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(54) PHUONG PHAP TAO TE BAO DUGC NANG HOA BE bONG KHO

(57) Sang ché dé xuit phuong phap dong kho té bao duoc nang hoa, phuong phap nay co it
nhit hai budc u lién tiép, trong dé t& bao dugc nang hoa nay duoc t & mdi budc trong dung
dich 1 c6 chira chit bao quan dong lanh trong thoi gian phu hop, trong do noéng do chat bao
quan dong lanh trong dung dich u dugc gia tang theo moi budce u ké tlep Sang ché cling dé
xudt té bao da dong kho thu duge tir phuwong phap nay ciling nhu dé xuét cac ung dung khac
nhau ctia té bao nay dé lam thudc, phy gia cho thuc pham hodc phy gia cho m§y pham. Sang
ché ciing dé xuat hop phan chua sita da tach chat béo, glyxerol va carbohydrat.
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Linh vwe ky thuat dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phap dong kho té bao duoc nang hoa. Sang ché con
dé xuat té bao da duwoc dong kho thu duge tir phuong phép ndy ciing nhu hop phin
chira t& bao bao nang da dong kho ndy va cac Gng dung khéac nhau cla céc t& bao nay
ching han nhu lam duge pham, 1am thyc phdm thubc bd dudng, lam phu gia cho thuc
phim hay 1am phu gia cho m§ pham. Sang ché con @& xuét cac hop phidn méi chira
stta dd tach chit béo, glyxerol va carbohydrat va cac hop phin nay c6 thé dugc st

dung dé déng khd té bao.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Theo T4 chirc Y té thé gigi (WHO), probiotic 1a c4c vi sinh vat sdng ma khi
duoc sir dung & lwong phi hgp s& tao ra tac dung c6 loi cho strc khoe vat chu. Cu thé,
vi khuan Lactobacillus acidophilus ting cudng strc khoe rudt, vin dé chinh cta stc
khée vat chil. San phim probiotic cin trai qua céc bude xtt ly d& dam bao tinh én dinh
va strc séng ciia cac san phim nay. Cac san phdm nay c6 thé bi anh huéng ti€u cuc

trong qua trinh bao quén va trong lac di qua éng da day rudt khi an.

Nhidu san phdm probiotic duoc dong kho dé bao quan cho dén khi dugc sir
dung. C6 nghia 1a céc té bao nay duge dong khd sdu trude tién va sau dé loai nudc
trong chén khong. Qu4 trinh dong kho nay 1a thiét yéu dé duy tri tinh dn dinh va strc
song ciia vi khuén probiotic khi 1am phu gia cho thuc pham, thuc phim chuc nang hay

thuc phdm thube bd dudng.

Vé mit k§ thut, dong khd, con dugc biét dudi tén goi 1a k§ thuét dong kho
nhanh hay dogn khd, ¢6 thé dugc hiéu 14 k§ thuat 1am lanh mAu chét 1ong, din dén su
chuyén héa dung dich c6 kha ning dong kho thanh dang bang, két tinh céc chit tan c6
kha ning két tinh dugc va hinh thanh chit nén v6 dinh hinh chita cic chit tan khong
c6 kha ning két tinh da gén két voi hdn hop chua dong khd, sau d6 1a lam bay hoi
(thing hoa) nudc khéi chit nén vo dinh hinh. Qua trinh bay hoi (thang hoa) nudc dong
bing trong vat liéu thuong dwgc tién hanh bing cach gidm 4p & moi truong xung

quanh dé nuge da dong bang trong vét liéu ndy dugc thing hoa truc tiép tir pha rén
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sang pha khi. Uu diém 16n cia k¥ thuat dong khé 13 duy tri duoc chét lidu 6n dinh cho

qué trinh bao quan.

Ngoai ra, déng kho c6 wu diém 1a khong c6 nguy co 1am tan ra té bao duoc nang
héa (Santivarangkna, C., Kulozik, U. and Foerst, P. (2007) Alternative drying
processes for the industrial preservation of lactic acid starter cultures. Biotechnology
Progress, 23(2), 302-315). Ty 1& chét dang ké té bao vi khuén dugc biét sau khi dong
kh 12 do mét tinh nguyén ven & mang va sy thoai bién cac dai phén tir. Xem tai liu:
Franks, F. (1995) “Protein destabilization at low temperatures”. Advances in Protein
Chemistry, 46, 105-139; Thammavongs, et al (1996) “Physiological response of
Enterococcus faecalis JH2-2 to cold shock: Growth at low temperatures and
freezing/thawing challenge” Letter in Applied Microbiology, 23(6), 398-402; De
Angelis, M. and Gobbetti, M. (2004) “Environmental stress responses in
Lactobacillus: A review” Proteomics, 4(1), 106-122.

D3 biét 13 viéc nang hoa vi khudn trong xenluloza sulphat c¢6 kha nang tao ra tac
dung bao vé cho vi khuin khi dong kho. Nghién ctru d4 tién hanh véi alginat-chitosan
14 vt liéu bao nang va thdy rang nhiing vién nang nay phdng 1én khi u trong dich rudt
mo phong (PaulrajKanmani, R. Satish Kumar, N. Yuvaraj, K. A. Paari, V. Pattukumar,
and Venkatesan Arul (2011) Cryopreservation and Microencapsulation of a Probiotic
in Alginate-chitosan Capsules Improves Survival in Simulated Gastrointestinal
Conditions. Biotechnology and Bioprecess Engineering, (16) 1106-1114. Kanmani va
cong su cling dé cap trong nghién ctru nay 1 nhing vién nang boc natri alginat-
chitosan da co lai 10% khi tiéi) xuc véi dich da day md phdng.

Vi vay, tac dung c6 hai ctia qua trinh dong khé 1én té bao nhu té bao vi khuin c6
thé loai bo bang céach tao vi nang bing natri xenluloza sulphat vi vét li€u bao nang nay
c6 thé tao ra tinh 6n dinh da ning cao cho cic vién nang va sirc sdng cao hon cho vi
khuin duoc nang hoa nay. Tuy nhién, van c¢6 nhu cdu khic phuc tac dung cé hai cua
qué trinh dong khé 1én nhitng t€ bao nhu té bao vi khudn.

Ban chit ky thuat ciia sang ché
Sang ché giai quyét nhu ciu nay bang cach d& xudt phuong phap méi déng khod

nhitng té bao dugc nang hoa, d& xuét té bao duge nang hoa thu dugc tir phuong phép
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nay va cac tng dung khic nhau cia t€ bao dugc nang hoéa nay va cua cac hgp phan

chira nhitng té bao dugc nang hoa nay.

Theo khia canh thir nhét, sing ché dé xuét phuong phap dong kho té bao da bao
nang, phwong phap ndy cé it nhat hai budc u lién tiép, trong d6 té bao dugc nang héa
duogc i & mdi bude trong dung dich U chira chit bao quan dong lanh trong thdi gian
phit hop, trong d6 ndéng dd chat bao quan dong lanh & dung dich 0 dugc gia ting vdi
mdi budc 1 tiép theo. '

Theo khia canh thir hai, sing ché d& xuét té bao nang hoa dong khd dugc thu
nhan tir phuong phap déng kho té bao di bao nang theo m ta.

Khia canh thtt ba ctia séng ché @& xuit hop phéan chtra chit mang phi hop va té
bao dugc nang hoéa thu dugc tir phuong phap déng kho té bao dugce nang héa. Phuong
4n tidu biéu cho hop phin nay c6 thé 1a thue phdm chire ning cho nguoi va dong vat,

ché pham xa phong, m§ phim hay duoc phim.

Khia canh thir tur d& xuét phuong phéap diéu tri hay phong ngira chtng tidu chay,
chimg tiéu chay do khang sinh gdy nén, viém khép, chimg béo phi, hdi ching rudt bi
kich thich, ching ¢ chua, hdi ching mét mo6i man tinh, ung thu da day rudt va cac
dang bénh 1y khac do mét c4n bang quéan thé vi khuén & rudt giy nén, phwong phép
ndy c6 budc cho ca thé sir dung té bao bao nang da dong khd hay hop phan c6 chira té
bao nay.

Khia canh th&tr naim d& xuét viéc st dung té bao da bao nang dugc dong kho hodc
hop phén chtra t& bao nay nhu da dé cap dé didu tri hay phong ngtra ching ti€u chay,
tiéu chdy do khang sinh gy ra, viém khép, chimg béo phi, hoi chig rudt bi kich
thich, ching ¢ chua, hdi chiing mét mo6i man tinh,ung thu da day rudt va cac dang

bénh 1y khac do sy mét can bang quan thé vi khudn & rudt gdy nén.

Khia canh nita ctia sing ché dé xuét viéc sir dung té bao dugc nang hoa d3 dong
kho hogc hop phan chira té bao dwoc nang héa da dong kho nhu duge mé ta & day lam
duogc phdm, phu gia thuc phdm hay phu gia cho m§ phdm. Theo phwong 4n tiéu biéu
ctia sang ché, khi st dung 1am phu gia cho thuc pham, thuc phdm nay c6 thé 1a cac san

phdm tir sita nhu s{ta chua yoghurt, pho mét ciia cdc nong trai, hay bo sita. Theo
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phuong an khéc, khi duge st dung lam phu gia thuc phém, té bao dugc nang hoa da
dong kho hay hop phan chira té bao dwoc nang hoa da dong kho nhu duge mé ta & day

dugc bao quan trong ngin chira riéng cua tai dung thuc pham.

Khia canh nita d& xuit phwong phap diéu ché t& bao dwoc nang hoa dé dong kho,
phuong phap nay c6 it nhit hai budc  lién tiép, trong d6 t& bao dwoc nang hoa nay
dwoc 1 & mdi budc u trong dung dich @ c6 chtra chit bao quan dong lanh trong thoi
gian thich hop, trong d6 néng dd chit bao quan dong lanh trong dung dich & dugc gia

tang trong mdi bude u tiép theo.

Khia canh nifta dé xuat t€ bao nhén so nang héa da dong kho hodc t€ bao nam

men nang héa da dong kho.

Khia canh nita d& xuét hop phén phu hgp dé 1am lanh céc té bao, hop ph?m nay

c6 chira sira da tach chit béo, glyxerol va carbohydrat.

Khia canh nita d& xuét phwong phap didu ché té bao dugc nang hoa dé dong kho,
phwong phép nay c6 bude i té bao té bao dwoc nang hoa trong hop phin chua sita da

tach chét béo, glyxerol va carbohydrat.

Khia canh nfta d¢ xuat viéc st dung hop phan chira sita da tach chat béo,

glyxerol va carbohydrat dé diéu ché t& bao duoc nang hoa cho dong kho.

