactic theo sang ché 13 ching vi khuén Lactobacillus pentosus
TUA4337L, khéc biét & chd, ching ndy c6 kha ning ting sinh trong dudng rudt. 0
day, cum tlr “c6 kha ning ting sinh trong duong rudt” hodc “ting sinh trong dudng

rudt” nhu duge dung & ddy nghia 13 ching sau khi sdng sét trong dudng rudt ting
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sinh trong rudt non va/hodc rudt gia, va tot hon 1a rudt non, va mirc do cua kha
niing ting sinh c¢6 thé dugc danh gid 1a “tdng sinh” trong trudong hop ma gia tri sd
13 mudi 1an hodc nhiéu hon mudi 1an ODsgo lGc gieo cay khi chung dugc nuoi chy

trong dich rudt nhan tao & 37°C trong 6 gio.

Céc tac gia sang ché da kiém tra kha ning ting sinh ctia khoang 480 loai vi
khun axit lactic s& hitu bdi céc tac gia sang ché trong dich rudt nhan tao, va da st
dung huyén phu cia vi khuén thudc Lactobacillus pentosus dugc chon tir do t6i
dong vat. Két qua 13, céc tac gid sang ché phéat hién ra ring ching vi khuén
Lactobacillus pentosus TUA4337L c6 s& lwong vi khuén bi thai bo 16n hon déng

ké s6 lugng vi khuén dugc sir dung. Sang ché dugc diéu chinh tir do.

Ching vi khuén Lactobacillus pentosus TUA4337L dugc ndp luu tai Luu
chiéu vi sinh vét sang ché, Vién cdng nghé va danh gia, Co quan quan ly két hop
(Patent Microorganisms Depositary, National Institute of Technology and
Evaluation, Incorporated Administrative Agency) (2-5-8 Kazusakamatari,
Kisarazu-shi, Chiba-ken, Japan) v6i s nhan dién 1a NRIC 0883, véi sb ndp luu la
NITE BP-1479 vao ngdy v6i ngay ndp luu qude té 13 10 thang 12, 2012. Chung vi
khuan Lactobacillus pentosus TUA4337L sau ddy dugc goi don gidn 1a chung

TUA4337L.

Céac tinh chit thudc vi khudn cua ching TUA4337L duge thé hién trong
bang 1 va 2. Hoat tinh dong hoa duomg ciia bang 2 1a két qua cta phép do sir dung
b6 kit nhan dién vi khudn API 50CH (BIOMETRIEUX). O day, “+” nghia la

dudmg dugc ddng hoa, va “-” nghia la duong khong duge ddng hoa trong bang 2.
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Béang 1
Hinh théi vi khuén | Bacillus
Nhuom gam Duong
Tinh di dong Khong co
Bao tr Khong co
Bao tir cubi cling Khong ¢
Phan Gng catalaza Am tinh
Sinh truéng & 15°C o
Sinh trudng & 40°C o
Sinh truéng hiukhi | o
Sinh trudng ky, khi o
pH lic sinh trudng 3,0-12,5
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Hoat tinh ddng hoa dudng Hoat tinh ddng hoéa dwong I' Yoat tinh ddng hoa duong
Glyxerol - + D-Manitol + D-Raffinoza +
Erythritol - D-Sorbitol + Tinh bot -
D-Arabinoza - Metyl-aD- . + Glycogen -
Glucopyranosit

L-Arabinoza + N-Axetylglucosamin + Xylitol -
D-Riboza + Amygdalin + Gentiobioza +
D-Xyloza + Arbutin + D-Turanoza +
L-Xyloza - Ferric Xitrat-Aesculin | + D-Lixoza -
D-Adonitol - Salicin + D-Tagatoza -
yy??ﬁﬁi;osit - D-Xenlobioza + Il)-Fucoza -
D-Galactoza + D-Maltoza + L-Fucoza -
D-Glucoza + D-Lactoza + D-Arabitol -
D-Fructoza + D-Melibioza + L-Arabitol -
D-Manoza + D-Sucroza + Gluconat +
L-Sorboza - D-Trehaloza + 2-Ketogluconat -
Dulcitol - Inulin - 5-Ketogluconat -
Inositol - D-Melezitoza -

Nhu dugc md ta chi tiét trong cac vi du thé hién duéi ddy, ching
TUA4337L c6 tinh chét 13 ting sé lugng vi khudn bi thai bo so véi sb lugng vi
khuén dugc tiéu hda, néi cach khac, ¢6 kha ning ting sinh trong dudng rudt. Hon

nita, vi c6 kha ning ting sinh trong duong rudt, sd lugng vi khuan sau 6 gi¢ nubi
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cdy trong dich rudt nhan tao & 37°C t5t hon 12 10 14n hogic hon 10 14n, t6t hon nita
14 15 14n hodc hon 15 13n, tham chi t6t hon nira 13 20 14n hozc hon 20 14n, va thdm
chi con tét hon nita 14 25 14n hodc hon 25 13n, sb lwong vi khuln & thoi diém bt

dau nuoi cdy vi khuan dugce str dung lam chuén.

