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(54) PHUONG PHAP NAY MAM BAO TU VI KHUAN

(57) Sang ché dé cap dén ché pham kich thich ndy mam dinh dudng dé hd trg sy ndy mam
bao tir va phuong phép dé gia ting hiéu suit ndy mam bao tir. Ché pham nay chira cac L-
axit amin, D-glucoza va/hodc D-fructoza, chat dém phosphat, chit bao quan cong nghiép,
va c6 thé chura bao tur vi khuan hoic _chung ¢ thé duoc két hop mot cach riéng & dé kich
thich nay mam. Phuong phap bao gom cac budc cung cip ché pham kich thich ndy mam
dinh dudng va bao tir vi khuan, tot hon 1a cia mot hodc nhiéu loai Bacillus, va gia nhiét
dén nhiét d6 cao duoc wu tién nam trong khoang tur 41°C dén 44°C trong thoi gian u nam
trong khoang tir 2 dén 60 phut. Ché pham kich thich nay mam dinh dudng tét hon 13 &
duoi dang long dac ma duoc pha lodng ngay trude khi bat dau phuong phap nay mam/i tai
diém sir dung. Phuong phap nay co thé con bao gdm budc phan ph01 dung dich bao tir
dugc ndy mam dén diém sir dung/tiéu thu, nhu thirc in, nudce, hoic 6 ciia dong vat, hoic
dén hé théng nude thai hodc duong dan nudc.
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Linh vue k§ thuét dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén ché pham kich thich nay mam dinh dudng dugc co dic

va phuong phép u tai diém st dung dé nay mam bao tir vi khuén.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Su nay mam bao tir 1a quy trinh cin nguyén, nhiéu budc trong d6 bao tir
thirc ddy mot cach hiéu qua hoac duoc hdi sinh tir trang thai ngh trd thanh trang
thai sinh trudng sinh dudng. Budc dau tién 1a budc qua d6 bao tir dugc hoat hoa
va dugc cam Gmg nay mam, thuong bang tin hiéu moi trudng duogc goi 1a chét kich
thich ndy mam. Tin hidu ndy c6 thé 1a chit dinh dudng nhu L-axit amin. Céc chét
kich thich ndy mam dinh dudng gan véi cac thu thé & mang bén trong cta bao tir
4 khéi dong su ndy mam. Ngoai ra, cic dudng di duoc thé hién 1a 1am tang 4i luc

lién két cta cac L-axit amin doi voi cdc thy thé ciing nguon goc cua ching.

Tin hiéu kich thich ndy mam sau d6 khoi dong hé tAing ma giy ra su giai
phéng axit dipicolinic (Dipicolinic Acid - DPA), axit nay dugc dy trir voi ty 1€ 1:1
voi Ca?" (CaDPA) trong nhan cia bao tir. Su giai phong CaDPA la quy trinh
nhanh chéng va thuong hoan thanh >90% trong 2 phut. Sy gidi phong CaDPA la
didm khong thé nghich dao ddi véi bao tir tr d6 chung duge cam két chuyén dén
quy trinh ndy mam. Ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay goi budc nay

1a budce “cam keét”.

Sau khi giai phong CaDPA, bao tor dugc hydrat hoa mot phan va d6 pH cua
nhan tang 1én dén xap xy 8,0. Nhin ctia bao tir sau d6 mé rong va vo (chu yéu bao
gdm peptidoglycan) duoc phan giai bing cac enzym phén giai nhan. Bao tir hép
thu nude va do dé mét tinh khic xa cua n6. Sy mat tinh khic xa nay huéng dén
viée két thuc qua trinh nay mam cho phép theo ddi dugc su ndy mam bao t thong

qua kinh hién vi tuong phan pha.
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Pha thtr hai ciia qua trinh nay mam 13 bude sinh truéng nhanh chong trong
doé cac quy trinh chuyén héa, sinh tong hop va sao chép/stra chita ADN cua bao tir
b4t dau. Thoi ky sinh truéng nhanh chong bao gdm mot s6 pha. Pha déu tién dugc
biét nhu 13 thdi ky lam chin trong d6 khong din ra cc thay déi vé hinh thai (nhu
su phat trién té bao), nhung bé may phan tir cta bao tir (vi du, cac yéu t phién
ma, bé6 may dich ma, bd may sinh téng hop, v.v.) dugc hoat héa. D9 dai cta thoi
ky nay c6 thé thay dbi dya trén cac ngudn dy trit ban dau ma duogc luu trit véi bao
tir trong sudt qua trinh hinh thanh bao tir. Vi du, ngudn cacbon duge wu tién cua
mot sb loai Bacillus (bao gdm subtilis) 12 malat va céc bao to Bacillus thudng
chira lwgng 16n malat ma duge st dung trong sudt qué trinh hdi sinh. Tha vi 14, cac
thé dot bién x6a doan ma khong thé st dung ngudn malat thé hién thoi ky chin kéo
dai so v6i cac bao tir kidu dai, didu nay chi ra ring ngudn malat ctia bao ti 1a du dé
cung cap ning lugng cho qué trinh sinh truéng nhanh chong ban dau. Ngoai ra,
bao tir con du trit cac protein nho, hoa tan trong axit, cac protein nay dugc phan
giai trong vong vai phut dau tién clia qua trinh hdi sinh, ching déng vai tro nhu la
ngudn axit amin truc tiép cho quy trinh tdng hop protein. Sau budc sinh trudng
nhanh chong, su hdi sinh bao tir 1a hoan thanh va cac té bao dugc xem nhu 1a dén

giai doan sinh truong sinh dudng.

Di biét rang bao tir co thé duoc cam tmg d& nay mam thong qua qua trinh
hoat hoa nhiét. Bao tlr cta cac loai Bacillus khac nhau da dugc hoat hoa nhiét &
cac nhiét do dac hiéu dbi v&i chung. Vi dy, bao ti B. subtilis da dugc hoat hoa
nhiét & 75°C trong 30 phut trong khi bao tit B. licheniformis da duoc hoat hoa
nhiét & 65°C trong 20 phut. Sy hoat hoéa nhiét da duqé thé hién 1a giy ra su dudi
nép gip tam thoi, co thé nghich dao dbi véi cac protein vo bao tu. Bao tir duoc
hoat hoa nhiét sau d6 c6 thé duogc nay mAm trong mot khoang thoi gian bd sung
trong cac chat dém kich thich ndy mim chita cac chét kich thich ndy mam dinh

dudng, nhu L-alanin. Tuy nhién, néu khoéng c6 chét kich thich nay mam dinh
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dudng, bao tir s€ quay trd lai trang thai tién xtr 1y nhiét, khong duoc nay mam ciia

ching.

Qua trinh ndy mim ciing dwoc biét 1a ¢ thé xay ra & nhiét 0 mdi truong
(gan v6i nhiét do trong phong dién hinh) ma khong c6 su hoat hoa nhiét va véi
chat dém kich thich nay mam chira cic chét dinh dudng, nhung quy trinh nhu vy
thuong dién ra 1au hon so véi quy trinh hoat hoa nhiét. Vi du, bao tir B.
licheniformis va B. subtilis s€ nay mam 14n luot & 35°C hogc 37°C, nhung s& can
thosi gian dai hon (vi du, 2 gid) trong chit dém kich thich ndy mam chira cc cht
kich thich nay mAm dinh dudng. Ngoai ra, bao tir khéng dugc hoat héa bang nhiét
ctia B. subtilis da dugc biét 13 dd nay mam trong cac didu kién khong co chit kich

thich nay mam dinh dudng (vi dy, CaCl, + Na,DPA) trong thoi gian dai.