Khia canh nita dé xuat viéc st dung hgp phan chtra sfta dd tadch chat béo,

glyxerol va carbohydrat dé 1am lanh t& bao duoc nang hoa.
M5 ta van tit cac hinh vé

Séng che s& dugce hieéu r6 hon khi doc phan mo ta chi ti€t cung vi du minh hoa va

hinh v€& kém theo sau day, trong do:

Fig. 1 1a anh chup kinh hién vi t€ bao Lactobacillus acidophilus da dugc nang
héa dang dong khé sau khi dugc xir ly bang phwong phép clia sang ché c6 sir dung bot
sita d4 tach chit béo 5% va glyxerol 1% lam chét bao quan déng lanh, trong d6 nhitng
té bao nay dugc i & mdi bude 0 trong dung dich u c6 chira chit bao quan dong lanh
v6i ndng d6 duogc gia ting. Nong do gia ting clia chat bao quan déng lanh duoc tao ra

bang cach pha loang nhiéu bac & mdi budc & dung dich sinh trudng vi khuén tir 100%
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xudng 50% xudng 25% xudng 12,5% xubng 6,25% xubng 3,125% xudng 0% bing
dung dich chét bao quan dong lanh (bot sita da tach chét béo va glyxerol 1%);

Fig. 2 14 tAc dung bao vé ctia cac nang cho vi khuan Lactobacillus acidophilus
trong qué trinh dong khé, bang cach sir dung dung dich @ chira sira da tach chit béo va
glyxerol (sita da tach chét béo 5% va glyxerol 1% trong nuéc) lam chét bao quan dong
lanh. T4c dung bao vé duoc kiém nghiém bang cach kiém tra stc séng té bao sau khi
tai hydrat hoa vi khudn da dong kho. Strc sbng té bao nay dugc dem so sanh vdi tiéu

chuan tham chiéu 1a vi khuin méi nang héa va duoc biéu dién dudi dang % sbng.

Fig. 3 1a biéu dd so sanh hai dung dich W/méi trudong 1am lanh khac nhau (dung
dich & 1: mdi trudng de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) chira DMSO 14 chét bao
quan dong lanh, dung dich 0 2: sita d4 tach chit béo 5% va glyxerol 1% trong nuéc)

theo ty 18 sdng ciia vi khudn Lactobacillus acidophilus trong qué trinh déng khd;

Fig. 4 12 anh chup trén kinh hién vi c4c nang tréng da duogc tai hydrat hoa sau
dong kho. Mdi truong lam lanh dd dugc st dung la stta da tach chit béo cung véi

glyxerol 1%. Buéc lam lanh dugce thuc hién trong nito 16ng trudce khi dong kho

Fig. 5 13 4nh chup trén kinh hién vi nang trng da dwoc tai hydrat hoa sau khi
dong khd. Moi truong dong kho da str dung 13 sita da tach chit béo véi glyxerol 1%.
Buéce lam lanh dugc thuc hién trong bé etanol/da khé trude khi dong khd.

Fig. 6 1a anh chup trén kinh hién vi nang trng da dong kho trong nuéc mudi
dugc dém phosphat (PBS) khong c6 chét bio quan déng lanh vdi bude dong kho so
cép dugc thuc hién trong bé etanol/d4 kho;

Fig. 7 14 anh chup trén kinh hién vi nang tréng da dong kho trong PBS véi
DMSO 10%, véi bude dong kho so b duge thyc hién trong bé etanol/da kho;

Fig. 8 12 anh chup trén kinh hién vi nang tréng d4 dong kho trong MRS khong c6 chét

bao quan dong lanh, va budc lam lanh so bd dugce thuc hién trong nito 16ng;

Fig. 9 1a anh chup trén kinh hién vi nang trdng da dong khé trong MRS khéng c6

chit bao quan déng lanh, va budc lam lanh duoc thuc hién trong bé etanol/da kho;
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Fig. 10 12 két qua ctia phuong phap dong khé theo sang ché c6 sir dung hdn hop
sita tach chat béo 5%, glyxerol 1% va trehaloza 10% lam chét bao quan dong lanh ca
dudi dang dung dich 0 cho 14n 1 tiép theo v6i chét bao quan dong lanh c6 céc ndng do
gia ting 13n dudi dang dung dich dong khd. Nhitng miu sau duogc sir dung trong thir
nghiém nay: 1) Miu Lactobacillus tr do (khdng bao nang) da dong khé véi sira da
tach chét béo/glyxerol/trehaloza (hinh thoi sAm mau), 2) MAu Lactobacillus tu do da
dong kho khong c6 sita di tach chét béo/glyxerol/trehalose (hinh chit nhat sim mau),
3) MAu vi khuan Lactobacillus dwoc nang hoa dong kho bing phuong phép cua sang
ché véi dich ¢o diic cta sita da tach chit béo, glyxerol va trehaloza 1a chit bao quan
dong lanh trong dung dich u (hinh chir thap) (cac ndng dd gia tang cua chéit bao quan
dong lanh duoc thu nhan bang cich pha lodng nhiéu bac trong ting budc U dung dich
sinh truéng vi khuan tir 100% xudng 50% xubng 25% xubng 12,5% xubng 6,25%
xudng 3,125% xudng 0% v&i dung dich chét bao quan dong lanh (b6t sita da tach chit
béo 5%, glyxerol 1% va trehaloza 10 %), 4) mau vi khuén lactobacillus dugc nang hoa
dong khd khong c6 trehaloza (tam gidc sAm mau). Thoi diém cac miu dwoc tai hydrat
hoéa 151 1,2,3,4,6,7 va 8 tudn sau dong kho dé danh gia suc séng ctia vi khudn sau
qua trinh bdo quan lanh c6 hodc khong cé trehaloza trong thoi gian 2 thang & nhiét do
phong trong sau khi dong kho. Mdi diém sb lidu trén Fig. 10 14 gi4 tri trung binh cua
hai mu gidng nhau da dong kho (mdi mau duoc kiém tra bdn 1dn) trir hai ngoai 1€: vi
khuén ty do véi trehaloza 10% & tudn 6 va vi khudn dugc nang hoéa vai trehaloza 10%

& tudn 8. RFU = don vi phat huynh quang twong ddi.

Fig. 11 14 céc nang Lactobacillus casei & cac thdi diém khac nhau sau khi bao
nang va dong kho, trong d6 Fig. 11A 1a cac nang Lactobacillus casei ngay sau khi
nang hoa, Fig. 11B 1a cdc nang Lactobacillus casei mdt ngay sau khi nang héa va
trude khi dong kho, va Fig. 11C 1a cac nang Lactobacillus casei dong khd da tai

hydrat héa.

Fig. 12 so sanh strc song cuia cac nang Lactobacillus casei mot ngay trudce va sau
dong kho.

Fig. 13 1a cac nang Bifidobacterium infantislongum & cc thoi diém khac nhau

sau nang ho6a va dong kho, trong d6 Fig. 13A 1a cic nang Bifidobacterium infantis mot
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ngdy sau khi nang hoéa va trudc dong kho, va Fig. 13B 14 cac nang Bifidobacterium

infantislongum ddng kho da tai hydrat hoéa.

Fig. 14 so sanh strc sbng cta cac nang Bifidobacterium infantislongum mot ngay

trude va sau dong kho.
M0 ta chi tiét sang che

Sang ché dé xudt phuong phap dong kho té bao dd bao nang, trong d6 phuong
phép nay c6 it nhit hai budc 1 lién tiép. O mbi bude 1, té& bao dugce nang héa nay dugc
Ui trong dung dich U chira chit bio quan dong lanh trong thoi gian phu hop, trong d6
ndng d6 chét bao quan déng lanh trong dung dich 0 duge gia ting & mdi budc u tiép
theo. TAc gia sang ché da phat hién ra tic dung béo vé cua phuong phéap nay ddi véi
tinh nguyén ven (ciu trac) ciia cic nang (chit lidu nang hoéa) ca trude va trong khi
dong kho. Ngoai ra, thoi gian clia d6 vilng bén bao quan cia cic nang chira té bao
duoc bao nang nay s& dugc kéo dai va sirc sdng clia té bao dwgc nang hoa duge gia
tang dang ké (xem phan Vi du thyc hién sang ché). G muc dd co ché hoat dong, khong
bi rang budc bai 1y thuyét, tac gia tin 1a khi cho té bao dugc nang héa vao it nhét hai
buédc 1 lién tiép theo phuwong phép cta sang ché s& 1am cho cac nang khong bi “xep

~99

VO

C6 thé thyc hién gia ting ndng dd chat bao quan dong lanh (lvu y 1 thuét ngit
“chit bao quan d6ng lanh” theo sang ché chi mot chit bao quan ddng lanh hodc hén
hop/td hop clia hai hodc nhiéu chét bao quan dong lanh) trong dung dich U trong sudt
hai budc 1 lién tiép bang nhidu cach. Vi du, ¢6 thé thém dung dich nguyén liéu chét
b&o quan dong lanh vao hdn dich té bao duoc nang hoéa, cho mdi buée 1. Vi du, néu st
dung chat bao quan dong lénh la DMSO, formafnit, N-metylaxetamit (MA), hay
propandiol, c6 thé sir dung dung dich nguyén liéu chit bao quan déng lanh tinh khiét
(dung dich nguyén liéu 100 %) va & mdi bude 1 cho thém lugng nhit dinh dung dich
nguyén liéu nay vao hdn dich té bao dé gia ting ndng do chit bao quan dong lanh
(xem Vi du 1 trong phén Vi du thyc hién séng ché). Theo cach khac, chéng han, ¢6 thé
str dung dung dich trong d6 té bao dugc nang hoa duge cho dong kho (nghia 1a dung
dich lam lanh hogc mdi truong bao quan lanh) dudi dang dung dich nguyén liéu ban

du dé c6 dwoc s gia ting ndng do chit bao quéan dong lanh. Céch st dung dung dich
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1am lanh cubi cing cho muc dich nay c6 wu diém 13 khong cin diéu ché thém dung
dich nguyén liéu cho budc 1 tiép theo. Phuong phép nay don gian hoa cich xir 1y cac
buéce U trong d6 st dung hdn hop céc chit bao quan déng lanh, ching han hdn hop bot
sita da tach chit béo véi glyxerol hodc hdn hop bot sita da tach chit béo, glyxerol va
carbohydrat nhu sucroza hoic trehaloza. Trong trudng hgp nhu vay, dung dich lam
lanh d3 didu ché (vi du sira da tach chit béo 5% (khéi luong/thé tich) va nude
glyxerolin 1% (thé tich/thé tich) hodc dung dich nudc cia sita da tach chit béo 5%
(khdi lwong/thé tich), glyxerol 1% (thé tich/thé tich) va dung dich carbohydrat 10%
(khéi Iugng/thé tich) nhu sucroza hoic trehaloza), duoc sir dung dé “pha lodng nhiéu
bac” moi trudong bao quan té bao dugc nang hoéa & mdi bude G. Vi dy, ¢6 thé thuc hién
“pha loang nhiéu bac” nhu sau. LAy tir lo dung ra mdt nira thé tich mdi truong té bao
trong d6 c6 té bao dugc nang hoa, va cho vao mét luong tuong duong dung dich 1am
lanh & budc U thir nhat. Sau d6, & té bao dugc nang héa trong thoi gian mong mudn va
sau d6 lai 14y ra 50% thé tich hdn hop U va thay bang luong thé tich twong duong
dung dich 1am lanh cho budc U thir hai. C6 thé lap lai cong doan nay thudng xuyén
néu mudn, nhd vay gia ting ndng do chit bao quan déng lanh cho mdi budc 1. Néu

can, c6 thé thuc hién budc & cudi ciing trong dung dich 1am lanh.