Hon nita, trinh tu cia gen rec4 (SEQ ID NO: 1) dugc giai ma tir ADN dugc
chiét xuét tir ching TUA4337L c¢6 99% twong dong véi trinh ty clia gen recA cua
ching IG1 cua vi khudn Lactobacillus pentosus. O day, tinh twong dbng nhu dugc
ding & ddy duoc thé hién 13 mc d6 gidng nhau bang sé diém si dung, vi du,
chuong trinh tim kiém BLAST sit dung thuét toan dwgc phat trién boi Altschul et

al. (The Journal of Molecular Biology, 215, 403-410 (1990)).

Moi trudng nudi cdy ching TUA4337L khong bi gi6i han cu thé, va mbi
truong nay bao gdm céc moi trudng chia ngudn cacbon, ngudn nito, cac mudi vo
co, cac chét dinh dudng hitu co thong thudng va cac chét twong tu. Hon nita, viéc
nudi cdy bing mdi trudng aga hodc mdi truong long cb thé duoc tién hanh. Nhiét
d6 nudi cdy tét hon 1a nam trong khoang tir 10° dén 45°C, tbt hon nita 1a nim trong
khoang tir 15° dén 42°C, th4m chi tét hon nita 1 nim trong khoang tir 28° dén
38°C, va thim chi tdt hon nita 1a ndm trong khoang tir 35° dén 37°C, va do pH cho
ting sinh tét hon 1a d6 pH ndm trong khoang tir 3,0 dén 12,5, va t6t hon nita 1a do

pH nam trong khoéng tir 3,5 dén 12,0.

Ché phim theo sing ché chtra chung vi khudn Lactobacillus pentosus
TUA4337L ¢6 kha nang ting sinh trong dudng rudt duoc néu phia trén & cic dang

khéac nhau.

Cac dang cia chung vi khuin Lactobacillus pentosus TUA4337L chua
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trong ché phim theo séng ché bao gdm chinh vi khuén axit lactic, bao gdm vi
khudn con séng va vi khuin da chét, thé vii cia vi khuén axit lactic va cac té bio
dd qua xtt 1y cua vi khuén axit lactic, va cac dang tuong tu. Vi khudn con séng c6
thé thu duge tir thé vii cia vi khudn axit lactic nhu mdi truong nudi cdy chira vi
khun axit lactic. Vi khudn d3 chét c6 thé thu dugc, vi du, bang cach cho vi khuén
con sbng gia nhiét, chiéu tia cuc tim, xir Iy v6i formalin, xtt Iy vé&i axit hodc céc
cach tuong tu. Vi khuén con séng hogic vi khudn da chét thu dugc ¢ thé con duge
tao ra trong cac té bao dugc xtt Iy bang cach dem vi khuén di nghién, nghién nat,
hodc bang céach tuong ty. O day, vi khuén axit lactic & mdi dang trong sd céc dang
trén t6t hon 13 vi khuin con séng v6i muc dich 1a thé hién déy du céc tac dung cua

viéc ting sinh trong dudng rudt, va vi khuan da chét c6 the dugc tron thém vao.

Vi khudn axit lactic phia trén bao gbm, vi du, vi khuén con séng, vi khuin
wét, vi khudn khé, va cac dang twong ty. Thé vui ctia vi khuén axit lactic phia trén
bao gbm, vi dy, huyén phu cua vi khuén axit lactic, cac t& bao dugc nudi ciy cla vi
khuén axit lactic (bao gdm céc té bao vi khuén, dich ndi, va cac thanh phin ctia
mdi trudng), va mdi trudng nudi cy chira vi khudn axit lactic (thu dugc b%lng cach
loai bd cac thanh phan dang rén khéi cac t& bao vi khudn dugc nudi cdy). Hon nita,
cac té bao vi khuén axit lactic dd qua xit ly phia trén bao gdm, vi du, cac té bao nén,
c4c té bao bi nghién nat, cac té bao hoa 16ng (chiét xuit v.v.), dang cd dic, cac té
bao dang nhdo, cac té bao dugc 1am kho (céc té bao dugc phun kho, cac té bao
dugc dong kho, cac t& bao dugc 1am khd chan khong, céc t€ bao dugc 1am khd
trong thung lam khd hinh try, v.v.), cic té bao duoc pha lodng, va cac dang té bao

tuong tu.

-10-
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Chung vi khuén Lactobacillus pentosus TUA4337L theo séng ché c6 thé
dugc sir dung ¢ dang don 1é hodc két hop hai hodc nhiéu kiéu cta cac dang mién 14
ching c6 kha néng tdng sinh trong dubng rudt. Mic d tdng ham luong trong ché
phdm theo séng ché khong bi giéi han cu thé, tbng ham lugng nay thuong tir
0,00001 dén 99,9% (g/g), va dic biét tbt hon l1a tir khoang 0,0001% dén khoang
50% (g/g). N6i cach khac, sb lugng cac té bao vi khuén tét hon 1 ndm trong
khoang tir 1,0 x 102 dén 1,0 x 10'2 té bao/g, va tét hon nita 1a ndm trong khoang tir
1,0 x 106 dén 1,0 x 102 té bao/g. “Té bao/g” phia trén c6 thé dugc biéu hién trong
vi khuén con séng nhu “CFU/g.” Vi khuén axit lactic theo sang ché c6 thé dugc su
dung két hop véi chiing c6 tac dung khac véi tac dung gy tng sinh trong dudng

rudt.