Su két hop st dung vidc hoat héa nhiét va chét kich thich nay mam dinh
dudng dé nay mim bao tir trong quy trinh hai budc trong phong thi nghiém cling
da duoc biét dén. DAu tién, bao tir dwgc hoat hoa nhiét bang cach u trong mot
khoang thoi gian (vi dy, 30 phut) ¢ nhiét do nim trong khoang tir 65°C dén 75°C
(nhiét do cu thé nay 14 phu thudc vao loai). Sau d6, bao tir duge chuyén vao dung
dich dém chura chét kich thich nay mam dinh dudng, nhu L-alanin. Sy sinh truéng
vi khuén trong budng sinh truéng ndm & gan vi tri str dung bang cach cap vat chit
dinh dudng dang vién (chtra dudng, chiét xuét ndm men, va céc chat dinh dudng
khac ma khong phai 14 cac chat kich thich ndy mam bao t tryc tiép), gibng vi
khuén, va nuéc vio budng sinh trudng & khoang nhiét d6 dwgc kiém soét tir 16°C
dén 40°C, va tét hon nira la tir 29°C dén 32°C, trong thoi gian sinh trudng khoéng
24 gid nhu duge bdc 16 trong Patent My s6 7,081,361.

Can c¢6 phuong phap 0 va hoat hoa bao tir nhanh ma s€ cho phép san sinh
cac loai Bacillus hoat tinh trong mét budc & vi tri diém st dung noi vi khuén s&
duoc phan b dén dbi tuong tidu dung/sir dung, vi dy, theo cach probiotic dé st
dung cho nguoi, dong vat hodc thuc vat hodc phan bd truc tiép vao co so xu ly

nude hodc duong dan nude. Do do, sing ché m6 ta phuong phap don gian dé nay
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mam bao tir st dung ché pham kich thich nay mam dinh dudng cd dic dong thoi

véi viée U nhiét trong mot budce.
Ban chat ky thuit cia sang ché

Ché pham kich thich ndy mam dinh dudng theo mdt phuong an dwgc uu
tién cua sang ché chira mdt hodc két hop cta nhidu L-axit amin, thy ¥ ca D-
glucoza (ma gia tang 4i luc lién kbt ctia L-axit amin ddi vi cac thu thé clng
ngudn goc ctia ching trong vo bao tu), va chit dém trung tinh nhu chit dém
phosphat, va chit bao quan cong nghiép, nhw Kathon/Lingaurd CG c6 ban trén thi
trudng (ma cé céc thanh phin hoat tinh bao gdm metyl clo isothiazolinon va metyl
isothiazolinon). Ché pham kich thich nay mam dinh dudng theo phuong an duoc
uu tién khac cua sang ché chira mot hodc két hop cua hai hodc nhiéu L-axit amin,
tiy ¥ ca D-glucoza (ma gia tang 4i luc lién két ctia L-axit amin ddi véi cac thu thé
cuing ngudn gbc ciia chung trong vo bao tir), mudi natri HEPES (chat dém sinh hoc
dé cung chp d6 pH thich hop cho viéc nay mam bao tir), va cht bao quén cong
nghiép, nhu két hgp cua propylparaben va metylparaben hodc cac chét bao quan
thuong duge xem nhu 13 an toan khac (GRAS - Generally Regarded As Safe).
Theo phuong a4n dugc wu tién khac, ché phdm con chia ngudn ion kali, nhu kali
clorua hodc monokali phosphat hodc dikali phosphat. Theo phuong an dugc uu

tién khéc, ché phdm chta ca D-glucoza va D-fructoza.

Theo phuong an dugc uu tién khéc, ché phém con chra bao tr cia mot
hodc nhidu loai Bacillus va chita chét tc ché niy mim, nhu NaCl, cac chat bao
quan cong nghiép, hodc D-alanin, két hop v6i thanh phan ché phdm bét ky trong
s6 cac thanh phan ché pham da dwoc md ta. Chét trc ché nay mam ngin chin bao
tir khoi ndy mam sém trong ché pham kich thich nay mam dinh dudng. Chét tc
ché nay mam c6 thé chtra cac hoa chit ma ngin chin sy nay mam bao tr nhu
NaCl, c4c chét bao quan cong nghiép, hodc D-alanin. Cach khac, bao tu vi khuan
6 thé dugc cung cap mot cach ridng 1& va duogc b6 sung vao ché phdm kich thich

nay mam dinh dudng theo sang ché tai diém sir dung va u.
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Theo phuong an dugc uu tién khac, ché pham kich thich nay mam dinh
dudng theo sang ché 13 & dang dugc co dic va duge pha lodng dén ndng d6 0,01%
dén 10% trong nuéc hoic chét pha loang khac tai diém st dung. Viéc st dung
cong thirc c6 dac lam gidm chi phi van chuyén, bao quan, va dong goi va giup cho
viée phan lidu ché phém tai didm s dung d& dang hon. T6t nhat 1a, ché pham
duoc ¢6 dic 1a & dang long, dang ndy dé tron hon va tron nhanh hon véi chét pha
loang tai diém st dung, nhung cac dang rén nhu vién hodc banh hoic bot cling c6
- thé duoc st dung. Viée dua chit bio quin cong nghiép thong thuong vao ché
phim h tro bao quan va/hodc trc ché nay mim trong thoi gian dai, diéu nay 1a dic

biét hitu dung khi ché phim & dudi dang cd ddc dugc uu tién.

Theo phuong an dugce uu tién khac, sang ché bao gdm phuong phép nay
mam bao tir thude loai Bacillus st dung ché phdm kich thich nay mam dinh dudng
& nhiét do cao; tot hon 1a ndm trong khoang tir 35°C dén 60°C, tot hon nita 13 nam
trong khoang tir 38°C dén 50°C, va tot nhit 1a ndm trong khoang tir 41°C dén
44°C trong mot khoang thoi gian (thoi gian ). Thoi gian u t6t hon 13 nam trong
khoang tu 2 dén 60 phut, tiy thudc vao mg dung. Tét nhét 13, ché pham kich thich
nay mam dinh dudng & dudi dang duge cb ddc theo phuong én dugc uu tién cua
sang ché dugc s dung trong cdc phuong phap u theo sdng ché, nhung cic ché
pham kich thich ndy mam dinh dudng khéc ciing c6 thé duoc st dung. Tét hon 14,
phuong phéap 0 dugc thuc hién tai hoac gﬁn diém st dung- vi tri hodc gén vi tri noi
bao tir dugc nay mam sé& duoc stir dung (nhu gﬁn vi tri cho dong vat an, uéng, hoac
ngu) hodc dugc tiéu thy va con bao gém budc phan phéi bao tir dugc nay mam
dén didm st dung/tiéu thu. Cac phuong phép dugc wu tién theo sang ché co thé
duoc thue hién trong thiét bi i bat ky ma c6 bé chira c6 kha ning giit thé tich bao
tir, chit long (thudong 1a nuéc), ché pham kich thich nidy mam dinh dudng va c6
kha nang gia nhiét hon hop trong thoi gian u. Tt nhat 13, phuong phap duge thuc
hién trong thiét bi ma con c6 kha ning tron céc thanh phan d6, tu dong tit bo su

gia nhiét & cudi thoi gian 1, va tw dong phan phdi probiotic hoic dung dich xur ly
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chtra bao tt dén diém st dung/tiéu thu. Céc phuong phap duoc uu tién cling co thé
duoc thuc hién dudi dang quy trinh gian doan hodc dudi dang quy trinh lién tuc.
Dang bat ky trong s6 cac dang bao tir, nhu dang bt khd, huyén phu léng, hodc

hdn hop nude hoan nguyén, cd thé dwoc str dung voi phuong phap theo sang ché.