Thuit ngit “dong kho™ ¢on dugce biét 1a dong kho nhanh hay 1am kho & nhiét do
thip, dugc st dung theo nghia thong thudng nghia 13 gdm qué trinh 1am lanh miu chét
16ng, din dén su chuyén hoa dung dich c6 kha ning dong kho thanh d4, két tinh cac
chét tan ¢6 kha ning két tinh va hinh thanh chét nén v6 dinh hinh chta cic chét tan
khong c6 kha nang két tinh da gin voi hdn hop chua bi dong bang, sau do6 13 bay hoi
(thing hoa) nude tir chit nén vo dinh hinh nay. Trong qua trinh nay, su bay hoi (thing
hoa) ctia nudc da doéng bang trong nguyén liéu thudng dugc thuc hién trong didu kién
giam 4p suit xung quanh dé cho nuéc da dong bing trong nguyén liéu dugc thang hoa
truc tiép tir pha rin sang pha khi. Pong kho thudng bao gdm céc bude xtr Iy so bo,
1am lanh, dong kho so bd va dong kho thir cap.

Xt Iy so bd 12 phwong phép bét ky xir Iy san phdm can 1am, & day 1a xt Iy té bao
duge nang héa, truée khi lam lanh. Bude xir 1y so bd nay c6 thé, ching han 13 rira té

bao, thay ddi thanh phan ché phim (ttrc 12 bd sung cic thanh phin dé gia ting tinh 6n
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dinh va/hoic nang cao kha ning xit 1y), hay 1am giam lugng dung méi c6 ap suét bay

hoi cao hoic gia tdng dién tich bé miit.

Budc 1am lanh bao gdm phuong phép bat ky phit hop dé 1am lanh t& bao dugc
nang hoa. G quy md nhé, ching han trong phong thir nghiém, c6 thé 1am lanh bing
cach dit nguyén liéu trong binh déng kho va quay binh nay trong bé chira, con dugc
goi 13 thing 1am lanh, thing nay 1am lanh theo co ché co hoc, bang hdn hop da khod
v6i rugu nhu metanol hay etanol, hodc bang nito long. T4t nhién ciing c6 thé sir dung
cac thiét bi dong kho c6 ban trén thi truong nhu Thermo Scientific® Modulyo Freeze-
Dry System do Thermo Fisher Scientific Inc cung cip. O quy md 16n, thuong 1am lanh
bang cach sir dung may dong khé c¢6 kiém soat nhiét do ban trén thi truong. Lam lanh
té bao dugc nang héa thudong duogc tién hanh véi tdc d6 lam lanh nhanh, d tranh hinh
thanh tinh thé bing. Thuong thi nhi¢t d¢ lam lanh nam trong khoang tir —50°C dén
—80°C.

Budc tiép theo 13 sdy so bd. Trong pha nay, 4p sudt dugc ha thip (thuong nim
trong vai milliba), va cip luong nhiét vao nguyén liéu du dé nudc thing hoa. Luong
nhiét can thiét duoc tinh béng cach st dung 4n nhiét thang hoa cta phén t can lam
thing hoa. Trong giai doan sy so bd nay, khoang 95% nudc trong nguyén lidu duoc
thing hoa. Pha ndy c6 thé dién bién chdm (vai ngdy trén quy md cong nghiép), vi néu
c4p qua nhiéu nhiét thi cAu tric nguyén liéu s& bi bién dbi.

Budc déng kh thir cép tiép theo co thé 1a bude cubdi trong qua trinh déng khd.
Pha déng khé thir cAp nay nh';im loai nét, néu c6, cac phan tir nudc chwa dong bang, vi
bing da dugc loai trong pha dong kho so cip. Pé pha v mbi twong tac 1y-hoa bat ky
da hinh thanh gitta phén tir nudc va nguyén liéu da dong bang, trong pha nay nhiét do
thudng cao hon & pha dong khé so cip, va tham chi c6 thé cao hon 0°C. Théong
thuong 4p sudt cling duge ha thip trong giai doan nay dé tao didu kién cho giai hp
(thwong trong khoang microba, hodc 1a phan sé (gia tri khong nguyén) tinh theo
pascal). Sau khi qua trinh dong kho két thuc, 16p chan khong thudng bi pha v& bing
khi tro, nhu nito, trude khi dong goi té bao duoc nang hoa da dong khd va/hodc bao

quéan dé st dung tiép.
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Nhu d3 rd & trén, phuong phép theo sang ché 13 “xtt Iy so bd” va chuyén gia
trong linh vure s& hiéu dugc va c6 thé sir dung cliing véi phuong phéap da biét trong linh
vuc 1am lanh va dong kho chét liéu nhu vé6i cac chét lidu 13 t& bao tw do hodc t& bao

dugc nang hoa duge dé cap & day.

Theo d6, vi it nhat hai budc U lién tiép c6 thé duoc thuc hién cing véi cac
phuwong phap phi hop bit ky sau cac budc dong kho, sang ché ciing d& cap dén
phuong phép didu ché té bao dugc nang hoa cho dong kho, trong d6 phwong phap nay
c6 it nhit hai budc u lién tiép, trong d6 té bao duoc nang hoa dugc 4 & mdi bude o
trong dung dich @ ¢6 chira chit bao quan déng lanh trong thdi gian phi hop, trong dé
ndng d chit bao quan déng lanh trong dung dich i dugc gia ting & mdi budc u tiép
theo. Vi vay, mic du sang ché s& giai thich phuong phap dong khoé mot cach chi tiét
dudi day, can hiéu ring moi phwong 4n nay 13 twong dwong v6i phuong phéap didu ché

té bao dugc nang héa dé dong kho nhu dugc x4c dinh & day.

Theo sang ché, c6 thé thuc hién sb lugng it nhét hai bude u lién tiép nhidu dén
mirc mién 1 s6 lwong nay du dé tao ra tac dung mong mudn 1én, ching han, sirc sbng
té bao duoc nang héa sau déng kho. Theo phwong 4n minh hoa, phuong phép nay cé
3,4,5,6,7,8,9 hodc 10 budc 4, trong do6 néng d6 chét bao quan dong lanh dugc gia
ting & mdi budc i. Mbi budc 1 c6 thé dugc thuc hién véi thoi lugng thich hop, ching
han vé6i lugng thoi gian diu ¢ c6 dugce d 6n dinh dai han mong muén cho céc nang
va/hoic stc sdng cuia té bao duoc nang héa. Thoi gian U cling nhu s6 bude 0 phu hop
c6 thé dugc xac dinh bing thuc nghiém, ching han bing cach danh gia strc séng cua té
bao dugc nang héa sau dong khd va tiép theo (sau mot thoi gian nhét dinh) 13 tai
hydrat héa (ngdm nuéc) cac té bao nay (xem phan Vi du thuc hién sang ché). Theo
mot phuong 4n, thdi gian U thudng tir khoang vai phut dén vai gid cho mot bude u
(xem phﬁn Vi du thyc hién trong dé té bao vi khuén duoc 0 trong khoang 25 phut cho
mdi bude 1). C6 thé u khong cin khudy nhung ciing ¢6 thé c6 khudy (nhu lic hay
quay 6ng) dé nang cao kha nang hip thu chit bao quan ddéng lanh cho chét liéu nang
héa va nhitng té bao nay.

Theo mdt phuong 4n ctia phuong phap theo sang ché, st dung ciing mét chét bao

quan d6ng lanh hodc hdn hop cta nhié chét bao quan dong lanh cho mdi bude u. Chét
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bao quan dong lanh c6 thé 1a chét bit ky c6 kha ning tao ra tac dung bao vé chdng bi
pha hiy cho chét liéu bao néng duge st dung hay té bao duoc nang hoéa trong qua
trinh déng kho. Vi du vé nhiing chit bao quan dong lanh phi hop 13, nhung khong chi
giéi han ¢, sita dd tach chit béo, glyxerol, dimetylsulfoxit (DMSO), formamit, hdn
hop cta formamit va DMSO, N-metylaxetamit (MA), polyvinylpyrrolidon, propandiol
(1,2-propandiol hodc 1,3-propandiol hay hdn hop ctia ca hai chit niy), propylen
glycol, albumin huyét thanh, hén hop cta albumin huyét thanh v6i metanol,
carbohydrat va alginat. Vi du vé cac chét alginat c¢6 thé duoc sir dung 1am chit bao
quéan dong lanh 13 alginat Satialgine® hay alginat Algogel® déu 14 cac chét do Cargill
cung cip (xem tai liéu P. Capelaa et al, “Effect of cryoprotectants, prebiotics and
microencapsulation on survival of probiotic organisms in yoghurt and freeze-dried

yoghurt” Food Research International Volume 39, Issue 2, March 2006, Pages 203—
211)

Vi du vé carbohydrat c¢6 thé duge st dung 1am chit bao quan déng lanh 13,
nhung khong chi giéi han &, sucroza, glucoza tron véi metanol, lactoza, trehaloza,
raffinoza, dextran, pectin (Vi du, Unipectine™ ciing do Cargill cung cép va duoc tai
lieu d& cap 1a chat bao quan dong lanh theo P. Capelaa et al, Food Research

International Volume 39, néu trén), tinh bot hydroxyetyl (HES), va xenluloza sulphat.

Ciing c6 thé sir dung hdn hop ctia hai hodc nhidu chét bao quan déng lanh trong
dung dich W, vi du (nhung khong nhdm muc dich gidi han) 1a hdn hop cua sita da tach
chat béo véi glyxerol hodc hdn hop cia sita da tach chét béo vé6i carbohydrat (xem
phan Vi du thyc hién sang ché). Theo phuong 4n nay, c6 thé gia ting ndng do cua chi
mdt trong sb cac chit bao quan dong lanh & cac bude u lién tiép trong khi ndng do cta
chit bao quan dong lanh con lai (hodc cac chit tiép theo) duogc giit khong ddi trong
qué trinh 0 (xem phin Vi du thuc hién). Theo mét phwong 4n, chit bao quan dong
lanh c6 ndng @0 dugc gitt khong ddi c6 thé 14 chit duge chon tir sucroza, hén hop
glucoza véi metanol, lactoza, trehaloza, raffinoza, hodc dextran. Theo mdt phuong an
cu thé, ndng d6 cua sita da tich chét béo dwgc gia ting & mbi budce trong it nhat hai

budc 1 lién tiép trong khi ndng dd carbohydrat (nhu sucroza, hdn hop glucoza véi
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metanol, lactoza, trehaloza, raffinoza, hodc dextran) dugc gilt khong dbi trong it nhét
hai buéc 1 lién tiép nay.