Ché phim theo sang ché c6 thé chira chit mang, cac chit co ban, va/hodc
cac chit phu gia va cac chit twong tu thudng dugc st dung trong linh vuc thyc
phém, linh vyc dugc phim va cac linh vyc tuong tu ndm trong khoang ma sé
khong anh hudng tdi cac tac dung theo sang ché, mién 1a ché phdm chtra ching vi
khuén Lactobacillus pentosus TUA4337L c6 kha nang ting sinh trong dudng rudt.
Cu thé 13, ché phdm chira cac thanh phin khéc nhau duogc biét dén 1a chét tao ngot,
chét axit hda, va vitamin, va cac chét khéc nhu t4 dugc, chit lién két, chét phan tén,
chét béi tron, chét didu hoa, chit hd tr hoa tan, huyén phi, chét phd, va chét 6n
dinh.

Hon nita, ché phim theo séng ché co thé tuy y chira mot hodc nhiéu loai
thanh phan da biét nhu c4c thanh phan m¥ phéam, va céc chét ngan ngira hodc cai

thién céc bénh lién quan dén 16i song, nham bo sung céc tac dung hitu ich.

-11-
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Dang ché phim theo séng ché khong bi han ché cu thé mién 13 ché phim &
dang trong d6 ching vi khudn Lactobacillus pentosus TUA4337L c¢6 kha nang
tang sinh trong dudng rudt co thé duoc tiéu hoa trong co thé, va dang ché phim
dugce minh hoa 13 dd uéng hoac thuc phém chtra chiing nay, véi muc dich thé hién
tac dung cia chiing, dang vién nén nuét dugc nhu dang bd sung, va cac dang twong
tu, voi muc dich nubt ché phém mot cach thuén lgi. Cac vi du cu thé bao gém, vi
dy, cac dang khac nhau nhu vién nén, vién nang, thirc uéng cham sdc strc khoe, gia
vi, thyc phdm da ché bién, dd trang miéng, va banh keo. Trong cic dang nay, cac
dang duogc tao ra & dang thuc phém 1én men duogc wu tién. Thyuc phém 1én men la
tén thudng goi cua thuc phém dugc 1én men véi vi khudn axit lactic thuc vat, va dd
ubng ciing dugc bao gbm & day. Mic du cac loai thyc phim 1én men khong bi giéi
han cu thé, thuc phém lén men bao g(‘“)m, vi du, stta 1én men, dd uéng chtra vi
khuén axit lactic, sita ddu nanh 1én men, céc loai thu dugc bang cach 1én men qua
va rau, nhu rau mubi chua, kimchi, ruou vang, s6t dau nanh (miso), va nudc tuong;
stta chua nuédc ép trai cdy 1én men trong d6 nudc ép trai cdy, nudc €p rau va cac

loai tuong tu dugc 1én men.

O day, d6 udng hogc thyuc pham trong d6 vi khuén axit lactic theo sang ché
duogc tron 1an, néi cach khac, d6 udng hoic thuc phim chtra ching vi khuén
Lactobacillus pentosus TUA4337L c6 kha ning ting sinh trong dudng rudt, khi
duoc ti€u hoa, thé hién tic dung ngin can sy hép thu chit béo tbt, nhu duge so
sanh véi truong hop trong do6 vi khudn axit lactic khong c6 kha ning ting sinh
trong dudng rudt dugc ti€u hoa, va tidc dung cia no tiép tuc; do d6, né duge cho
réng thuc phém voi su bam dam sttc khoe hodc thuc phém ¢6 loi cho strc khée co

tac dung ngan can sy hép thu chat béo lién tuc, c6 thé tao ra dau hi¢u ma do uong

-12-
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hodic thuc phdm nay 14 hitu dung trong viéc ngin can sy ting trong luong hodc
giam trong lugng, hodc hiru dung trong ngin nglra bénh béo phi hodc cai thién
bénh béo phi, hodc con hitu dung trong dn ki€ng. Thuc phim v&i sy dam bao sirc
khoe nhu dugc dung & day nghia la thuc phim v&i sy dam bao stc khoe duge chi
dinh boi BO y té, lao dong va phuc lgi xa hoi, bao gdm thuc phdm véi sy dam béao
chirc ning dinh dudng va thuc phim dé sir dung cho sirc khde dac hiéu, va thyuc
phém v6i su dam bao stc khde hodc thuc phém ¢0 lgi cho strc khoe co thé 1a loai

thwe phdm va dd ubng bit ky.

Ché phidm theo séng ché ¢ thé duoc chuén bi theo phuong phap da biét
trong linh vuc thuc phém, linh vyc duge phdm va céc linh vye twong ty, phu thude

vao cac dang cua no.