Céac phuong an dugc uu tién cua sang ché c6 tinh hitu dung va kha nang ap
dung rong rdi va s€ cho phép sy nay mam mot cach nhanh chong bao tir thude loai
Bacillus tai diém st dung. C4c phuong an dugc vu tién l1a ddc bigt hitu dung trong
viéc chuén bi bao tir dé st dung lam probiotic, vi du dé 1am thire an cho ddng vat,
va dé cung cap vi khuén dé xur 1y cac hé thdng nuéc thai hodc cung cép cho viéc

bao dudng duong dan nudc.
M0 ta van tat cdc hinh vé

Sang ché con dugc mé ta va giai thich thong qua céc hinh v& dudi day

trong do:

Fig.1 thé hién cdc anh chup cac lat cét vi khuan st dung ché pham va

phuong an duge wu tién cua sang ché so v6i cac 14t cat doi ching;

Fig.2 1a db thi thé hién dif ligu thir nghiém pO> dé chimg minh cic muc ndy
mam si dung ché pham va phwong phap theo phuong an dugc uu tién cia sang
ché so véi cac thir nghiém d6i chung; va

Fig.3 12 dd thi thé hién dif liéu thir nghiém pO, dé chimg minh cic muc nay
mAm st dung ché pham cic phuong phép thay ddi theo cac phuong an duoc wu
tién cua sang ché so v&i cac thi nghiém d6i chimg.

M@ ta chi tiét sang ché

Ché phim kich thich nay maim dinh dudng theo mdt phuong an dugc wu
tién cua sang ché chira mot hodc nhiéu L-axit amin, D-glucoza (ma tang ai luc lién
két clia cac L-axit amin ddi v6i cac thu thé cing nguén gbc ctia ching trong vo
bao tir va 13 tiy ¥), D-Fructoza (tuy y, tiy thudc vao loai vi khudn), chat dém sinh
hoc dé tao dd pH thich hop cho sy nay mém bao tir (nhu mudi natri HEPES, chét
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dém phosphat, hoac chét dém Tris), ngudn ion kali tuy ¥ (nhu KCI), va chit bao
quan cong nghiép. Theo phuong 4n dugc uwu tién khac, ché phém chira ca D-
glucoza va D-fructoza. Ché pham duoc uu tién nhat 1 chira ngudn ion kali, nhu
KCl, khi ca D-glucoza va D-fructoza dugc sir dung. Vigc st dung D-fructoza, két
hop ctia D-glucoza va D-fructoza, va ngudn ion kali 1a phu thudc vao loai vi khuan
nhu s& dugc nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc nay biét r5. Uu tién 1a sir
dung chit bao quin ma c6 do pH tuong thich v6i ché phim, ma c6 d§ pH tuong
dbi trung tinh. Theo phuong 4n dugc wu tién khéc, ché pham con chira bao tir cia
mdt hodic nhidu loai Bacillus va mét hodc nhiéu chat e ché ndy mam. Céch khac,
bao tir c6 thé duoc bd sung mot cach riéng r& vao ché phim kich thich niy mam
dinh dudng theo sang ché tai diém st dung. Theo phuong an duoc uu tién khac,
ché phém la 6 dang dugc co dic, tdt nhét 1a dudi dang chét long duoc co dic, va

duogc pha loang tai diém st dung.

Cac L-axit amin duoc uu tién bao gém L-alanin, L-asparagin, L-valin, va
L-xystein. Theo phuong 4n thém nita cua ché phém duogc cd dac, cac L-axit amin
c6 thé duge cung cip dudi dang sén pham thiy phan cua protein dau nanh. Néu &
dudi dang duoc ¢d dic, t5t hon 1a ché phim chira dung dich ctia mdt hogc nhiéu L-
axit amin néu trén v6i luong mdi chét nam trong khoang tr 8,9 dén 133,5 g/L, t6t
hon nita 12 nam trong khoang tir 13,2 dén 111,25 g/L, va t6t nhét 1a ndm trong
khoang tur 17,8 dén 89 g/L; D-glucoza (tuy y) va/hoac D-fructoza (tuy ) voi
lwong nam trong khoang tir 18 dén 54 g/L, t6t hon nira 12 ndm trong khoang tir 27
dén 45 /L, va t6t nhét 12 mdi chat véi lugng 30 dén 40 g/L; KCI (tiy ¥, dudi dang
ngudn kali) véi lugng nam trong khoang tr 7,4 dén 22,2 g/L, tt hon nita 1a nam
trong khoang tur 11,1 dén 18,5 g/L, va t6t nhat 1a nadm trong khodng tur 14 dén 16
g/L; mononatri phosphat v6i luong nim trong khoang tir 10 dén 36 g/L, t6t hon 1a
nam trong khoang tir 15 dén 30 g/L, va t5t nhat 12 nam trong khoang tir 20 dén 24
g/L; dinatri phosphat voi lugng nam trong khoang tir 30 dén 90 g/L, t6t hon nita 1a

v6i luong nam trong khoang tir 21,3 dén 75 g/L, va tét nhét 1a ndm trong khoang
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tlr 28,4 dén 60 g/L; va mdt hodc nhiéu chit bao quan cong nghiép véi (téng) lugng
cudi cung nam trong khoang tir 0,8 dén 3,3 g/L, tbt hon 1a nam trong khoang tur
1,2 dén 2,7 g/L, t6t nhat 1a nam trong khoang tir 1,6 dén 2,2 g/L. Ngoai hogc thay
vi chit dém mononatri/dinatri phosphat, ché phim c6 thé chira Tris bazo v6i lugng
nam trong khoang tir 15 dén 61 g/L, tot hon nita 1a véi lwong nam trong khoang tur
24 dén 43 g/L, va t6t nhat 13 v6i luong nam trong khoang tir 27 dén 33 g/L; hoic
chit dém HEPES véi luong nam trong khoang tir 32,5 dén 97,5¢/L, tot hon nita 1a
vo1 luong nam trong khoang tir 48,75 dén 81,25 g/L, va t5t nhat 1a véi luong nam
trong khoang tur 60 dén 70 g/L. Tuy ¥, monokali phosphat co6 thé con dugc su
dung lam nguén ion kali, t6t hon 1a vé&i lwong nam trong khoang tr 13,6 dén 40,8
g/L, t6t hon nita 1a v6i luong nam trong khoang tir 20,4 dén 34 g/L, va t6t nhat 1a
v6i lugng nam trong khoang tir 26 dén 29 g/L. Tuy ¥, dikali phosphat c6 thé con
duogc st dung lam ngudn ion kali, t6t hon 1a véi lwong nam trong khoang tir 8,7
dén 26,1 g/L, t5t hon nita 1a véi luong ndm trong khoang tir 13 dén 21,75 g/L, va
t6t nhat 12 v6i lwong nam trong khoang tir 16 dén 19 g/L. Lugng céc thanh phan
nay la cac khia canh quan trong cla sdng ché vi nong d6 cao hon s& khién cho mot
s6 thanh phén khéng hoa tan va nong do thdp hon s& 1a khong hiéu qua abi voi
viéc nay mam bao ti.