C6 thé str dung té bao phi hop bt ky (dwgc nang héa) trong sang ché nay. Té
bao dugc nang héa nay co thé 12 t& bao nhan chuén hoic té bao nhan so hoic hdn hop
ctia mot s6 té bao nhan chudn hodc mot sb t& bao nhan so. Nhitng té bao nay ciing ¢6
thé 13 hdn hop t& bao nhan so vai té bao nhan chuén. Vi du vé té bao nhan chuén 13,
nhung khong chi gigi han 6, té bao dong vat co6 vu, té bao ndm hoic t& bao ndm men.
Mot vi du té bao dong vat ¢6 vii v6i muc dich minh hoa thudn tay 14 t& bao biéu mé
sic t6 vong mac ngudi (RPE) dugc dé cap trong tai liéu: Wikstrdm et al. “Viability of
freeze dried microencapsulated human retinal pigment epithelial cells” Eur. J. Pharm.
Sci.Volume 47, Issue 2, 29 September 2012, Pages 520-526 hoic té bao gbc trung mé
dwgc d& cap trong tai liéu: Gordon et al, 2001, “Recovery of human mesenchymal
stem cells following dehydration and rehydration” Cryobiology 43, 182. M4t vai vi du
minh hoa vé& té bio nim men phit hop 13 Saccharomyces, Debaromyces, Candida,
Pichia va Torulopsis. Vi du vé té bao ndm 13, va khong nhdm muc dich gidi han,
Aspergillus, Rhizopus, Mucor hodc Penicillium. Té bao nhén so dwgc sir dung theo
sang ché c6 thé 14 té bao vi khudn.Té bao vi khuin nay c6 thé 12 t& bao vi khuin wa khi
hoic yém khi. Theo mdt phwong 4n ctia phuong phép theo sang ché, nhitng té bao vi
khuén nay c6 thé dugc chon tir nhém gdm Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium,
Fusobacterium, Melissococcus, Propionibacterium, Streptococcus, Enterococcus,
Lactococcus,  Staphylococcus,  Peptostrepococcus,  Bacillus, = Pediococcus,
Micrococcus, Leuconostoc, Weissella, Aerococcus, QOenococcus, Geobacillus,

Lactobacillus va hdn hop céc té bao nay.

Theo mot phuong én cua phuong phép nay, té bao dugc dem U theo mo ta & day
1a té bao probiotic. Vi du vé t& bao probiotic phi hop 13, nhung khong chi gi6i han &,
Saccharomyces cereviseae, Bacillus coagulans, Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis, Bifidobacteriumangulatum, Bifidobacteriumanimalis,
Bifidobacteriumbifidum, Bifidobacteriumbreve, Bifidobacteriuminfantis,
Bifidobacteriumlactis, Bifidobacteriumlongum, Enterococcus faecium, Enterococcus

faecalis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus
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alimentarius, Lactobacillus  bulgaricus, Lactobacillus casei subsp. casei,
Lactobacillus caseiShirota, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus farciminus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus lacti, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus rhamnosus (Lactobacillus GG), Lactobacillus sake, Lactobacillus
salivarius, Lactobacillus thermotolerans, Lactobacillus mucosae, Lactococcuslactis,
Micrococcus varians, Pediococcusacidilactici, Pediococcuspentosaceus,
Pediococcusacidilactici, Pediococcushalophilus, Streptococcus Jfaecalis,
Streptococcus thermophilus, Staphylococcus carnosus, Staphylococcus xylosus va hn

hop bt ky ciia cac té bao nay.

Theo mdt phuong an, cu thé 1a khi té bao vi khudn hodc t& bao nhan chuin nhu
ndm men dugc st dung, nhitng té bao nay dang & pha sinh trudng theo ham mii khi
dwoc nang hoa. Tuy nhién, cling ¢6 thé bao nang va tiép theo 13 dong kho nhiing té
bao dang & pha sinh truéng bat ky, ching han té bao dong vat c6 va di sinh trudng

dén pha nhap dong (xem tai liéu: Wikstrdm et al, Eur. J. Pharm. Sci. (2012), néu trén).

Theo phuong an dién hinh, t& bao dugc nang hoa trong vi nang c¢6 thanh nang
x6p. Thanh nang xdp (vo) c¢6 thé chira chét liéu dwoc chon tir nhém gdm polyme
alginat, collagen, gelatin, chitosan, agaroza, polyme poly-lysine, polyme xenluloza

sulphat va td hop cac chit nay.

Luu y 1a thuit ngit “dugc nang héa” duge st dung trong ban md t4 nay c6 nghia
thong thudng trong linh vire nay. Nang hoa 13 ¢ chi qué trinh hinh thanh vo boc lién
tuc bao quanh chit nén tro hodc bao quanh té bio nam tron trong thanh nang véi nhan
chét liéu bao nang chinh 12 t& bao hay chét nén nay. Nang héa ciing khéc véi “gén cb
dinh” 13 qué trinh by bat chat lidu nhu té bao nim trong hay xuyén sut chit nén.
Nguoc v6i nang hoa, gin ¢d dinh 13 qué trinh ngiu nhién tao ra kich thuéc phan ti
khong xac dinh noi c6 ty 1€ phén tram cac yéu t6 da ¢d dinh s& dugc phoi nhiém trén
bé mit. Nang héa hay vi nang héa (c4 hai thuat ngit nay c6 thé thay thé dugc cho
nhau) gitip phan cach chét liéﬁ nhan khéi méi trudng ctia né, nho vy ning cao tinh on

dinh cia nhan va kéo dai do vitng bén bdo quan cta chat liéu nhan. Cau tric dugce
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hinh thanh béi chat tao vi nang hda xung quanh chét liéu nhan dwoc goi 14 thanh hay
v6 nang. Hé thanh nang thuong dugc thiét ké c6 tinh chit bao vé dugc chit liéu nhan
va dé giai phong nhan sau nay trong didu kién cu thé ddng thoi cho phép nhimg phan
tir nhé di vao va di ra khoéi thanh nang x6p (c6 chirc ning nhuw mang). Vién nang bt
ky va vat liéu bao nang c6 thé dugc cho dong kho theo nhu mé ta & day. Vi du, vién
nang c6 thé c6 kich thudc nim trong khoang tir dudi micron dén vai milimet va c6 thé
c6 hinh dang khac nhau.

Theo d& cdp & trén, mot sé polyme sinh hoc loai ding cho thuc phim nhu
alginat, tinh bot, gdbm xanthan, gdm guar, gdm carob va gom carrageenan ciing nhu
protein nuéc sita d dugc kiém nghiém 1am chit vi nang héa dé bao vé, ching han bao
vé t& bao vi sinh nhay cam véi axit & cac mirc do thanh cong khac nhau. Gan day c6
thé xem tai liéu: Islam et al. “Microencapsulation of Live Probiotic Bacteria” J.
Microbiol. Biotechnol. (2010), 20(10), 1367-1377. C6 thé st dung tt ca cac chét liéu
nang héa nay va tit ca cac vi khuin probiotic trong tai liéu ndy cho phuong phap cia
sang ché. Vi du, c6 thé xem khai quat vé tit ca cac vat liéu nang héa va nhing té bao
vi sinh c6 thé duoc st dung cho sang ché trong don yéu cu cip patent véi cong bd
qubc t& s6 WO 2012/101167 “Protection Of Microbial Cells From Acidic

Degradation”.

Polyme alginat, néu dugc str dung lam vét liéu nang héa mong muébn cho té bao,
c6 thé 1a polyme alginate tinh khiét, polyme alginat-tinh bot bién tinh, alginat-inulin-
gom xanthan, alginat va polyme poly L-lysin, polyme chitosan/alginat va polyme
chitosan/xanthan. Vi du vé& cac vat liéu nang hoa alginate da dugc dé cap trong tai
li€u: Wikstrom et al, n€u trén hodc trong don yéu cau cAp patent cong bd qudc té sb

WO 2012/101167 va céc tai lidu vién din trong coéng bd nay.

Theo phwong an khac cta sang ché, vat liéu nang hoa c6 thé 1 polyme xenluloza
sulphat. Polyme nay cé thé 13 polyme xenluloza sulphat dd biét bt ky, bao gdm
nhung khong chi gigi han &, polyme xenluloza sulphat c6 chtta phirc hop dugc hinh
thanh tr natri xenluloza sulphat (NaCS)/poly[diallyl(dimetyl)amoniumclorua]
(pDADMAC). Vi du v& vat liéu alginat nang hoa dugc dé cép trong don yéu cdu cip

patent ¢6 s6 cong bd qudc t& WO 2012/101167 va tai lidu vién dan trong cong bd nay.
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Theo mot phuong 4n cia phuong phap dong khd t€ bao dugce nang hoa (hodic
phuong 4n ciia phuong phap diéu ché té bao duge nang héa dé dong kho), sau it nhét
hai budc 1 lién tiép té bao dugc nang héa niy duoc chuyén dén madi truong dong khd
phit hop ma khéng c¢6 bude rira trung gian. Thuat ngit “budc rira” c6 nghia cu thé 1a
bude xir Iy trong d6 té bao G duoc tiép xtc v6i dém rira/mdi truong khéng c6 chét bao

quéan dong lanh.

Theo phwong 4n khéc, t& bao dugc nang héa nhu té bao vi khudn duoc dong khd
trong méi truong dong khé phi hop sau buée 1 cubi. Theo phuong an niy, mdi trudng
dong khod ciing c6 thé chira chat bao quan dong lanh. Theo d6, moi trudong dong khod

nay chira chit bao quan dong lanh giéng nhu trong dung dich .

Vi du vé chit bao quan dong lanh phit hop c6 thé duge sir dung trong bude 1am
lanh (budc nay c6 thé dugc thuc hién sau phuong phap cia sang ché) 13, nhung khong
chi gi¢i han &, sita da tach chét béo, glyxerol, dimetylsulfoxit (DMSO), formamit, hdn
hop ctia formamit va DMSO, N-metylaxetamit (MA), albumin huyét thanh, hdn hop
cia albumin huyét thanh vé&i metanol, polyvinylpyrolidon, propandiol, propylen

glycol, carbohydrat va alginat, va chi 1a vi du minh hoa.

Vi du vé chit bao quan dong lanh gdc carbohydrat pht hop 13, nhung khéng chi
giéi han &, sucroza, hdn ﬁqp glucoza va metanol, lactoza, trehaloza, raffinoza,

dextran, pectin, tinh bot hydroxyetyl (HES) va xenluloza sulphat.