Ché phim theo sang ché dugc thiét 1ap ding cach va khong ¢ mirc d§ xéc
dinh phu thudc vao dang cua n6, cac muc dich 1a tiéu hda, va tudi, trong luong co
thé va céc tridu chung cia dbi twong c6 ¥ dinh st dung ché phdm, va, vi du, ché
phdm dugc uvu tién st dung qua duong mi¢ng vdi luong, vé mat lugng cla vi
khuan axit lactic, 1a 1,0 x 106 té bao hoic nhiéu hon/kg trong lugng co thé mdi
ngay, voi lidu don dén mot vai lidu duoc phan chia. Hon nita, lugng cua cac té bao
vi khudn dugc tiéu hoa trong mot ngdy 13, trén co s& luong kho, t5t hon 13 tir
0,00001 dén 1 g, tét hon nita 1a tir 0,0001 dén 0,2 g, va thdm chi t6t hon nita 1a tir
0,0003 dén 0,002 g, mdi khoang 50 kg trong lugng co thé ctia nguoi trudng thanh.
Vi dy, vi vi khuén axit lactic theo sang ché c6 dic tinh 1a ngdn can sy hép thu chét
béo, va c6 kha ning ting sinh trong dudng rudt, ché phim theo séng ché c6 thé

duoc tiéu héa cling v6i khau phan an chtra nhiéu chat béo, hodc trude khau phan
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in chira nhiéu chét béo, v6i lugng sao cho luong cua vi khuén axit lactic s& nam
trong khoang phia trén. Ché pham c6 thé dugc ti€u hoa mot 1an mdi ngay vao bita
sang, véi myc dich thé hién tdc dung ngdn can su hap thu chat béo lién tuc. “Duoc

tiéu héa” nhu dugc dung & ddy nghia 1a “tiéu hoéa” va/hodc “sir dung.”

Déi twong c6 ¥ dinh st dung ché phdm nhu duoc ding & dy tét hon 1a
ngudi can tic dung ngin can sy hép thu chét béo, va c6 thé 1a dong vat nudi canh

va cac dbi tugng tuong tu.

Do d6, bing céach tiéu hoa ché phim theo sang ché, su hép thu chit béo tir
dudng rudt c6 thé duge ngin can. Do d6, séng ché con @& xuét chét ngin can su
hép thu chit béo chtta Lactobacillus pentosus c6 kha ning ting sinh trong dudng

rudt, d& ngin can sy hap thu chat béo c6 ngudn goc tir khau phan #n tir dudng rudt.

Hon nita, sang ché d& xudt phwong phap ngin cén sy hép thu chit béo, khac
biét & chd phwong phap bao gdm viéc sit dung ché phdm chtra ching vi khuin
Lactobacillus pentosus TUA4337L phia trén véi lugng hi€u qua trong ca thé cin

ngan can sy hip thu chét béo.

C4 thé can ngén can sy hép thu chit béo khong bi han ché cy thé mién 1a ca
thé 1a c4 thé mic bénh ma dugc tim théy 12 c6 mdt sb tac dung tri liéu b'?lng cach
ngan can su hép thu chit béo. Ca thé duge minh hoa béi, vi du, ca thé mang bénh
béo phi, hbac bénh nhu dai thdo duong, ching ting lipit, chimg ting huyét ap,
hodic xo cimg dong mach gy ra bdi bénh béo phi. Hon nita, v6i muc dich ngan
ngira hodc cai thi¢n bénh trén day, ca thé nay con bao gdm c4 thé quan tam t6i
trong lugng co thé, c4 thé quan tAm t6i mirc d§ dudng trong mau, ca thé quan tdm

t61 huyét ap, va twong tu.
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Luong hiéu qua chi lugng ma ngin can sy hép thu chat béo khi ching
TUA4337L duge st dung véi cé thé trén, khi so sanh v6i c4 thé khong st dung ché
phim. Lugng hiéu qua cy thé dugc thiét 1ap ding cach va khong nhit dinh phai
phu thudc vao dang lidu luvong, phuong phap st dung, muc dich sir dung, va tudi,
trong lugng co thé, triéu chimg va céc thong s6 twong tu cla ca thé. O day, viée st
dung dugc dy dinh bao ham tAt ca cac phuong an st dung, tiéu hoa, thubc ndi, va

d6 udng.
Vi du thwce hién sang ché

Sang ché s& dugc md ta cu thé du6i day béi cac vi du, ma khdng du dinh
han ché pham vi ciia sang ché véi cac vi du nay.
Vi du 1: Sang loc st dung kha néng téng sinh trong dich rudt nhan tao lam chi sd
Gitta cac vi khudn axit lactic s& hitu bdi cac tac gia sang ché, kha ndng ting
sinh trong dich rudt nhan tao dugc danh gia cho khoang 480 chung chu yéu 13 vi

khuén axit lactic thuc vét (bao gdm céc ching JCM).

Cu thé 13, du tién, mdi vi khun axit lactic duoc céy tir Vai;c li€u géc trong
glyxerol vao méi truong MRS (Difco Laboratories) (10mL) v0i luong 1a 1% thé
tich/thd tich (v/v%), v céc té bao vi khudn duoc nudi cdy ¢ 35°C trong 16 dén 17
gidr. Sau d6, ODeso ciia mdi méi trudng nudi cdy (46 hép thu ¢ 660 nm) duge xdc
dinh v6i may do quang phd UV-1600 (Shimadzu Corporation), va 100 uL. dung
dich duge chuén bi véi moi truong MRS do d6 ODego ctia mbi moi trudng nudi chy
s& 1a 10 dugc ciy vao dich rudt nhan tao (10mL) cla ché phdm dugc thé hién sau
day. Sau do, cac t& bao vi khuén dugc nudi cdy & 37°C trong 6 gidr cung voi lic

nhe, va ODgeo sau d6 dugc xac dinh dé thu duogc s 1an tiang sinh (ODggo sau 6
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gid/ODsso & thoi diém cdy). Céc két qua sang loc dai dién dugc thé hién trong bang

3vaFIG. 1.