Tét nhét 13, ché pham kich thich ndy mam dinh dudng dugc cd ddc theo cac
phuong an cua sang ché 1a dudi dang dwgc c6 ddc va duge pha lodng thanh dung
dich hoat ddng trong nudc hoac chét pha lodng thich hop bat ky khéc, t6t hon 1a
tai diém st dung. Dich pha loang tot hon chtra san ph:flm duoc c6 dac voi lugng
nam trong khoang tir 0,1 dén 10% va nuéc can bang, nhung cic lugng khic cling
c6 thé duoc st dung. Viée st dung cong thirc c6 dac lam giam chi phi van chuyén,
bao quan, va dong goi va giup cho viec phan lidu ché phim tai diém su dung dé
dang hon. Tt nhét 13, ché phém duoc cd dic 1a & dang long, dang nay dé& tron hon
va trdn nhanh hon vé61 chét pha loang tai diém st dung, nhung cac dang ran nhu

vién hodc banh hoac bot cling co thé duoc sir dung. Viéc dua chét bao quan cong
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nghiép thong thuong vao ché pham trg gitp bdo quan va/hodc wc ché nidy mam
frong thdi gian dai, didu nay 1a ddc biét hitu dung khi ché phdm ¢ dudi dang duoc

cd dac duoc uu tién.

Theo mot phuong an duoc uu tién, ché phém tot hon 13 chira mdt hodc
nhidu bao tir Bacillus v6i lwong ndm trong khoang tir 10% dén 90% theo khdi
luong. Bao tir Bacillus dugc wu tién bao gdm cac loai dugi ddy: Bacillus
licheniformis, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquiefaciens, Bacillus polymyxa,
Bacillus thuringiensis, Bacillus megaterium Bacillus coagulans, Bacillus lentus,
Bacillus clausii, Bacillus circulans, Bacillus firmus, Bacillus lactis, Bacillus
laterosporus, Bacillus laevolacticus, Bacillus polymyxa, Bacillus pumilus, Bacillus
simplex, va Bacillus sphaericus. Cac loai bao tir Bacillus khac cling ¢6 thé duoc st
dung nhu duogc hiéu 3 boi nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay. Tét
nhét 13, ché pham chia 3 dén 12 loai Bacillus. Céch khac, céc bao tir ndy c6 thé
duge bd sung mot cach riéng r& vao ché phim kich thich nay mam dinh dudng tai

diém str dung.

Theo phuong 4n dugc uu tién khac, ché pham kich thich nay mam dinh
dudng dé sir dung 1am probiotic chia mot hodc nhiéu ching Bacillus ma c6 ban
chét 13 probiotic trong dé ching hd trg viéc bé gy cac chat dinh dudng trong
duong tiéu hoa clia nguoi tiéu dung. Tét hon 14 cac ching san xuAt mot hodc nhidu
enzym dudi day: proteaza dé thiiy phan protein, amylaza dé thily phan tinh bot va
cac hydrat cacbon khéc, lipaza dé thuy phan chit béo, glycosidaza dé hd trg viée
thiy phén céc lién két glycosit trong cac duong phirc tap va dé hd trg sw phan huy
xenluoza, xenlulaza dé phan hity xenluloza thanh glucoza, esteraza ma la enzym
gidng lipaza, va xylanaza ma phén hiy xylan, polysacarit duoc phat hién trong
thanh té bao thuc vat. Cdc ching Bacillius ma san xuét cac enzym nay la duoc biét
r3 trong linh vyc ndy. Cach khac, cac ching Bacillus nay cling c6 thé dugc bd
sung mot cach riéng r€ vao ché pham kich thich ndy mam dinh dudng tai diém su

dung.

-10-



34414

Theo phuong an khéc, ché pham kich thich ndy mdm dinh dudng dé st
dung trong xr 1y nude thai hodc xir Iy dudng dAn nuéc chira mot hodc nhiéu chiing
Bacillus ma san xuit cac enzym ma c6 lgi trong viéc thily phan cdc chét hitu co
thuong thay trong nudc thai va/hodc duong din nude. Tt hon 13 cac chung
Bacillus san xuit mdt hodc nhiéu enzym dudi ddy: proteaza dé thuy phan protein
thuc vat va dong vat, amylaza dé thay phan tinh bdt va cac hydrat cacbon khac,
lipaza dé thuy phan chit béo thuc vat va dong vat, dau, va m&, glycosidaza dé hd
tro viéc thity phan céc lién két glycosit trong cac duong phuc tap va dé hd tro su
phéan huy xenluoza, xenlulaza dé phan huy xenluloza thanh glucoza, esteraza ma 1a
enzym gidng lipaza, va xylanaza. Cic enzym khéc cling ¢6 thé dwoc san xuat. Céc
loai Bacillus cu thé dugc chon dé dua vao trong ché pham duoc uu tién theo sang
ché c6 thé 13 loai ma san xuit mot cach dic hiéu cac enzym hudng dich loai chét
hitu co cu thé ma duoc phat hién thdy trong nude thai va/hodc duong dan nudc
duoc x1t 1y. Cac ching Bacillius ma san xuét cac enzym nay hodc hudng dich cic
loai xir 1y chét thai cu thé da dugc biét 13 trong linh vuc ndy. Cling nhu vay hay la
phuong an khéc, cac ching Bacillus nay cling co thé duoc bd sung mot cich riéng

1& vao ché pham kich thich ndy mam dinh dudng tai diém st dung.

Néu bao tir duoc chia trong ché pham kich thich ndy mam dinh dudng, thi
ché phém nay con chira mot hodc nhiéu chit ac ché nay mim va/hodc chét bao
quan. Cac chét e ché nay mam hoic céc chit bao quan dugc uu tién bao gbm
NaCl, D-alanin, hodc cac chét bao quan. Cu thé 1a, ché phém chtra néng dd NaCl
cao nam trong khoang tir 29 dén 117 g/L, t6t hon nita 12 nam trong khoang tir 43
dén 88 g/L, tbt nhit 1a nam trong khoang tir 52 dén 71 g/L, va/hodc mdt hodc
nhidu chit bao quan héa hoc (nhu Linguard ICP hodc Kathon CG (ma cd cac
thanh phén hoat tinh bao gém metyl clo isothiazolinon, khoang 1,15 dén 1,18% va
metyl isothiazolinon, khoing 0,35 dén 0,4%)) & (tbng) ndng do cudi cung la nam
trong khoang tu 0,8 dén 3,3 g/L, tot hon nita 1a nam trong khoang tir 1,2 dén 2,7
g/L, t6t nhét 14 ndm trong khoang tr 1,6 dén 2,2 g/L, va/hoic D-alanin (chit uc
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ché nidy mam canh tranh da biét) nam trong khoang tir 8 dén 116 g/L, tot hon nita
14 ndm trong khoang tir 26 dén 89 g/L, tbt nhét 13 nim trong khoang tir 40 dén 50
g/L. Cac chat trc ché nay mam hogc cac chét bao quan nay gilt bao tir ¢ trang thai
vO hoat va ngan nglra sy nay mam sém ctia bao tir trude khi pha lodng va hoat hoa
ching tai diém sir dung. Viéc st dung cac cht e ché ndy mam la dic biét duge
wu tién khi ché pham theo phwong dn nay duoc sir dung véi phuong phéap dugc wu
tién theo sang ché, trong d6 su nay mam dién ra tai diém st dung. Ché pham kich
thich nay mam dinh dudng theo sang ché tiy ¥ chira cac thanh phan tiéu chuin
khéc bao gém, nhung khong chi giéi han 0, cic chét bao quan khac ma dam bao
thoi han s dung cua ché phém va céac chét hoat dong bé mat ma ho tro su phan
tan cua cac thanh phan hoat tinh, ma thuong dugc chira trong cac ché pham bao tir

hodc trong cac san pham xtr 1y cong nghiép.