Theo phuong 4n dién hinh cta bude 1am lanh nay, méi trudng dong kho 13 dung
dich nudc c6 chira mot hay nhiéu chit bao quan dong lanh vbn duge chon cho budc

lam lanh nay.

Theo mb ta & trén, sang ché ciing dé cap dén té bao dugc nang hoa da dong khod
da nhan duge tir phwong phép da dé cap. Sang ché ciing dé cap dén hop phan chira té
bao dugc nang héa nhu d& cap cing vdi chit mang pht hop. Vi dy, chit mang nay c6
thé 14 chit mang thong thuong dugc st dung trong duge phidm, m§ pham hay thuc
phim. Hop phén dugc dé cép.ne‘ly c6 thé 13 thuc phim chirc nang, m§ phim hodc dugc

pham.
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Vi du vé m§ phdm trong d6 c6 té bao da bao nang ciia sang ché 1 cac hop phin
ding khu trd nhu xa phong (c4 dang 16ng hay rin), nudc rira, m§ phim trang diém,
kem boi, gel tim, mudi tim, hay nudc goi d4u. Vi du minh hoa v& cac hop phén nay
chira t& bao vi khudn probiotic nhu Lactobacillus, Bifidobacterium hodc Bacillus
coagulans (vi du ching GanedenBC3'® (Bacillus coagulans GBI-30, 6086 cla
GanedenBiotec, Cleveland, Ohio, USA). Cac m§ phdm nay c6 thé dugc sir dung dé
nang cao kha ning 1am 4m da, tinh dan hdi, cai thién nép nhan dudi mét hay giam céc

nép nhdn nheo & ngudi.

Néu str dung té bao duge nang hoéa thu duoc theo sang ché hay hop phin chua té
bao nay lam phu gia cho thuc pham, thi thuc phim nay, ching han, ¢6 thé 13 ngii cbc
hay san phim 1am tir sita nhu yoghurt, stta d6ng, banh pudding, pho mat ndng trai, hay
bo. Néu duge sir dung lam phu gia cho thuc phim nhu yoghurt hay pudding, t& bao
dugc nang héa cia sang ché hay hop phan chira té bao duge nang hoa nay c6 thé dugc
bao quan trong ngin riéng cta tii dung thuc phdm. Vi dy, ngin riéng nay c¢6 thé cudn
lai duge dé day hét lugng chira trong d6 ra, c6 nghia 1a té bao duogc nang héa cia sang
ché hoic hop phan twong ng dwoc diy vao ngan con lai cia tai dung thuc phdm, vén
da dugc d6 day, ching han, bing yoghurt hay pudding. St dung ngan dung riéng nhu
vay cho phép bd sung thém, ching han, t bao probiotic dwoc nang hoa vao thuc phim

ngay trudce khi an.

Lién quan dén khia canh nay, sang ché ciing d& cap dén cac tng dung dugc phim
va thue phdm thudc bd dudng khac nhau. Cac (g dung nay 13, nhung khong chi giéi
han &, diéu tri hay phong ngira bénh tiéu chay, bénh tiéu chay do khang sinh gdy ra,
viém khép, ching béo phi, hdi ching rudt bi kich thich, chiing ¢ chua, héi chirng mét
méi man tinh va cic dang bénh 1y khac do mét can bing quan thé vi khuin trong rudt.
Pé ding cho cac img dung nay, t& bao dugc nang héa cia sang ché hoic hop phan
chira té bao dugc nang héa nay dugc dua vao ca thé, thuong 14 dong vat c6 v nhu
nguoi hay dong vat nudi & nha hay trang trai nhu meo, ché, ciru, bo, lon, gia cAm hoic

cd, chang han.

Sang ché con d& xult hop phan phi hop dé 1am lanh t& bao, trong d6 nhitng té

bao nay c6 thé dugc nang hoa hodc khong bi nang héa (tr do). Hop phan nay chira sita
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da tach chét béo, glyxerol va carbohydrat. Vi vdy, hop phin nay c6 thé 1a dung dich
lam lanh (hodc dung dich bado quan dong lanh) dugc st dung cho phuong phap dong
kho bét ky dugc dé cap va da biét trong linh vuc nay. Vi vy hop phan nay chira chét
mang cho chit bdo quan dong lanh (nghia 13 sita da tach chit béo, glyxerol va
carbohydrat). Chit mang nay thuong 13 (dang tinh khiét) nuéc hoic dung dich c6

nudc chira mudi, chdng han.

Theo mét phuong 4n ctia hop phan nay thi carbohydrat c6 thé 13, nhung khéng
chi gi6i han &, sucroza, hdn hop glucoza va metanol, lactoza, trehaloza, raffinoza,
dextran, pectin, hydroxyetyl tinh bot (HES), xenluloza sulphat va hdn hop cia céc
chit carbohydrat nay. Theo mdt phuong 4n carbohydrat nay 1 sucroza, lactoza,

raffinoza hodc trehaloza.

Sita da tach chét béo c6 thé c6 mit & ndng dd phit hop bt ky dé tao ra tac dung
béo vé hiru hiéu cho té bao hodc té bao dugc nang hda trong qud trinh 1am lanh. Theo
mdt phuong 4n, sita da tach chét béo ¢ thé c6 trong hop phan (dung dich 13m lanh)
ctia sang ché & ndng d6 ndm trong khoang tir 1% (khéi lugng/thé tich) dén 10% (khdi
lwong/thé tich). Theo d6, luu y la sita da tach chit béo (con duoc biét 1a sira gay) duoc
sir dung theo nghia thong thuong dé chi loai stta nhan dugc sau khi toan bd phin kem
(con goi 1a chit béo cua sita) duoc tach ra khoi sita nguyén. C6 thé st dung sita da
tach chit béo/sita gay bt ky c6 trén thi trudong trong dung dich 1am lanh/hop phin
theo sang ché. Thong thudng, bt sita da tach chit béo dugc st dung dé didu ché hop
phan 1am lanh cta sang ché. Vi vy, ndng do cua sita d3 tach chit béo dugc dé cap &

day dudi dang trong lwong-% sira da tach chit béo trén thé tich dung dich 1am lanh.

Glyxerol ciing ¢6 thé c6 trong hop phan cta sang ché v6i ndng d6 phi hop bét
ky ¢c6 tac dung bao vé hiru hiéu cho té bao dugc nang héa trong qua trinh 1am lanh.
Theo médt phwong 4an, glyxerol ¢6 thé c6 trong dung dich 1am lanh cua sang ché véi
ndng do nim trong khoang tir 0,2% (khéi lugng/thé tich) dén 5% (khdi lugng/thé
tich).

Carbohydrat ciing c6 thé c6 trong hop phan cia sang ché véi ndng d phi hop
bat ky tao ra tac dung bao vé hitu hiéu cho té bao hoic té bao dugc nang hoéa trong qua

trinh 1am lanh. Theo phuong 4n tiéu biéu, carbohydrat ¢6 thé c6 trong dung dich lam
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lanh clia séng ché & ndng d6 nim trong khoang tir 1% (khéi lwong/thé tich) dén 15%
(khéi lwgng/thé tich).

Theo mot phuong 4n cho hgp phin nay, sita da tach chét béo c6 mit véi ndng do
nim trong khoang tir 3% (khdi luong/thé tich) dén 8% (khdi lwong/thé tich), glyxerol
c6 mit v6i ndng d6 nim trong khoang tir 0,5% (khdi lwong/thé tich) dén 2% (khéi
lwong/thé tich) va carbohydrat c6 mit voi ndng do ndm trong khoang tir 5% (khéi
lwong/thé tich) dén 13% (khdi luong/thé tich). Theo phuwong 4n nita, hop phin lam
lanh ctia sang ché chra sita tach chét béo c6 ndng dd khoang 5% (khébi lugng/thé tich),
glyxerol ¢6 ndng dd khoang 1% (khéi lwong/thé tich) va carbohydrat c6 ndng o
khoang 10% (khéi lwong/thé tich). Nhim muc dich minh hoa, can luu ¥ 14 dung dich
nhu vay c6 thé dugc didu ché bang cach ldy 1g glyxerol, 5 g bot sita da tach chit béo
va 10g trehaloza cho vao dung cu do loai 100ml. Sau do, thé tich dung dich dugc didu

chinh dén 100ml bang nuéc vo tring duge cét hai 1an.

Lién quan dén phdn mo ta & trén, hop phin cua séang ché chira sita da tach chét
béo, glyxerol va carbohydrat ¢ thé dugc st dung dé 1am lanh té bao duoc nang héa
nhw dd dé cap. Tuy nhién, hop phin chta sita dd tach chat béo, glyxerol va
carbohydrat nay cfing c6 thé duoc sir dung dé diéu ché té bao dwoc nang hoa cho dong
khd, nghia 12 & cac budc u lién tiép té bao duwoc nang héa véi ndng do gia ting cua
chit bao quan dong lanh nhu da d& cap. Theo do, sang ché ciing d& cap dén phuong
phép didu ché t& bao dugc nang hoa dé déng kho,trong d6 phuong phap nay c6 bude U
té bao dugc nang hoa trong hop phin cta sang ché vén c6 chua sita da tach chat béo,

glyxerol va carbohydrat.

Sang ché s& dugc minh hoa cu thé hon béng Vi du thye hién dudi day, tuy nhién

céc vi du ndy khong nhiam muc dich gi6i han pham vi bao ho sang ché.
Vi du thye hién sang ché

Vi du 1: Pong khé vdi chit bio quin déng lanh dwoc thém din tung buwdc vao

dung dich v

Dit liéu thuc hién:
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Vi khuén probiotic Lactobacillus acidophilus dugc nang héa, dong kho, da tai
hydrat héa va duoc kiém nghiém hoat tinh chuyén héa 14 thudc do stc séng. Phén tich

céc nang theo tinh nguyén ven céu tric sau dong kho va tai hydrat hoa.
Nang hoa vi khuin:

Thu hoach gidng cAy vi khuin Lactobacillus acidophilus c6 mat do quang OD 1a
1 & budc séng 600nm va thuc hién nang hoda trong natri xenluloza sulphat va poly-
diallyl dimetyl amoni clorua (pDADMAC—con goi 1a Gel8 theo phén loai danh phap
qudc t& thanh phdn m§ phdm International Nomenclature Cosmetic Ingredient
(INCI)). Vi khuin dugc nang hoa duge nudi cdy trong méi trudng de Man, Rogosa

and Sharpe (MRS) & 37°C ¢6 lic véi the do 50 vong/phit.
Dong kho (lam lanh nhanh)

Vi khudn duoc nang héa va vi khuén tr do dugc déng bing trong bé etanol/da
kho bang cach sir dung thém dan ting budc sita da tach chit béo 5%, glyxerol 1%
hodc DMSO trong nudc vo trung dugc cat hai 14n lam chét bao quan dong lanh va sau
d6 bao quan & -80°C. Moi truong 1am lanh cho vi khuén ti do 14 gidng nhu cho vi

khuén duge nang héa chi khac 1a khong dugc bd sung dan tung budc.