< Dich rudt nhén tao (d6 pH 6,45) >
Moi treong MRS 9 mL

Dung dich 10 w/v% axit mat (Wako Pure Chemical 1 mL
Industries, Ltd.)

1 w/v% Pancreatin (tr lon: SIGMA) 100 pL

O day, st dung dung dich axit mét va dung dich pancreatin, ma dugc khir

tring bang cach xtt Iy dung dich v6i mang loc 0,22 pm (mang PVDF, dugc san

xuét béi Millipore).
Béang 3
S 14n ting sinh (14n)
Chi, Loai Ching ODsso sau 6 gid | (ODgeo sau 6 gid/ODsso
& thoi diém cdy)

TUA4337L
. 2,93 29,3

(Sang che)
JCM1558 0,73 7,3
1 1,55 15,5
2 1,79 17,9

Lactobacillus

pentosus 3 1,54 15,4
4 1,90 19,0
5 1,68 16,8
6 1,93 19,3
7 1,60 16,0
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8 1,60 16,0
9 1,78 17,8

10 0,78 7,8

11 1,68 16,8

12 1,42 14,2

13 1,37 13,7

14 0,96 9,6

15 1,46 14,6

JCM1149 1,53 15,3

16 1,63 16,3

taetecl [y |
18 1,42 14,2

19 1,59 15,9

JCM1059 0,68 6,8

20 1,18 11,8

Lactobacillus 21 0,63 6,3
brevis 22 0,58 5,8

23 0,61 6,1

24 0,65 6,5

JCM1134 0,14 1,4

Lactobacillus 25 0,94 9,4
casei 26 0,10 1,0

27 0,12 1,2
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JCM1136

28 0,12 1,2

29 0,11 1,1

30 0,13 1,3

JCM1173 0,27 2,7

31 0,45 4,5

gl I

33 0,69 6,9

34 0,93 9,3

Lactoba;élibltlsl iz;zzdophzlus 0,19 1,9

Lactobacillus delbrueckii subsp. 0.06 0.6
bulgaricus JICM1012 ’ ’

Lactobacillus gasseri JCM1131 0,08 0,8

Lactobfz]cczll\lztfl};lvetzcus 0,07 0,7

Lactobacillus rhamnosus 0,17 1,7

Két qua 13, c6 thé thdy ring sb ldn tang sinh c6 nhiéu kha ning 13 cao &
Lactobacillus pentosus va Lactobacillus plantarum, trong s6 ching, chung vi

khuén Lactobacillus pentosus TUA4337L c6 s6 14n tang sinh dic biét cao va kha

ning ting sinh trong dudng rudt rét tdt.

Vi du 2: Danh gia kha nang téng sinh in vivo trong duong rudt

. Céc con chudt véi khau phan dn chira nhiu chat béo dugc sir dung fw do

ching TUA4337L duoc chuén bi nhu sau, va ) leong vi khudn bi thai bo duogc
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xéc dinh. Cu thé 13, chudt C57BL/6J (10 tudn tudi, dwc) duge st dung dang liéu
don véi khoang 1,0 x 10° t& bao vi khufn axit lactic (twong tmg v6i 250 pL té bao
vi khuin huyén pht) Itc 10 gio sang (n=5), diing miu st dung dugc chuén bi nhu
sau.

Chuén bi mau str dung (MAu chtra vi khuén con song)

[1] gieo cdy chang TUA4337L tir vt liéu gdc trong glyxerol vao mdi
truong MRS (30 mL) véi lugng 1a 1 v/v%;

[2] nudicdy cac té bao vi khudn (35°C, 20 gid);

[3] ly tim mdi truong nudi cdy (8000 rpm, 5 phit) dé loai bd dich néi,
va tao huyén phi trong 30 mL PBS(-);

[4] ly tim huyén phd ctia buéc [3] (8000 rpm, 5 phut) dé loai bé dich néi,
va tao huyén phu lai trong 5 mL PBS(-);

[5] @m sb lugng vi khuén v6i kinh hién vi; va

[6] pha ché dung dich chira 20000000000 té bao vio éng ly tam 15 mL,
ly tam (8000 rpm, 5 phut) dung dich d& loai bo dich ndi, va sau d6 tao huyén phu
trong 5 mL thic an dang 16ng (khiu phén in chira nhiéu chét béo 60 kcal % Chét
béo: Nghién ctu khdu phin an) dé tao ra huyén phu té bao vi khuén (thtrc in dang
16ng dugc chudn bi véi PBS(-)).

Sau @0, tit ca cidc miu phan cua cac phén 2 ngdy dugc thu thép trong 4 lan

riéng r& (budi chidu ciia ngdy bt ddu thir nghiém, budi sing va budi chieu cla
ngay tiép theo, va budi sang cuia ngdy sau ngdy tiép theo do), sd luong vi khudn

cho tAt ca cac mau phan dugc dinh lugng boi phuong phap sau, va ty 1€ tang ¢
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ching TUA4337L trong rudt & mdi chudt (sb lugng vi khuén cho tit ca cac mau
phan/sé lugng vi khun dwoc st dung) duge tinh toan. Cc két qua dwoc thé hién
trong bang 4.