Theo mdt phuwong 4n duge wu tién, phwong phéap nay mam bao tir tai diém
str dung theo sang ché bao gdm viéc cung cép ché pham chira bao tir va cac chét
dinh dudng (¢5t hon 1 ché phadm theo sang ché, nhung bao tir va cac chit dinh
dudng ciing co thé 13 cac ché pham riéng r&/c4c thanh phdn dugc bo sung riéng &)
va gia nhiét ché phém dén nhiét d6 cao hoic khoang nhiét d6 cao va duy tri ché
phém & nhiét d6 d6 hoidc trong khoang nhiét do do trong mdt khoang thoi gian
(thoi gian 0) dé cho phép su ndy mam tai vi tri diém sir dung gan véi diém tidu
thu. Viéc gia nhiét trong subt thoi gian 4 dién ra voi su c6 mit cia ché phém kich
thich ndy mam dinh dudng trong mét budce duy nhit. Phuong phap t6t hon 1a con
bao gdm budc phan phat bao tur dugc nay mam cho ddng vat (thong qua thic dn
hodc nu6c), & dong vat, thuc vat, bé, nguoi, hé théng nude thai, hodc duong dan
nuée. Tot hon 13, ché phém bao tir dugc gia nhiét dén nhiét @6 nam trong khoang
tir 35°C dén 55°C, t8t hon nita 1a ndm trong khoang tir 38°C dén 50°C, va tot nhét
14 ndm trong khoang tir 41°C dén 44°C. Thoi gian @ c6 thé thay doi tiy thude vao
ung dung sir dung cubi cung. Pbi v6i tmg dung probiotic, tot hon 1a thoi gian G

kéo dai khong 1au hon 10 phuat. Tét nhét 13, d6i v6i tng dung probiotic, thoi gian U
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nam trong khoang tr 2 dén 5 phut. Theo cach ndy, bao tir dugc giai phong dén
dong vat trude khi bao tir d& ndy mim ddy dit va tao co hdi sdng sét tot hon thong
qua dudng rudt ciia dong vat noi ching c6 loi nhit. Mat khac, tmg dung doi véi
nuée thai c6 thé yéu ciu thoi gian G 1au hon nam trong khoang tir 20 dén 60 phut
dé dam bao rang bao tir dugc ndy mam hoan toan duge phan phat dén nudc thai
duoc xit 1§ Tét nhit 13, thoi gian 0 1a nim trong khoang tir 20 dén 30 phat d6i véi
viéc xur 1y nudc thai. Bt ké tmg dung gi, viéc U ¢ thé trong may 4p khong khi,
may ap nuée, hoic khoang bét ky khac ma cung cap nhiét dong déu, khong d6i

trong khoang nhiét d6 da dinh.
Vi du thyce hién sang ché

Céc ché pham khac nhau theo cac phuong an dugce uu tién cia sang ché
duoc thtr nghiém theo cac phuong phap duoc wu tién cua sang ché. Cac ché pham,

cac phuong phap, va cac két qua duge mo ta dudi dy.

Vi du 1 - P& nay mim bao tir, FreeFlow LF-88 Probiotic (ché pham bao ti
l6ng c6 ban trén thi trudng cua NCH Corporation) dugc bd sung vao ImL nudc
méy & ndng d6 cudi cung khoang 1 x 10° CFU/mL, trong d6 CFU co6 nghia la don
vi tao thanh khuén lac (colony forming unit). Ché pham kich thich nay mam dinh
dudng duoc co dic theo phuong an duge wu tién cia sang ché chira L-alanin (89
g/L), mononatri phosphat (20 g/L), dinatri phosphat (60 g/L), va Linguard CP (1,6
g/L tdng cong) duoc bd sung vao nudc va hdn hop vi khuan dé tao ra ndng d6 ché
phim kich thich ndy mim dinh dudng cudi cing 14 4% trén tong khoi lugng clia
h&n hop. P so sanh, cac phan tmg dbi ching am tinh dwoc chudn bi v6i lugng
gidng nhu FreeFlow LF-88 Probiotic va nuéc, nhung khong b6 sung ché pham
kich thich ndy mam dinh dudng duoc ¢6 ddc. Ca hai hdn hop (hdn hop kich thich
nay mam va dbi chimg am tinh khong c6 ché phadm kich thich nay mam dinh
dudng) duge tron va U trong 60 phut trong khéi gitt nhiét dugc U trude duoc dat o

muc 42°C hodc & nhiét o trong phong (khoang 23°C).
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Céc bao tir tir mdi phan Gng duge quan sat bang cach sir dung kinh hién vi
tuong phan pha. Cac lat cét dugc chuén bi bang cach str dung quy trinh chuan. Bao
tir duoc xem xét trén kinh hién vi Olympus BX41 (vat kinh chim dau 100X) va
dugc chup anh bang cach sir dung may anh Olympus UC30 dugc kiém soét bang

g061 phan mém cellSens Dimension.

Cac hinh anh duoc chup va cac bao tir duoc nay mam duoc dém dudi dang
phan trim trén téng sb bao t trong mdi trudng. Téng s6 10 hinh dnh dai dién
duoc phan tich dbi voi mdi diéu kién (hén hop thir nghiém). Cac bao tir dugc ndy
mam mAt tinh khic xa cia ching do nudce di vao ching va la pha tbi trong khi cac

bao tir khong ndy mam 14 pha séng.

Fig.1 thé hién c4c hinh anh dai dién tir c4c thi nghiém nay. Hinh A thé hign
bao tir ma di dugc ndy mim bang cach st dung ché pham kich thich nay mam
dinh dudng va duoc gia nhiét trong sudt thoi gian ¢ 42°C ddi vé6i ché pham dugc
wu tién va phuong phap dwoc wu tién cia sang ché. Cac vét 16i hon the hién bao ti
dwoc ndy mam, cac vét sang hon thé hién bao tir khong dugc nay mam. Hinh B thé
hién bao tir ma di duoc ndy mim sir dung ché pham kich thich ndy mam dinh
dudng theo phuong an duoc uu tién cta sang ché, nhung dugc U & nhiét dd moi
truomg (23°C). Céc hinh C-D thé hién bao tir dbi chimg ma chua duogc xu Iy véi
ché pham kich thich nay mam dinh dudng theo sdng ché, mot ché pham dugc 0 &

42°C va mot ché phdm duge 1 & nhiét d6 mdi trudng (23°C).

Nhu c6 thé thiy trén Fig.1, hinh “A” thé hién bao tir dwoc ndy mam déng
ké hon (céc vét t6i) so véi céc hinh khac. Céc bao tir duge @ bang ché pham kich
thich ndy mam dinh dudng theo phwong an dugc wu tién cua sang ché két hop véi
phuong phap nay mam theo phuong an dugc uu tién cia sang ché thé hién hiéu
qua nay mim bidu kién 1a 96,8% (Vi du 1, Fig.1A). Céc bao tir d0i chimg ma da
duoc 0 bang ché phadm kich thich nay mam dinh dudng theo phuong én dugc wu
tién ca sang ché, nhung khong st dung phwong phap nay mam theo phuong an

duoc uu tién cta sang ché thé hién hiéu qua nay mam bicu kién 13 2,3% (Vidu 1,
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Fig.1B). Tuong ty, cac bao tr ma khong dugc u bang ché pham kich thich nay
mAm dinh dudng theo sang ché thé hién hidu suét hoat héa biéu kién 1a 1,2% va
2.6% 1an luot & 42°C va 23°C (Vi du 1, cac Fig.1C va 1D). Céc bao tu duoc nay
mam trong cac mau khdng duoc xir 1y bang cac phuong 4n dugc uu tién cua
phuong phép theo sang ché thé hién mc phan trdim nho cua s6 bao tir dd dugc nay
mam trong dung dich FreeFlow LF-88 Probiotic. Vi du nay ching minh rang su
nay mam bao tir dugc gia ting dang ké néu ché pham kich thich nay mam dinh
dudng va phuong phap u theo cac phuong an dugce wu tién cua sang ché duoc sir

dung cung nhau.