D061 voi t€ bao vi khuan duge nang hda, cac chat bao quan dong lanh dugc bo

sung déan theo timg budc nhu sau:
Quy cach chung (cho “pha loing nhidu bac” méi trudong nudi ciy):

Str dung tdi da 1.000 nang trén mot ml hoac bodi sb bat ky ctia nd, dit cac nang
(c6 chira vi khuan) vao dng nghiém Falcon loai 50ml chtra méi trudong MRS méi. Hon
dich té bao nay (dung dich 1) dugc nhén thém 0,5ml/ml méi trudong 1am lanh 13 chét
bao quan dong lanh dé tao ra mdi truong 1am lanh ¢6 ndng do chét bao quan dong
lanh 50% (th8 tich/thé tich). Mot cach khai quat, néu tdng thé tich hdn dich t& bao 1a
1ml, thi sau d6 14y ra 0,5ml méi trudng va cho vao 0,5ml méi trudng 1am lanh dé nhan
dugc dich pha lodng 50% ctia c4 hai). U té bao duoc nang héa trong 25 phut va sau d6
ddi tiép 50 % (thé tich/thé tich) dung dich 4 sang méi truong bao quan dong lanh
(nghia 13 truong hop tong thé tich 1a 1ml, thi 14y ra 0,5ml va cho vao 0,5ml méi

truong 1am lanh dé tao ra méi truong lam lanh n@)ng dd 75% (thé tich/thé tich). U lai
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1an nita trong 25 phut truéce khi lai thay 50% méi truong G bang méi truong 1am lanh
trong cac buéc tiép theo. O budc 1 cudi cling, mdi trudng quanh vién nang 13 moi
trudong lam lanh 100%.

(A) Thém dan timg budc chit bio quan dong lanh DMSO

Dit 16 nang trong éng nghiém Falcon loai 50ml c6 chira 9ml méi truong MRS
m&i. Hbn dich té bao nay (dung dich &) dugce nhan thém 2001 DMSO 1am chét bao
quan dong lanh dé thu duge ndng d6 DMSO ban diu 13 khoang 2% (thé tich/thé tich).
U té bao dugc nang hoa trong 25 phit va sau d6 cho thém 2001 DMSO dé thu dugc
ndéng d6 DMSO 13 khoang 4,2% (thé tich/thé tich). Lai @ tiép 25 phut trudc khi 200pl
DMSO dugc thém trong 3 bude tiép theo dé co duoc ndng d6 DMSO cubi cing 1a
10% (1ml DMSO trong 10ml dung dich ).

(B) Thém dén ting budc hdn hop sita da tach chét béo/glyxerol 1am chit bao quan
dong lanh (sita d tich chét béo 5% va glyxerol 1% trong nudc)

Theo d6, 100 nang 16n duge lam bing tay dugc cho vao éng nghiém Falcon loai
50ml c6 chira 9ml méi trudng MRS méi. Liy ra Sml mdi truong MRS tir éng Falcon
va bd sung thém 5ml dung dich & c6 chira sita d tach chit béo 1am chét bao quan
dong lanh (sita da tach chédt béo 5 % (khéi luong/thé tich) va glyxerol 1% (khéi
lwong/thé tich) trong nuéc) & cac bude  tiép theo. Trong thir nghiém nay, sdu bude U
duoc thuc hién, trong d6 ndng d6 chit bao quan dong lanh dugc gia ting theo thi t 1
50%, 75%, 87,5%, 93,75%, 97%, va 100%, c6 nghia 1a & bude 1 cudi ciing céc té bao
dugc nang héa c6 trong mdi truong lam lanh. Thoi gian G & mdi bude sau khi thém
sita dd tach chit béo 1am chit bao quan dong lanh 13 khoang 25 phit. Tai thdi diém
cudi mdi bude 4, cac nang bi roi xudng theo trong luc, nhd vay méi trudong  duoc hut
ra bang éng hat pipet. Sau budc & cudi cung véi sita di tach chit béo 5% (khéi
lwong/thé tich) va glyxerol 1% (khéi lwong/thé tich) trong nudc, ca vi khudn duoc
nang héa déng bing va vi khudn tw do sau d6 dwoc dua truc tiép vao dung dich lam
lanh nay (nghia 12 khong c6 budc rira bat ky) dé dong khd nhanh qua dém. D& dong
khd, trude tién cac nang cong mdi truong 1am lanh 100% bi 1am sbc lanh bang cach
ding bé etanol 96%/da kho. ‘Céc vién nang sbc lanh nay sau d6 dugc bao quan & -

80°C hozic dem dong kho ngay 1ap tirc. C6 thé sir dung bit ky may dong khé cho qua
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trinh déng kho nhanh theo huéng din ctia nha san xuét. Trong thir nghiém nay, may
Thermo Scientific ModulyoD-230 da dugc sir dung. Két qua thir nghiém c6 trong Fig.
1 dén Fig. 9. C6 thé thdy tir anh chup kinh hién vi cic nang trén Fig. 1, cac budc u
nang lién tiép theo phwong phap cua sang ché tao ra bao nang nguyén ven sau tai
hydrat héa va vi vdy tang tinh nguyén ven ciu triic ctia qué trinh nang héa. Lién quan
dén khia canh nay c6 thé xem c4 anh chup trén Fig. 4 va Fig. 5 cho thiy c4c nang
xenluloza sulphat d3 duoc xtt Iy theo phwong phap ciia sang ché (sir dung ndng do gia
tang clia sira da tach chét béo trong cac budc 1) va sau d6 dong khd trong nito 16ng
hodc etanol/da khé van duy tri dugc dang hinh cAu ban d4u cia minh véi bé mat tron
muot sau tai hydrat hoa trong khi, nhu thy r6 trén Fig. 6 dén 9, cac nang da dong kho
trong cic dung dich dém khac nhau khéng c6 chit bio quan dong lanh bi hu hong
hodc bi pha hiy manh.

Ngoai viéc duy tri dwoc tinh nguyén ven cdu tric cho nang chtra té bao, phuong
phap dong kho theo sang ché ciing tao ra ty 16 sng cao hon dang ké cho té bao dugc
nang héa. Fig. 2 cho thiy tac dung bao vé cic nang (giit nguyén ven) cho vi khuén thir
nghi€ém trong qué trinh dong kho khi st dung dung dich 0 chira lwgng gia ting sita da
tach chit béo va glyxerol 1am chit bao quan dong lanh trong qu4 trinh 1am lanh. Tac
dung bao vé duge kiém nghiém bing thir nghiém strc sdng tién hanh mét ngay sau khi
da dong khd va sau d6 1a tai hydrat hoa vi khudn da dong kho. Stre séng nay duoc dem
so sanh véi té bao vi khuin méi nang héa 1am tham chiéu va dugc biéu dién dudi
dang % séng. Nhu minh hoa trén Fig. 2, sau khi duoc dong kho theo phuong phép cua
sang ché, cac nang bao vé duge vi khuén trong qué trinh dong kho (té bao vi khuin da
bao nang c6 ty 18 sdng 98% so véi ty 1& sbng 25% & té bao vi khuan tu do), nghia 1a

strc song cuia vi khuan dugc nang héa 1a cao hon dang ké so véi vi uan tu do.

Fig. 3 so sanh hai dung dich u khic nhau da dugc st dung trong Vi du nay (dung
dich G 1: mdi trudng MRS chira lugng DMSO gia ting 1a cht bao quan déng lanh,
dung dich 0 2 chira lwong sita da tach chét béo gia ting) theo ty 16 sdng cta vi khuin
trong qué trinh déng kho. Theo Fig. 3, & v6i ndng dd gia ting cla sita da tach chit béo

(con c6 thém glyxerol 14 chét bao quan dong lanh bd sung) tao ra ty 16 séng khong dbi
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khi so sanh véi t& bao vi khudn méi bao nang chua qua dong khé, trong khi xtr Iy bang

DMSO thi it hiéu qua hon véi ty 16 séng chi 14 9%.

Vi du 2: Tdc dung ciia trehaloza va siva dd tich chit béo lam chit bdo quéin dong
lanh Ién ty I¢ song ciia vi khudn Lactobacillus dd bao nang bdng natri xenluloza

sulphat

Trong Vi du nay, ty 1 séng ctia Lactobacillus acidophilus d3 bao nang, dong kho
duge kiém nghi€ém vd&i c6 hodc khong cé trehaloza 10% la chét bao quan dong lanh
dwoc bd sung vao khi bao quan trong diéu kién méi truong xung quanh. Dung dich
dong kho cling dugc st dung ‘cho cac budc 1 lién tiép 1a dung dich nuéc chira sita tach
chit béo 5% (khdi luwong/thé tich), glyxerol 1% (khéi luong/thé tich), va trehaloza
10% (khdi lugng/thé tich).

Chi tiét thir nghiém:

Lo dung vi khuln probiotic dd déng bang trude d6, Lactobacillus acidophilus
dugc 1am tan bang tir -80°C va cho 20ul vi khuén nay vao 50ml méi truong MRS. Sau
d6 vi khudn nay dwoc nudi cdy qua dém & 37°C c6 lic ¢ tbe d6 50 vong/phut. Ngay
hom sau, x4c dinh mét do quang ctia gidng cy vi khuin nay & 600nm (OD600) trén
thiét bj Tecan Infinite M200. Thong thudong s6 do OD600 bang 1 13 twong tmg v6i khi
vi khudn dang & pha sinh tru.(mg theo ham mil. Vi khudn nén & pha sinh truéng theo

ham mii khi dugc nang héa.