Phuong phép xac dinh s6 lugng vi khudn bang PCR thoi gian thuc

[1] bd sung 1 mL PBS(-) vao 100 mg mau phan (co sé trong lugng udt),
va sau d6 1am v& miu phan véi dao tron;

[2] thu thdp phan 100 mg cia mau phén vao éng Eppendorf (d3 dugc
ding ky nhan hiéu), ly tdm (15000 rpm, 5 phut) mAu phan dé loai bé dich ndi, va
tao huyén phu phén két ta trong 1 mL PBS(-) (quy trinh ly tdm dé tao huyén phu
duoc Lap lai hai 14n);

[3] loai bé dich ni tir huyén phu ctia bude [2], va sau d6 tach chiét ADN
tir huyén pht véi bo kit (B¢ kit mini mau phan ADN QIAamp: QIAGEN)

(budc pha v& té bao dwoc tién hanh bing cach 13p lai quy trinh 3 lan bd
sung 300 mg hat thay tinh (150 dén 212 um: SIGMA), 300 uL ruoqu
phenol/cloroform/isoamyl (25:24:1), va 900 uL dung dich dém ASL (cac chét phan
{mg trong bd kit) vao mAu phan, ly tdm hén hop véi méy gy soc da hat (MULTI-
BEADS SHOCKER) MB-200 (YASUI KIKAI) ¢ 3000 rpm trong 1 phut, va aé
trong da lanh trong 1 phut); va

[4] dinh luong vi khuan axit lactic trong dudng rudt bing PCR thoi gian
thue véi cac didu kién dugc thé hién sau day:

((Céc didu kién cho PCR thoi gian thyc))

(1) Mudi microlit SYBR Premix Ex Taq IT (Takara Bio), 0,8 pL mdi doan
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mdi (10 pM), 0,4 pL chit nhudm dbi chitng ROX I, 6 puL nudce vo trung, va 2 pL
dung dich ADN dugc tron, dé tao ra hdn hop phan tmg dang 16ng cho PCR. Céc
doan mdi sau phat hién diic hiéu 16S rADN cua Lactobacillus pentosus Vva
Lactobacillus plantarum duge sit dung lam doan mdi (trinh ty 16S rADN cta

Lactobacillus pentosus va Lactobacillus plantarum 1a gidng nhau 100%).
doan mdi 1: 5>-GCAAGTCGAACGAACTCTGGTATT-3' (SEQ ID NO: 2)
doan mdi 2: 5>-CGGACCATGCGGTCCAA-3' (SEQ ID NO: 3)

(2) PCR dugc tién hanh véi hé théng PCR thoi gian thue 7500 (Applied
Biosystems), bao gdm, sau khi xir ly & 95°C trong 30 gidy, tién hanh tdng cong 60
chu ky phan Gng, trong d6 mot chu ky bao gbm 95°C trong 5 gidy va 60°C trong
34 gidy. SO lugng ban sao véi mdi gam thanh phin cia duong rudt thu dugc tir
cuong d6 huynh quang thu dugc, tbng lwong clia thanh phén cla duong rudt, va sd

14n pha lodng.

(3) Mot céch riéng ré, s6 lwong ban sao 16S rADN véi mdi té bao thu
duge, va sb lugng ban sao ndy dugc chuyén ddi thanh sb luong vi khuén. Trong
ban mo ta ndy, dugc x4c nhan & chudt khong duge sir dung vi khuén axit lactic 1a
ca hai Lactobacillus pentosus va Lactobacillus plantarum khong dugc phét hién

theo PCR thoi gian thuc trén day.

Bang 4
o ) S luong vi khuén Ty 1€ ting
> t};‘h‘et“ ¢4 | TUA4337L trong phan | (S luong vi khun mi khéi phan/
(t€ béo) S6 lugng vi khuén duoc sir dung)
1 3,6 x 10° 3.6
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2 1,9 x 10° 1,9
3 2,6 x 10° 2,6
4 16 10° 1,6
5 1,4 x 10° 1.4
Trung binh 2,2 x 10° 22

Vi du 3: Tac dung cuia viéc ngén can sy ting cin

Chudt C57BL/6J (8 tudn tudi, duc) duoc chia thinh 4 nhém 13 nhém c6
khéu phan 4n binh thuong, nhém cd khéu phén #n chira nhiu chét béo, nhém c6
khAu phan #n chira nhidu chét béo + vi khudn con séng, va nhém c6 khau phan in
chira nhidu chit béo + vi khuén da chét (mdi nhém c6 n = 10), va mdi nhém dugce
cho #n lién tuc v6i khdu phan n duge thé hién theo bang 5 sau day trong 32 ngay,
va trong lugng co thé duogc xac dinh hang ngay va gia tri trung binh duoc tinh toan.
Sy bién dbi & gié tri trung binh dugc thé hién trong FIG. 2. O day, su so sanh giilta

céc nhém duge tién hanh sir dung thir nghiém t véi mire d9 c6 y nghia 1a 0,05.