Vi du 2 — Tap hop thir nghiém 1 khac duoc chay bing cach st dung hén
hop/phuong phép U thir nghiém nhu nhau (st dung ché pham kich thich nay mam
dinh dudng va sy U gia nhiét nhu nhau, “Bao tir duoc xu ly, 42°C”) va hén
hop/phuong phép & ddi ching (khong ¢6 ché pham kich thich ndy mam dinh
dudng va khong gia nhiét, “Bao tr khong duoc xu 1y, 23°C”) nhu dugc mo ta trén
day trong vi du 1 dugc lap lai, nhung céc thir nghiém khac duoc chay dé so sanh
hiéu sudt ciia hon hop thir nghiém theo cac phwong 4n dugc vu tién cla sang ché
so v6i hdn hop dbi ching. Ngoai ra, hai hdn hop khac duge thu nghiém — mot hon
hop trong d6 ché phim kich thich nidy mam dinh dudng theo vi du 1 dugc sir dung
nhung khong cé nhiét (“Bao tir dugc xtr 1y, 23°C”) va mot hdn hop trong do6 chét
kich thich ndy mam dinh dudng khong duoc sir dung nhung bao tr duoc gia nhiét
(“Bao tir khong duoc xu 1y, 42°C”). Ngén gon 13, bao tir duge u ¢ 42°C hodc 23°C
trong 1 gid cung hodc khong cung voi vige xu 1y voi ché pham kich thich nay
maim dinh dudng dugce wu tién. Sau khi v, bao tr tr ImL cua mdi phan tmg dugc
két vien bing cach ly tam 6 tc d6 14K vong/phit trong 3 phut & 23°C va duoc tai
tao huyén phu trong 1 mL dung dich dém Butterfield. Khoang 6 x 10° CFU
(0,02mL) duge bd sung vao 0,980 mL mdi trudng Davis t0i thidu (chia 3%

glucoza 1am ngudn cacbon va cdc nguyén to vi lugng) voi luong du D-alanin. D-
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alanin 13 chit e ché c6 hiéu lyc clia qué trinh ndy mam qua trung gian L-axit

amin.

Khoang 1,2 x 10° CFU dugc bd sung vao mdi 18 trong s6 bon 16 cia dia
PreSens OxoPlate. Cac dia PreSens OxoPlate st dung cac cam bién oxy quang hoc
dé do huynh quang ham lugng oxy cua mau st dung hai cdp bd loc (kich thich:
540nm, phat xa: 650nm va kich thich: 540, phat xa: 590nm). Cac miu dbi chimg
duoc thyc hién nhu dugc mo ta boi nha san xuét va cac phép do duge thuc hién
trén mdy doc dia huynh quang BioTek 800FLx. Cac diém thoi gian dugc 14y mdi
10 phut trong 24 gid ¢ 37°C v6i viée l4c lién tuc va dit liéu duogc xur 1y dé x4c dinh

ap suét riéng phan cta oxy (pO2) st dung cong thirc dudi day:
pO2 = 100*[(Ko/IR)-1(Ko/Ki00)-1]

Bao tr ma da nay mam va tiép tuc phan chia va phat trién nhu cac té bao
sinh dudng tiéu thu oxy nhu la mot phan cta su sinh trudng trao dbi chat cta
ching. Su tiéu thu oxy duoc thé hién bang sy giam pO2. C6 I& sy sinh truéng ma
quan sat duoc 13 do sy sinh truéng nhanh chéng va su sinh trudng sinh dudng cua
bao tir duoc niy mdm béi sang ché. Cac muc pO, doi véi cac thir nghiém nay

duoc thé hién trén Fig.2.

Nhu dugc thé hién trén Fig.2, sy u v6i hon hop thir nghiém va phuong phap
theo cac phuong an dugc uu tién cla sang ché (Bao tir duge xu 1y 42°C, su dung
ca ché pham kich thich ndy mm dinh dudng va gia nhiét) dan dén bao tir ma da
b4t du sinh truéng sinh dudng nhanh hon 4 gior so v6i cac hdn hop bao tir dbi
chirng ma da khong dwgce xur 1y hoac duoc gia nhiét theo cic phwong an dugc uu
fién ctia sang ché hodc da dwoc xir 1y bing ché pham kich thich nidy mam dinh
dudng hodc duge gia nhiét, nhung khong thuc hign ca hai. Su sinh truong duoc
thiy & cac thir nghiém d6i chimng c6 18 thé hién khoang 2% s6 bao tir dugc nay
mam c6 mit trong FreeFlow LF-88 Probiotic (xem vi du 1). Vi du nay thé hién

thém rang su nay mam bao tir duoc gia ting dang ké néu ché pham kich thich nay
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mam dinh dudng va phuong phép u theo cac phwong dn dugc vu tién cua sang ché

duoc str dyng.

Vi du 3 — Tép hop thir nghiém G khac dugc chay st dung thir nghiém tuong
tu va hdn hop d6i chimg va phuong phap i nhu duge mo ta trén day trong vidu 1.
Ngén gon 13, LF-88 dugc bd sung vao 10mL nudce cit & nong do cubi cung la
khoang 108 CFU/mL. Cac mau dugce U ¢ cac nhiét do khac nhau dé thé hién hiéu
sudt cta phuong phap thir nghiém theo cac phuong dn duge uu tién cua sang ché
s0 v&i hén hop déi chimg. Céc phan @mg duge chuin bi véi ché pham kich thich
nay mam dinh dudng dugc mé ta trong vi du 1 (“Bao tir duge xu 1y’ trong Fig.3)
va duoc 0 & 23°C (nhiét do moi trudong, khong gia nhigt), 32°C, 42°C, hoac 60°C.
Phén Ung ddi chimg duoc G & nhiét d6 moi truong ma khong co ché pham kich
thich ndy mam dinh dudng. Sau mot gié i, ImL ca mdi phan Gng duoc két vién
bang may ly tAm & tbc d6 14K vong/phut trong 3 phut & 23°C va duoc tai tao
huyén phu trong dung dich dém Butterfield. Khoang 6 x 10° CFU (0,02mL) dugc
bd sung vao 0,980 mL moi truong Davis toi thiéu (chira 3% glucoza lam ngudn

cacbon va cac nguyén to vi lugng) voi luong du D-alanin.

Khoang 1,2 x 10° CFU dugc bd sung vao mdi 18 trong s6 bon 16 cia dia
PreSens OxoPlate. Cac miu d6i ching duoc thuc hién nhu duge md td boi nha san
xult va cac phép do dugc thuc hién trén may doc dia huynh quang BioTek 800F1x
stt dung hai cdp bd loc (kich thich: 540nm, phat xa: 650nm va kich thich: 540,
phat xa: 590nm). Cac diém thoi gian dugc 14y mdi 10 phut trong 24 gio & 37°C
véi viée lac lién tuc va dit lidu duge xir 1y dé xé4c dinh 4p suit riéng phan cia oxy

(pO2). Cac muc pO2 dbi véi cac thir nghiém nay duogc thé hién trén Fig.3.