Dé nang hoa vi khuan, 100ul gidng cdy vi khudn c6 OD600 bang 1 dugc tron voi
2ml natri xenluloza sulphat 1,8% c6 chtra natri clorua 0,9%. Dung xylanh loai 5ml va
kim loai 23G cho qué trinh nang héa. Trdn gidng ciy vi khudn v6i natri xenluloza
sulphat va nho vao bé gelatin hoa chira 150ml pDADMAC 1,3% (24kDa), natri clorua
0,9%. Pé cac nang gelatin héa trong pDADMAC trong 4 phut. Sau d6, cho vao 300ml
nude mudi duge dém phosphat 1x (PBS) va rira nang trong 8 phut. Liy ra 300ml dung
dich rira va thém tiép 400ml PBS vao va rira nang thém 4 phut nita. Sau d6 hut can
dung dich rira ra va rira tiép 3 1in bang PBS mdi 14n100ml, sau d6 14 rira 3 1an mdi 1an
bang 30ml MRS méi. Chuyén cac nang sang lo hinh nén loai 250ml ¢6 chira 100ml
mdi trudong MRS méi. Nudi cdy cac nang ndy qua dém & 37°C véi lic & tbe do 50

vong/phut.
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D6i voi vi khudn tu do, chuyén 5ml giéng cdy qua dém Lactobacillus c6
OD600=1 vao dng nghiém Falcon loai 15ml va ly tdm & 3000g trong 5 phut. T4i tao
huyén phu céc thé vién vi khuln nay trong 5ml méi trudng bao quan lanh (sita da tach
chit béo 5% (khdi lwong/thé tich), glyxerol 1% (khéi lugng/thé tich) trong nudce) cb
hoic khong c6 trehaloza 10% (khdi lwong/thé tich). Huyén phu vi khudn tai tao nay
sau d6 dugc phan méu thanh cic phan 10 x 0,5ml trong cic 6ng nghiém Falcon loai
15ml. 5ul huyén phu té bao tai tao nay dugc cho vao mdi 15 trong 4 15 giéng cla dia
loai 96 giéng va thuc hién thir nghiém Alamar Blue d& x4c dinh hoat tinh chuyén hoa
clia t& bao vi khudn. Alamar Blue® 13 phan tich do sirc séng té bao da duoc chimg
minh, phan tich do nay sir dung tic dung khtr tw nhién chuyén hoéa resazurin thanh
phan tir phat huynh quang, resorufin, & té bao sdng. Resazurin, 13 chit mau chi thi
khong phat huynh quang, dugc chuyén héa thanh resorufin phat quang mau do6 tuoi
qua céc phan Gmg khir ciia té bao ¢ hoat tinh chuyén héa. Cudng d6 phat huynh
quang 13 ty 18 véi sb té bao ééng. Cho 100ul méi truong MRS méi va 10ul chét thir
Alamar Blue vao miu vi khudn 5ul va @ cdc mdu ndy & 37°C c6 lic & téc dd 50
vong/phiit trong 1 gidr. Poc dia Alamar Blue trén may Tecan Infinite M200. Phan con
lai cta té bao vi khudn tu do trong mdi truong bao quan dong lanh dugc dong biang

trong bé etanol/d4 khd va bao quan sau d6 & -80°C.

Sau nudi cdy qua dém, rira cic nang chtra vi khuan ba 14n mdi 1in biang 50ml
mdi truong MRS méi trong binh loai 250ml trudce tién va sau dé cho vao éng Falcon
loai 15ml rira bang 10ml méi truong MRS méi. Lay ra 5ml méi truong MRS va cho
vao Sml méi truong bao quan lanh (ciing 1am nhu vy cho vi khudn dang tu do) c6
hoic khong c6 trehaloza 10% (khdi lwong/thé tich). U cac nang trong hdn dich nay
trong 25 phit sau d6 14y ra 5ml méi trudng ndy va thay bang 5ml moi trudng bio
quan lanh méi (c6 hodc khdng co trehaloza 10%, khi can). Lap lai cong doan nay 4 1an
nita, nhd vay ting ty 1&é moi truong bao quan lanh tir 50% sau 1an tht nhat thém moi
trudong bao quan lanh 1én dén 98,5% & lan cubi cing. Tiép theo, dat 1 nang tir moi
trudng vao mdi 16 giéng trong sb 4 15 cua dia loai 96 giéng va thuc hién phén tich
Alamar Blue d& xac dinh muc do hoat tinh chuyén héa cia té bao vi khuin trong nang.
Cho 10ul chét thir Alamar Blue va 100ul méi truong MRS m&i vao mbi 16 ¢6 chira céc

nang va G mau & 37°C c6 lic ¢ toe do 50 vong/phut trong 1 gid. Poc dia phan tich
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Alamar Blue trén méy Tecan Infinite M200. D3t 4 nang ldy tir méi truong bao quan
lanh vao cac dng Falcon loai 15ml c6 chira 500ul dung dich nuwdc déng kho chira sita
d3 tach chit béo 5%, 1% c6 hoic khong c6 trehaloza 10% (néu cin). Sau d6 déng

bang cic nang ndy trong bé etanol/d4 khé va bao quéan & -80°C.

Dong khd qua dém cic 6ng nghiém Falcon chira vi khudn tu do hodc nang véi
sita d4 tach chit béo 14 chit bao quan dong lanh c6 hoic khong c6 trehaloza 10% bing
méy siy ThermoScientificModulyo D-230. Dé kiém nghiém ty 18 séng cta vi khudn
di dong khd, thuc hién tai hydrat héa hai miu gidng nhau dad dong khd cua
Lactobacillus tu do va Lactobacillus dugc nang hoéa tai mdi thoi diém bang cach sir
dung 14n Iuot 500ul nuée Millipore, hodc 5-10ml méi truong MRS, trong 5 phut. Sau
do thyc hién phan tich Alamar Blue trén ca Lactobacillus ty do va nang Lactobacillus.
Phan tich nay duoc lap lai bbn 14n v6i mbi ché do dudi diy dugc ap dung cho hai miu

gidng nhau:
1. Cac miu tring (100ul moi truong MRS + 10ul xanh alamar)

2. Cac mAu Lactobacillus tw do d3 dong khd c6 trehaloza (Sul gidng cdy d tai

hydrat h6a + 100ul moéi truong MRS +10ul xanh Alamar)

3. C4c mau Lactobacillus tr do di dong kho khong cé trehaloza (5ul gibng ciy

da tai hydrat héa + 100ul moi truong MRS +10ul xanh Alamar)

4. Cac miu vi khuan dugc nang hoa dong khd cé trehaloza (1 nang trén mot

giéng +100ul mdi truong MRS + 10ul xanh alamar)

5. Cac mau vi khudn dwgc nang héa dong kho khong c6 trehaloza (1 nang trén

mot 16 giéng +100ul méi trudng MRS + 10ul xanh alamar)

U cac méu nay & 37°C véi lac & toe do 50 vong/phit trong 1 gid. Poc dia phan
tich Alamar Blue trén mdy Tecan Infinite M200. Trong vong hai thang sau dong kho,
thoi diém tai hydrat hda cac mau 12 céc tudn 1, 2, 3, 4, 6,7 va 8 sau dong kho dé danh
gi4 stic sdng cta vi khuén sau qud trinh bao quan & nhiét do thip bang sita da tach

chit béo 5%, glyxerol 1% va c6 hodc khong c6 trehaloza 10% & nhiét d6 trong phong.

Két qua cla thir nghiém nay dugc thé hién trén Fig. 10. Mdi diém sb liéu trén

Fig. 10 1a gia tri trung binh ctia hai miu gidng nhau dong kho (mdi méu duogc kiém tra
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bbn 14n) v6i hai ngoai 1&: vi khudn tu do véi trehaloza 10% & tudn 6 va vi khuln dugc
nang héa véi trehaloza 10% & tudn 8 trong d6 & ca hai truong hop, mot mau trong sb
hai miu gidng nhau d bi thodi bién hoan toan (chua r6 nguyén nhén) va khong dugc
dwa vao théng ké. Xac dinh ty 18 sdng theo don vi phat huynh quang twong dbi (RFU).
C6 thé thay trén Fig. 10, phuong phap dong kho theo sang ché trong d6 t& bao vi
khuén d3 bao nang dugc i nhiéu bude lién tiép trong dung dich chira ndng do gia ting
ctia mdi trudng 1am lanh (chira sita tach chit béo 5%, glyxerol 1%, trehaloza 10%) 1a
chit bao quan déng lanh, phwong phap nay tao ra ty 1& séng hon 60% t& bao va vi vay
14 su cai thién déng ké ty 18 sdng ciia té bao tw do. Trong khi dat duoc ty 18 sdng trén
60 % trong thoi gian bao quan hai tudn bang cach xr Iy riéng véi sira da tach chéit béo
c6 ndng do gia ting, thi viéc thém trehaloza ndng d6 10 % (khdi lwong/thé tich) duoc
thuc hién dé duy tri ty 16 sdng déang ké nay trong toan bd thoi gian thir nghiém 1a 8
tuln, c6 nghia 13 kéo dai do vimg bén bao quan nang/té bao dugc nang hoa. Két qua
nay ciing cho thiy phuong phép cia sang ché va té bao dugce nang hoa dong kho thu
dugc bang phuwong phap nay 14 c6 trién vong thuong mai véi nhitng t& bao nhu t& bao
probiotic (va ca cac t€ bao khac nita) dugc bao quan trong mot thoi gian cho dén khi

st dung.

Vi du 3: Dong khé Lactobacillus casei dwoc nang héa bing cdch sit dung hop phin

chira siva da tdch chit béo, trehaloza va glyxerol lam chét bio quin dong lanh

Lo dung vi khudn probiotic di lam déng bang trudec d6, Lactobacillus casei,
dugc 1am tan bang tir -80°C va cho 20p1 vi khuin nay vao 50ml méi truong MRS. Vi
khudn dugc nudi cdy tiép qua dém & 37°C véi lic & tde do 50 vong/phut. Ngay hom
sau, mat d6 quang clia gidng cdy vi khuin duge x4c dinh & 600nm (OD600) trén may
Tecan Infinite M200. Thong thudng sb do OD600 bing 1 13 twong Gng véi luc vi
khuan dang & pha sinh truéng theo ham m. Vi khudn nén & pha sinh truéng theo ham

mil khi dugc nang hoa.

Dé nang hoa vi khuin, 100ul gibng cdy vi khudn c6 OD600 bang 1 duge tron véi
2ml natri xenluloza sulphat 1,8% c6 chtra natri clorua 0,9%. Dung xylanh loai 5ml va
kim tiém c¢& 23G cho qua trinh nang hoéa. Trén gidng cdy vi khudn nay véi natri

xenluloza sulphat va nhé giot vao bé gelatin hoa c6 chira 150ml pDADMAC 1,3%
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(24kDa), natri clorua 0,9%. Dé cic nang gelatin héa trong pDADMAC trong 4 phit.
Tiép theo, 300ml nuéc mubi dugc dém phosphat (PBS) 1x dugc cho vao va rira céc
nang trong 8 phut. Sau d6 14y ra 300ml dung dich rira va cho tiép 400ml PBS vao va
rira cic nang thém 4 phit nita. Sau d6 hit can dung dich rira ra va rira tiép 3 14n bang
PBS mdi 14n100ml, sau d6 13 rira 3 14n mdi 14n 30ml MRS méi. Chuyén céc nang sang
lo hinh nén loai 250ml ¢6 100ml madi trudng MRS méi. Nubi cdy cic nang ndy qua
dém & 37°C véi lic ¢ tbe do 50 vong/phiit.