Cu thé 13, mdi nhém ciia bang 5 dugce cho an # do thic dn dang rin 1am
khau phén in. Nhém c6 khau phén in chtra nhidu chit béo + vi khuin con sbéng
dugc ding miu st dung dugc chudn bi theo cach giéng nhu & vi du 2. Nhém ¢
khau phdn an chira nhidu chét béo + vi khudn da chét dugc ding mlu st dung
dugc chudn bi nhu sau sao cho vi khudn axit lactic s& c6 lugng 13 khoang
1000000000 t& bao mdi ngay. Mit khac, nhom c6 khau phén &n binh thudng dugc
str dung 250 pL PBS(-) khong chira vi khun axit lactic, va nhém c6 khau phén an
chira nhidu chit béo dugce sit dung 250 pL thirc &n dang 16ng khong chira vi khuin

axit lactic.
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Béang 5
Khiu phén #n
Nhém Khdu phdn an | Vi khuén axit lactic
dang rén Puogc st dung

Nhém c6 khdu phdnan | 10 keal % Chét

binh thudng béo
Nhém c6 khduphdn an | 60 kcal % Chét
chita nhiéu chét béo béo )
Nhom c6 khau phéan dn 60 keal % Chit TUA4337L

chira nhidu chit béo + Vi

khun con séng béo Vi khuén con séng
Nh 7 , kh;'\ h/‘\ - )
nom €0 knau pranan - - gq a1 9 Chit TUA4337L
chira nhiéu chat béo + Vi , ] )
béo Vi khudn da chét

khudn da chét

* 10 keal % Chét béo (Nghién ciru khiu phén in)
60 keal % Chét béo (Nghién ciru khéu phén an)
Chuén bi mAu st dung (mAu chira vi khuén di chét)
[1] gieo cy ching TUA4337L véi lugng 1a 1 v/v % tr vét ligu gbc trong
glyxerol vao méi truong MRS (30 mL);
[2] nuoi cy céc té bao vi khuén (35°C trong 20 gio);
[3] ly tim moi trudng nudi cdy (8000 rpm, 5 phat) dé loai bo dich ndi, va
sau d6 tao huyén phti trong 30 mL PBS(-);
[4] ly tim huyén phil ciia bude [3] (8000 rpm, 5 phut) dé logi bé dich ndi,
va sau d6 tao huyén ph lai trong 5 mL PBS(-);

[5] dém s6 lugng vi khuan béng kinh hién vi;
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[6] pha ché dung dich chira 20000000000 té bao vao ong ly tam 15 mL, ly
tam dung dich (8000 rpm, 5 phut) dé loai b dich ndi, sau d6 bd sung 5 mL dich da
day nhén tao (125 mM NaCl, 7 mM KClI, d6 pH 1,0) vao do, khqu hdn hop, va dé

yén trong 60 phut; va

[7] ly tdm dung dich cta buéce [6] (8000 rpm, 5 phut) & loai b6 dich ndi,
va sau d6 tao huyén phii trong 5 mL thtrc #n dang 16ng (60 kcal % Chét béo) dé tao

ra huyén phu té bao vi khuan.

Két qua 1a, nhém dugc st dung vi khuén con sdng TUA4337L thé hién hiéu
qua dang ké cia viéc ngin can sy tang cén, khi so sanh véi d6i chimg (nhém cé
khau phan in chira nhiéu chit béo). Tuong tu, viéc st dung vi khuén con séng hiéu
qua hon st dung vi khuén da chét. Chung vi khuin Lactobacillus pentosus
TUA4337L dugc cho 13 ting sinh trong dudng rudt, do d6 4nh hudng hi¢u qua tdi

thé chu.
Vi du 4: Hiéu qua cta viéc ngédn can sy hép thu chit béo

Céc thanh phin nhém cuia nhém ¢ khiu phin #n binh thuong, nhém c6
khiu phan an chira nhidu chit béo, va nhom c6 khau phin an chira nhiéu chat béo
+ vi khuén con séng trong vi du 3 (mdi nhoém c¢6 n = 12) dugc tiép tuc cho mdi
nhom ham lugng thirc dn gidng vé6i & vi dy 3 trong 2 tudn. Sau d6, cdc nhém ndy
dugc cho nhin dn qua dém, va dugc st dung dau 6 liu (nacalai tesque) (5 mL/kg),
va con dugc chia cdt sau 3 gio dé thu thap huyét thanh ti tinh mach chu.
Triglyxerit (TG) trong huyét thanh dugc x4c dinh bang thir nghiém E triglyxerit
Wako (Wako Pure Chemicals Industries, Ltd.). Cac két qua dugc thé hién trén FIG.

3. O day, su so sénh gifra cdc nhom dugc tién hanh bing cach dénh gia sy khac
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biét ¢6 y nghia boi thir nghiém t & mirc do c6 y nghia la 0,05.