Nhu duoc thé hién trén Fig.3, viéc 0 sit dung ché phim kich thich ndy mam
dinh dudng va gia nhiét theo cac phuong an dugc uu tién cua sang ché dan dén
bao tir bit dAu sinh truong sinh dudng truée hang gidr so v6i dbi ching. Bao t
duoc xtr Iy bang ché pham kich thich nay mam dinh dudng nhung khong duoc gia

nhiét 1 c6 thé so sanh voi hdn hop déi chung. Bao tir duge xir Iy bing ché pham
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kich thich ndy mim dinh dudng ma dugc 0 & nhiét d6 nam duéi khoang dwogc wu
tién ma 1a tir 35 dén 55°C theo mét phwong 4n cua sang ché (dugc thé hién bing
dudng cong “Bao tir duge xir Iy 32°C”) bét dau sinh truéng sinh dudng nhanh hon
cac thtr nghiém ddi ching, nhung khong nhanh béng bao tir dugc xt ly & nhiét do
cao trong cac khoang dugc uu tién theo sang ché. Bao tir dugc xtr Iy bang ché
phdm kich thich nay mam dinh dudng va duge u & nhiét do trong khoang dugc uu
tién nhat ma 1a tir 41°C dén 44°C theo mot phwong 4n cua sang ché thé hién két
qua tot nhat, ma bit ddu sinh trudng sinh dudng dau tién va bét dau sinh truong
nhanh hon 4 gid so véi d6i chimg. Nhu dwoc thiy trong cac vi du trén, sy sinh
trudng duge thiy & thir nghiém ddi ching khong xir 1y ¢6 1& thé hién khoang 2%
s6 bao tir dugc nay mam c6 mait trong FreeFlow LF-88 Probiotic (xem vi du 1). Vi
du nay thé hién thém ring su ndy mam bao tir dugc gia ting dang ké néu ché pham
kich thich ndy mam dinh dudng va phuong phap u theo cac phuong 4n duge wu

tién cua sang che dugc sur dung.

Nguoi c¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuit nay ciing s& hiéu dua
vao viéc doc ban mé ta va phdn md ta cac phuong 4n wu tién trong ban md ta nay
réng céc cai bién va cac thay thé cho thiét bi ¢6 thé dugc thuc hién trong pham vi
cua sang ché va du dinh ring pham vi ciia sang ché dugc boc 16 trong ban mo ta
nay dugc gi6i han chi béi su dién giai rong nhét vé cac diém yéu cau bao ho kém

theo ma cac tac gia sang che néu ra mot cach hgp phap.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phap nay mam bao tir vi khuén tai diém sir dung bao gém cac budc sau:

cung cip ché phim kich thich ndzy mam dinh dudng va bao ti ctia cac loai
vi khuan, néu khong duge chira trong ché phdm kich thich ndy mam dinh dudng;

gia nhiét ché phim kich thich nay mdm dinh dudng va bao tir dén nhiét do
nim trong khoang tir 35°C dén 60°C tai hodc gin diém sir dung;

duy tri nhiét d6 ndy trong thoi gian G khoang tir 2 dén 60 phit dé tao thanh
dung dich bao tr dugc nay mam;

phan phéi dung dich bao tir dugc nay mam dén diém sir dung va trong d6
diém st dung bao gdm thtrc an cho dong vét, nuéc udng cho dong vat, b ctia dong
vét, thue vat, bé, hé thong nudc thai, hoic dudng din nudce, va

trong d6 ché phdm kich thich ndy mam dinh dudng nay chira: (1) mét hodc
nhiu L-axit amin; (2) mot hodc nhidu chit dém bao gdm chat dém phosphat,
HEPES, Tris bazo, hodc hon hop cua ching; (3) chét bao quan cong nghiép; va (4)
tuy v ngudn ion kali.
2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ché pham kich thich nay mam dinh dudng
13 & dang long duoc c¢6 dic va con bao gdm cac budc:

b sung chit pha lodng vao ché pham kich thich nay mam dinh duéng;

tron ché phdm kich thich nay mam dinh dudng da dugc pha lodng va bao tir
vi khuan trong thoi gian 1; va

trong d6 ndng do cua ché phim kich thich nay mam dinh dudng dugc pha
lodng 14 ndm trong khoang tir 0,1% dén 10%.

3. Phwong phap theo diém 1, trong d6 nhiét d6 nim trong khoang tir 41°C dén
44°C.
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4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 L-axit amin 13 L-alanin, L-asparagin, L-
valin, L-xystein, san phim thiy phan cua protein ddu nanh, hodc hdn hop cua

ching.

5. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ché pham kich thich nay mam dinh dudng
12 & dang long duge c¢b dac chira mdt hodc nhiéu L-axit amin véi tong luong

khoéng tir 17,8 g/L dén 89 g/L, phuong phap nay con bao gdm cac bude:
bd sung chit pha lodng vao ché pham kich thich nay mam dinh dudng;

tron ché pham kich thich nay mam dinh dudng di dugc pha lodng va bao tlr

vi khuan trong thoi gian U;

va trong d6 ndng do clia ché pham kich thich nay mam dinh dudng da dugc
pha loang 13 ndm trong khoang tir 0,01% dén 10% ciia ché phdm kich thich nay

mam dinh dudng dugc co dac.

6. Phuong phap theo didm 5, trong d6 ché pham kich thich nizy mam dinh dudng

con chtra bao tr ctia loai Bacillus va chat uc cheé ndy mam.

7. Phuong phép theo diém 6, trong do chit e ché nay mam hodc chét bdo quéan

bao gdm natri clorua, D-alanin, hodc hon hop cua ching.

8. Phuong phap theo didm 7, trong d6 ché pham kich thich ndy mam dinh dudng

duoc cb dic chira natri clorua v6i lugng khoang tir 29 g/L dén 117 g/L.

9. Phuong phép theo diém 7, trong d6 ché pham kich thich nay mam dinh dudng
duogc cd dic chira D-alanin vé6i lugng khoang tir 8 g/L dén 116 g/L.

10. Phuong phap theo diém 6, trong d6 loai Bacillus 1a Bacillus licheniformis,
Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquiefaciens, Bacillus polymyxa, Bacillus
thuringiensis, Bacillus megaterium, Bacillus coagulans, Bacillus lentus, Bacillus
clausii, Bacillus circulans, Bacillus firmus, Bacillus lactis, Bacillus laterosporus,
Bacillus laevolacticus, Bacillus pumilus, Bacillus simplex, va Bacillus sphaericus,

hodc td hop cua chung.
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11. Phuong phuong phap theo diém 6, trong d6 diém st dung bao gdm thirc an
cho dong vat hodc nudc ubng cho dong vat hodc ca hai va trong d6 loai Bacillus
¢6 kha ning san xuét cic enzym ma hd trg trong viée bé gdy chét hitu co trong

dudng tiéu hoa ctia dong vat tiéu thu.

12. Phuong phép theo diém 11, trong d6 céc enzym nay bao gébm amylaza,

proteaza, lipaza, esteraza, ureaza, xenlulaza, xylanaza, hodc hon hop cta ching.

13. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ché pham kich thich nay mam dinh dudng

1a chat long duoc cd dic chira:

mot hoac nhiéu L-axit amin véi luong nam trong khoang tir 8,9 dén 133,5

g/L;

mot hodc nhiéu chat bdo quan cong nghiép v6i tong lugng nam trong

khoang tir 0,8 dén 3,3 g/L;

mononatri phosphat véi luong nim trong khoang tir 10 dén 36 g/L, hodc
dinatri phosphat v6i lugng nam trong khoang tir 30 dén 90 g/L, hoic Tris bazo véi
lwong nam trong khoang tir 15 dén 61 g/L, hoic HEPES véi luong nam trong
khoang tir 32,5 dén 97,5 g/L, hogc hdn hop clia chung; va

tuy y D-glucoza, D-fructoza, hodc hdn hop cua ching véi luong nim trong

khoang tir 18 dén 54 g/L.
14. Phuong phép theo diém 13, trong d6 phuong phap nay con bao gdm cac bude:
bd sung chit pha lodng vao ché pham kich thich nay mam dinh dudng; va

tron ché pham kich thich nay mam dinh dudng da dugc pha lodng va bao tu

vi khuan trong thoi gian u.