Sau nubi cdy qua dém, trudc tién rira cic nang chtra vi khudn bing moi trudong
MRS méi ba 1dn mdi 14n 50ml trong binh loai 250ml va sau d6 dat vao éng Falcon
loai 15ml c6 10ml méi trudng MRS méi. Ly ra 5ml méi trudng MRS va cho vao 5ml
mdi trudng bao quan lanh ¢ (sita di tach chit béo 5% (khdi lwong/thé tich), glyxerol
1% (khdi lugng/thé tich), trehaloza 10% (khdi lwong/thé tich) trong nudc). U cac nang
trong hdn dich ndy 25 phut, sau d6 14y ra 5ml mdi truong va thay bang 5ml méi
truong bao quan lanh méi. Lip lai cong doan ndy thém 4 1an, nho vay lam ting ty 18
mdi trudng bao quan lanh tir 50% sau lan thir nhit bd sung bao quan lanh 1én dén

98,5% cho 1an cubi cing.

Cubi ciing, 14y nang tir mdi truong bao quan lanh cho vao éng Falcon loai 15ml
¢6 500ul dung dich déng khd c6 nudc chira sita di tach chit béo 5%, glyxerol 1% va
trehaloza 10%. Sau d6 déng bang céc nang nay trong bé etanol/da kho va sau d6 bao

quan & -80°C.

C6 thé thy tir Fig. 11A dén 11C 14 anh té bao duoc bao nang trudc va sau qua
trinh nang héa (Fig. 11A 1a c4dc nang Lactobacillus casei ngay sau khi nang hoa, Fig.
11B 1a céc nang Lactobacillus casei m{t ngay sau nang hoa va trudc dong kho, va Fig.
11C 1a céc nang Lactobacillus casei dd dong khd va tai hydrat hda), cac nang
Lactobacillus casei nay van nguyén ven sau dong khd, nghia 13 khong bi anh hudng
bdi dong kho.

Ngoai kiém tra bing thi gidc, stc sdng cua vi khudn Lactobacillus casei dugc
nang héa duge kiém tra truée khi déng kho va kiém tra sau khi da dong kho theo nhu
giai thich trong Vi du 2. Tur Fig. 12, két quéa kiém tra cho thiy strc séng vi khuén

Lactobacillus casei bi anh huéng boi dong kho, nghia 12 toan bo sirc séng bi 1dy di sau
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dong khé. Vi vay, Vi du 3 x4c nhén hi€u qua va sy phu hgp ctia phuong phap dong
kho va theo d6 13 hop phéan ciia sang ché.

Vi du 4: Pong kho Bifidobacterium infantislongum dwoc nang héa bing cdch si
dung hop phin chika siva da tdch chit béo, trehaloza va glyxerol la chit bio qudin

dong lanh

Bifidobacterium infantislongum 13 vi du vé vi khudn yém khi chit ch&. Vi vay, té
bao vi khudn nay duoc nudi cdy trong didu kién yém khi trong moi trudng MRS, &
37°C va 50 vong/phit qua dém. Str dung Gaspak (BD) dé tao mdi trudong yém khi chit

ché trong qué trinh nudi cay.

Sau nudi cdy, vi khuin Bifidobacteria dugc bao nang bang cach st dung natri
xenluloza sulphat nhu d& cap trong Vi du 2 va 3, nhung trong didu kién yém khi. Sau
nudi cdy qua dém, trudc tién rira cac nang chira vi khuén ba 14n mbi 14n bang 50ml
mdi trudong MRS méi trong binh loai 250ml va sau d6 dit vao éng Falcon loai 15ml
¢6 10ml mdi truong MRS méi. Lay ra 5ml méi truong MRS va cho vao 5ml méi
trudng bao quan lanh c6 (sita d3 tach chét béo 5% (khdi luong/thé tich), glyxerol 1%
(khdi Iwgng/thé tich), trehaloza 10% (khdi lwong/thé tich) trong nuéce). U nang trong
huyén phi nay 25 phut sau d6 14y ra 5Sml méi truong va thay bang 5ml méi trudmg bao
quéan lanh méi. Lip lai cong doan nay thém 4 1in nita, nhd vy ting ty 16 méi truong
bao quan lanh tir 50% sau lan thir nhét thém méi truong bao quan lanh 1én dén 98,5%
& 1an cudi cing.

Cubi ciing, cic nang tir mdi truong bao quan lanh dugc cho vao dng Falcon loai
15ml ¢6 500ul dung dich déng khd c6 nudc chira sita da tach chét béo 5%, glyxerol
1% va trehaloza 10%. Tiép theo, déng bing cic nang nay trong bé etanol/da kho va

sau d6 bao quan & -80°C.

Fig. 13 12 4nh té bao dugc nang hoa & thoi diém trude va sau khi nang hoa (Fig.
13A 14 &nh céc nang mot ngay sau khi nang héa va trude khi dong kho, va Fig. 13B 1a
anh céc nang Bifidobacterium infantislongum dong kho di tai hydrat hoéa), tinh
nguyén ven cla cac nang Bifidobacterium infantislongum nay bi anh huéng mot chut

sau dong kho.
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Ngoai kiém tra bang thi giac, kiém tra strc sdng cta vi khun Bifidobacterium
infantis dugc nang hoa trude khi dong kho va sau khi ddong kho nhu theo Vi du 2. Co
thé thay trén Fig. 14, stc sdng clia Bifidobacterium infantislongum bi anh huéng mot
chit bai déng khd, nhu Fig. 14 cho thiy c6 khoang 50% vi khudn con séng sau déng
kho. Tuy nhién, chic chin 13 stc séng cua vi khudn Bifidobacterium infantis tu do
(khéng nang héa) s& thip hon nhidu. Ngoai ra, ¢6 thé chd doi sirc sbng cao hon & cac
nang da sdy toan dién trong qué trinh dong khé. Vi vay, Vi du 4 ciing x4c nhan hiéu

qua va tinh phii hop ctia phuong phap dong kho va hgp phan twong tng ctia sang ché.

C6 thé thuc hién sang ché nay khi khong c6 mét hay mot sé ddu hiéu, khi khong
c6 gii han, von khong dugc dé cap trong ban md ta nay. Vi vy, vi du, thuét ngit
“chra”, “c6”, “bao gém”, v.v., can dugc hiéu theo nghia rong va khong bi gidi han.
Ngoai ra, nhitng thuat ngit va cac cum tir duge stir dung trong sang ché nay 1a dé mo ta
va khong bi gidi han pham vi, va tac gid khong c6 y dinh st dung céc thuit ngit va
cum tir ndy dé loai trir cac ddu hidu twong duwong hay mét phan cia ching, nhung cin
thira nhan 13 ¢6 thé c¢6 nhidu cai bidn vin thudc pham vi sang ché nay. Vi vy, can hiéu
12 miic du sang ché duoc mo ta k¥ ludng bdi cac phwong an va cac déu hiéu tiy chon,
van c6 thé c6 cac cai bién va bién thé khac nhau ma chuyén gia trong linh vuc nay c6

the thue hién, va céc cai bi€n va bién the nay dugc coi la thudc pham vi ciia sang ché.

Sang ché da dugc mé ta theo nghia khai quat. M3i nhom déu hiéu hep hon hay
phan nhém déu hiéu thude pham vi bdc 16 chung ciing 13 mot phin cta sang ché. Didu
nay bao gém cadc mo t4 chung cua sang ché véi didu kién hodc diu hiéu loai trir loai
b6 mot sb dbi tuong, bat ké co hay khong céc chét lidu dugce liét ké cu thé & day. Cac
phuong an khéc 1a thudc pham vi cla sang ché. Ngoai ra, khi cac déu hiéu nay duogc
mb ta dudi dang nhém Markush, chuyén gia trong linh vuc s& hiéu ring mdi thanh
vién riéng 1¢ hay nhém con gdm cac thanh vién ctia nhém Markush nay ciing dugc méd

3

ta.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Phuong phép tao té bao duge nang hoa dé déng kho, phuong phap nay c6 it nhit hai
budc 1 lién tiép, trong d6 té bao dwoc nang hoa nay duge i mot thoi gian phit hop &
mdi buée 0 trong dung dich 0 ¢6 chira chit bao quan dong lanh, trong d6 ndng do chit
bao quan dong lanh trong dung dich G dugc gia ting & mdi budc 0 ké tiép, trong d6 té
bao dugc nang héa nay 14 té bao vi khuin hoic t& bao nim men, va trong d6 chét bao
quéan déng lanh nay 14 hop chét chira sita d4 tach chit béo, glyxerol va trehaloza, trong
d6 sita da tach chét béo c6 mit véi ndng do nim trong khoang tir 3% (khéi lugng/thé
tich) dén 8% (khéi lwong/thé tich), glyxerol c6 mit v6i ndng d6 nim trong khoang tir
0,5% (khéi lwgng/thé tich) dén 2% (khéi lugng/thé tich) va trehaloza c6 mit voi ndng
d6 nim trong khoang tir 5% (khéi lugng/thé tich) dén 13% (khdi lugng/thé tich) trong
hop chit nay.

2. Phuong phap theo diém 1, bao gbm 3, 4, 5, 6,7, 8, 9 hodc 10 budc & trong d6 ndng

do chat bao quan dong lanh duge gia tang theo mdi bude u.
3. Phwong phép theo diém 1, trong d6 té bao nay 14 t& bao probiotic.

4. Phuong phép theo diém 3, trong d6 té bao probiotic nay dwoc chon tir nhém gdm
Saccharomyces cereviseae, Bacillus coagulans, Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis, Bifidobacteriumangulatum, Bifidobacteriumanimalis,
Bifidobacteriumbifidum, Bifidobacteriumbreve, Bifidobacteriuminfantis,
Bifidobacteriumlactis, Bifidobacteriumlongum, Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus
alimentarius, Lactobacillu§ bulgaricus, Lactobacillus casei subsp. casel,
Lactobacillus caseiShirota, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
lactis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus farciminus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus lacti, Lactobacillus
paracasei, Lactobacillus pentosaceus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus rhamnosus (Lactobacillus GG), Lactobacillus sake, Lactobacillus
salivarius, Lactococcuslactis, Lactobacillus thermotolerans, Lactobacillus mucosae,

Micrococcus varians, Pediococcusacidilactici, Pediococcuspentosaceus,
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Pediococcusacidilactici, Pediococcushalophilus, Streptococcus faecalis,

Streptococcus thermophilus, Staphylococcus carnosus va Staphylococcus xylosus.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phwong phap nay con thém bude déng kho té

bao dugc nang hoa.

6. Phuong phap theo diém 2, trong d6 phuong phap nay con thém budc déng kho té

bao dugc nang hoa.

7. Phuong phap theo diém 3, trong d6 phuong phap nay con thém budc dong kho té

bao dugc nang hoa.

8. Phuong phép theo diém 4, trong d6 phuong phap nay con thém bude déng kho té

bao dugce nang hoa.
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STD SMALL CAPS DRIED STD SMALL CAPS DRIED

Fig. 1

So sénh ty 1€ % song gitra vi khuan dugc nang hoa
va vi khuén ty do trudce va sau khi ddong kho
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Fig. 2
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Tylés
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Fig. 3
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Fig. 7
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11C
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Nang Bifidobacteria infantis Longum
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Fig. 14
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