Két qua 13, nhém c6 khAu phan an chira nhiéu chét béo dugc phat hién 1a thé
hién rd rang kha ning ting mc d§ TG trong méu khi so sanh véi nhom c6 khéu
phan an binh thuong. Do do, néu khéu phén n chtra nhidu chét béo tiép tuc dugc
tiéu hoa, thi co thd dugc cho ring s& hip thu chét béo d& dang hon. Hon nita, nhom
duoc sir dung vi khudn con séng TUA4337L dugc phét hién 12 ngan can sy ting
" TG trong méu, khi so sanh véi déi chimg (nhém c6 khéu phan an chtra nhiéu chat
béo). Do do, mdt trong s6 cac co ché hiéu qua ngin can sy ting trong lugng duge
cho 12 viéc ngan can sy hip thu chit béo, 13 hiéu qua tham chi sau 1 ngdy tir luc sir
dung vi khuin con sdng TUA4337L, vi vy né dugce cho la thé hién tac dung lién

tuc.

Cac cong thic cu thé cia ché phdm chtta ching vi khuan Lactobacillus

pentosus TUA4337L theo séng ché dugc minh hoa sau day.
Vi du san xuét 1: Vién nén

Dugc phidm chira ching TUA4337L (vién nén) dugc tao ra theo phuong

phép dugc thé hién sau day.

Luong 66,7 g san phim kho cua chung TUA4337L dugc trdn cung véi
232,0 g lactoza va 1,3 g magie stearat, va hdn hop dugc tao vién nén bang may dép
vién mot chay, dé tao ra vién nén c¢6 duong kinh 1a 10 mm va trong lugng la

300 mg.
Vi du san xuét 2: Sita chua

Hon hop thu duge bﬁng cach trdn sira, sita bot tdch béo, va nudc dugc
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chuén bi, va hdn hop nay duogc khir trung bang nhiét, lam ngudi xudng 40°C, va
duoc 0 v6i ching TUA4337L lam ngudn khoi dau, va dugc d& 1 trong budng 1én
men dé dugc 1én men. O ddy, nhiét d6 1én men trong khi dé 1 c6 thé duoc chon
mot cach thich hgp. Hon nira, dé kiém soat ham lugng oxy ma duy tri hoa tan &
thoi didm bit dAu 1én men thip, hdn hop 1én men c6 thé duge xit 1y theo cach khac
vé6i khi tro nhu nito. Do do, sita 1én men TUA4337L thu dugc dugce bd sung vao

stta ¢6 sin trén thi truong va dugc G trong 3 ngay de tao ra sita chua.
Vi du san xuat 3: D6 udéng chira vi khuan axit lactic

Vit lidu tho duge thé hién & bang 6 dugc tron sir dung ching TUA4337L dé

tao ra d6 udng chira vi khuan axit lactic.

Bang 6
Ché phdm Céc phan theo trong luong
Stta 1én men TUA4337L ch}'xa 21% 14,76
ham luong sita dang ran
Dudng fructoza-glucoza dang long 13,31
Pectin 0,5
Axit xitric 0,08
Huong thom 0,15
Nudc 71,2
Luong toan bd 100

Vi duy san xuit 4: DS ubng 1én men nude ép hoa qua va do uong 1€n men nudce €p
rau

TUA4337L duge cdy véi lugng 12 2% trong lugng vao nudc €p dao, va
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duoc nudi cdy & 30°C trong 38 gior, d€ san xuét nuoc ép dao 1én men. Hon nita,
nuéc ép ca rot dwgc 1én men voi ciing phuong phap tao ra nudc ép 1én men ca rot.
Kha ning tng dung trong cong nghiép

Vi ch& pham theo sdng ch& chita vi khudn axit lactic ¢6 kha ndng ting sinh
trong duong rudt, khi duoc ti€u hoa trong co thé, vi khudn axit lactic séng sét toi
duong rudt va ting sinh, theo d6 sy hap thu chat béo c6 thé bi ngin can, va sy ting
trong lwong c6 thé bi ngin can, sao cho ché pham c6 thé duge dung thich hop cho

muyc dich an kiéng hiéu qua.
Trinh tu

SEQ ID NO: 1 cta danh muyc trinh ty 1a trinh ty nucleotit clia recA cia

Lactobacillus pentosus TUA4337L.

SEQ ID NO: 2 ciia danh muc trinh tw 13 trinh tw nucleotit ciia doan mdi

ddc hiéu cta Lactobacillus pentosus/plantarum.

SEQ ID NO: 3 cta danh muc trinh ty 13 trinh tw nucleotit ctia doan moi

déc hiéu cta Lactobacillus pentosus/plantarum.
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YRU CAUBAO HO
1. Sira chua chia:

stta 1én men TUA4337L thu duoc bing cich 1én men sta véi chliing vi khuén

Lactobacillus pentosus TUA4337L (s6 ndp luu: NITE BP-1479), va
chiing vi khuan Lactobacillus pentosus TUA4337L.
2. Do udng chita:

stra 1én men TUA4337L thu dugc bing cach 1én men sita v6i chiing vi khudn

Lactobacillus pentosus TUA4337L (s6 ndp luu: NITE BP-1479),

chiing vi khudn Lactobacillus pentosus TUA4337L, va it nhat mot trong s

duong dang long va nudc.
3. Nudc ép 1én men chira:

chiing vi khuan Lactobacillus pentosus TUA4337L (s6 nop lwu: NITE BP-

1479), va
nude ép hoa qua hodc nudc ép rau,

trong d6 hdn hop ciia chiing vi khudn Lactobacillus pentosus TUA4337L va

nude ép hoa qua hodc nude ép rau duoc 1én men.
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