15. Phuong phap theo diém 14, trong d6 ndng d6 cia ché pham kich thich nay

mam dinh dudng dugc pha loang la ndm trong khoang tir 4% dén 10%.

16. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ché pham kich thich ndy mam dinh dudng

1a chét long dwogc cd dic chua:
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L-alanin véi luong nam trong khoang tr 13,2 dén 111,25 g/L;

propylparaben hodc metylparaben hodc ca hai véi tong luong nidm trong

khoang tir 0,8 dén 3,3 g/L;

mot hodc nhiéu chat dém bao gém chit dém phosphat, HEPES, Tris bazo,

hodc hdn hop cta ching;
nguon ion kali;
tiy y bao tir cia mot hodc nhicu loai Bacillus;

va trong d6 néu bao tir dugc chira thi ché pham kich thich ndy mam dinh
dudng duge cd dic nay con chira natri clorua véi lugng nam trong khoang tir 29
o/L dén 117 g/L hodc D-alanin v6i lugng nim trong khoang tir 8 g/L dén 116 g/L

hodc ca hai.
17. Phuong phéap theo diém 16, trong d6 phuong phap nay con bao gdm cac budc:

bd sung chét pha lodng vao ché pham kich thich nay mam dinh dudng trudc

hodc trong budc gia nhiét;

va trong d6 ndng do cta ché pham kich thich ndy mam dinh dudng dugc

pha loang nay 1a khoang 4% cua chét 16ng dugc co dic.

18. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ché pham kich thich nay mam dinh dudng

khong chira fructoza hoac glucoza.

19. Phuong phap theo didm 13, trong d6 ché pham kich thich niay mam dinh

dudng khong chira fructoza hodc glucoza.

20. Phuong phap theo diém 16, trong d6 ché pham kich thich nay mam dinh

dudng khong chita fructoza hodc glucoza.
21. Phuong phép theo diém 1, trong d6 thoi gian 1 1a tlr 2 dén 5 phut.
22. Phuong phap theo diém 13, trong d6 thoi gian G 1a tir 2 dén 5 phut.

23. Phuong phap theo diém 16, trong d6 thoi gian 0 1a tir 2 dén 5 phut.
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24. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chét bio quan cdng nghiép bao gdm
propylparaben, metylparaben, metyl clo isothiazolinon, metyl isothiazolinon hodc
hdn hop cta chung va trong dé ché phdm kich thich nay mam dinh dudng khong

chtra fructoza hodc glucoza.
25. Phuong phap theo diém 1, trong d6 bao tir khéng duoc hoat hoa bang nhiét
truée khi gia nhiét voi ché phém kich thich ndy mém dinh dudng.
26. Phuong phép theo diém 18, trong d6 bao tir khong dugc hoat héa bing nhiét
tru6e khi gia nhiét voi ché phdm kich thich ndy mam dinh dudng.
27. Phuong phép theo diém 1, trong d6 bao t& 1& Bacillus subtilis, hodc Bacillus
licheniformis, hodc ca hai.
28. Phuong phap nay mam bao tir vi khuén tai diém st dung bao gdm cac bude
sau:

cung cép ché pham kich thich nay mam dinh dudng va bao tir cta cac loai
vi khuén, néu khong duogc chira trong ché pham kich thich nay mam dinh dudng;

gia nhiét ché pham kich thich nay mim dinh dudng va bao tir dén nhiét do
nim trong khoang tir 38°C dén 60°C;

duy tri nhiét 6 trong khoang nay trong thoi gian i khoang tir 2 dén 60 phut
{8 tao thanh dung dich bao tir dugc ndy mam; va

phéan phdi dung dich bao tir dwge niy mém dén diem s dung va trong d6
diém st dung bao gém thtrc dn cho ddng vat, nude uéng cho dong vat, b cta dong
vat, thuc vat, bé, hé thdng nudc thai, hodc dudng dan nudc;

va trong d6 bao tir khong duge hoat hda bang nhiét trude khi gia nhiét véi
ché pham kich thich nay mam dinh dudng.
29. Phuong phép theo diém 27, trong d6 ché phim kich thich ndy mam dinh

dudng chtra: (1) mot hodc nhiéu L-axit amin; (2) mot hodc nhiéu chit dém bao
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gdm chét dém phosphat, HEPES, Tris bazo, hodc hdn hop cua chung; (3) chét bao

quan cdng nghiép; va (4) ngudn ion kali tity y.

30. Phuong phép theo diém 29, trong d6 bao tu 1a Bacillus subtilis, hodc Bacillus

licheniformis, hodc ca hai.

31. Phuong phép theo diém 29, trong d6 nhiét d nim trong khoang tir 41°C dén
44°C.

32. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gdm budc phan
phdi dung dich bao tr dugc nay mam dén diém st dung va trong d6 diém sir dung

bao gdm hé théng nudc thai hoge duong dan nudc.

33. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chéat bao quan cdng nghiép dap ng cic
tiéu chuin GRAS va ché phém kich thich nay mam dinh dudng chua ngudn ion
kali.

34, Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do nam trong khoang tir 44°C dén
60°C.

35. Phuong phép theo didm 1, trong d6 nhiét do ndm trong khoang tir 38°C dén
50°C.

36. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do ndm trong khoang tir 38°C dén
60°C.

37. Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do nam trong khoang tir 42°C dén
44°C.

38. Phuong phap theo diém 2, trong d6 ché phim kich thich ndy mam dinh dudng
duoc cd dac chira mot hodc nhiéu L-axit amin v6i téng lwong nam trong khoang tir
17,8 g/L dén 89 g/L va trong d6 ndng do ctia ché pham kich thich nay mam dinh
dudng duoc pha loang la nam trong khoang tr 0,1% dén 10% cua ché phdm kich
thich nay mam dinh dudng dugc cd dic.

39. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 38°C.
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Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 39°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 40°C.
Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do 14 41°C.
Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 42°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do 12 43°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do la 44°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 45°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 46°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do la 47°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 48°C.
Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 49°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét d9 1a 50°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 51°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét dd la 52°C.
Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 53°C.
Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 54°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do la 55°C.
Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 56°C.
Phuong phép theo diém 1, trong d6 nhiét do 1a 57°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét do la 58°C.
Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét d9 1 59°C.

Phuong phap theo diém 1, trong d6 nhiét d6 1a 60°C.
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62. Phuong phép theo diém 1, trong d6 ché pham kich thich nay mam dinh dudng
1a & dang 1ong dugc cd dic va phuong phap nay con bao gdm cac budc:

bd sung chit pha lodng vao ché pham kich thich nay mam dinh dudng;

tron ché phim kich thich ndy mam dinh dudng da dwgc pha loang va bao tu
vi khuén trong thoi gian u;

va trong d6 nong dd ciia ché pham kich thich nay mam dinh dudng da dugc
pha long 14 tlr 4% dén 10%.
63. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mot hogc nhiéu chat dém phosphat bao
gdm mononatri phosphat véi lwong nam trong khoang tir 10 dén 36 g/L, hodc
dinatri phosphat v6i luong ndm trong khoang tir 21,3 dén 75 g/L, hodc Tris bazo
v6i lugng nam trong khoang tlr 15 dén 61 g/L, hodc HEPES vdi lugng nim trong
khoang tlr 32,5 dén 97,5 /L, hodc hdn hop cua chung.
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A. 42°C c6 ché pham kich
thich ndy mam dinh dwédng

B. 23°C c6 ché pham kich
thich ndy mam dinh dw&ng
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