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(57) Sang ché d& cap dén ché pham duogc phan 1ap chira ching vi khuan Lactobacillus

Plantarum GOS 42 (DSM 32131 dugc str dung trong y hoc dung dé diéu trj va/hodc phong

ngira bénh viém, hodc dé lam giam va/hodc uc ché sy giai phong mot hodc nhiéu yéu to

viém dugc chon tir nhém bao gdm intolokin 1 (interleukin 1: IL-1), intolokin 6 (interleukin

6: IL-6), intolokin 8 (interleukin 8: IL-8), yéu t6 hoai tir khéi u (tumor necrosis factor:

TNF), prostaglandin E2 (prostaglandin E2: PGE2), isoprostan, metalopeptidaza co chat 9

(matrix metallopeptidase 9: MMP9) va NF-«B.
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Linh vie ki thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén chung vi khuén Lactobacillus plantarum Gos 42 (DSM
32131), va ché phdm chira vi khuén nay dung lam vi khudn c6 loi. Ching vi khuin
ndy c¢6 tmg dung cu thé trong y hoc, dic biét 1a dé didu tri vad/hodc phong ngira bénh
viém. Chung vi khuén néu trén va ché pham chua vi khuin nay c6 tinh hitu dung cu
thé trong viéc diéu tri va/hodc phong ngira bénh viém trong khoang miéng, t6t hon 1a

dé diéu tri va/hodc phong ngira bénh viém lgi va/hodc viém nha chu.

Cu thé, chung vi khudn néu trén va ché phim chira vi khuin nay c6 thé dugc su
dung 1am chét khang viém dé lam giam hozc (e ché su giai phéng mot hodc nhiéu yéu
td viém duoc chon tir nhém bao gém intolokin 1 (interleukin 1: IL-1), intolokin 6
(interleukin 6: IL-6), intolokin 8 (interleukin 8: IL-8), yéu t6 hoai tir khdi u (tumor
necrosis factor: TNF), prostaglandin E2 (prostaglandin E2: PGE2), isoprostan,
metalopeptidaza co chit 9 (matrix metallopeptidase 9: MMP9) va NF-«B.

T6t hon, néu chung vi khudn theo sang ché 13 vi khuan c6 loi, tic 13 vi sinh vat
mang lai lgi ich khi dugc phét trién trong vi modi trudng cu thé, vi du, béng cach tc
ché hodc ngan ngira su phét trién clia cac sinh vét khéc trong chinh vi moi trudong nay.
Vi du v& céc vi sinh vat 1a vi khudn c6 loi bao gdm Lactobacilli, vi khuan nay co thé
khu tra & duong da day rudt, it nhét 12 tam thoi, dé thay thé hodc tiéu diét cac sinh vat

gdy bénh, cling nhu mang lai céc lgi ich khac cho véat chu.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Khi duoc str dung trong ban md ta nay, thudt ngit “vi khuan c6 loi” dé chi cac vi
sinh VAt tao ra it nhat mot phan hé thuc vat chuyén tiép hodc noi sinh va nhd d6 co
hiéu qua phong va/hodc diéu tri bénh c6 1oi trén sinh vét chi. Ngudi c6 hiéu biét trung

binh trong linh vuc nay thuong da biét 1a cac vi khuén c6 loi an toan vé mit 1am sang
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(nghfa la khéng gdy bénh). Vi du nhung khong lam gidi han co ché cu thé bét ky,
hiéu qua phong va/hodc diéu tri bénh cta vi khuén san sinh ra axit clia sang ché mot
phin 14 do tic dung &rc ché canh tranh sy phat trién cta cac tac nhan giy bénh do: (i)
kha ning khu trt rat tot ciia chiing; (i) hién tugng ky sinh cta cac vi sinh vat khong
mong muén; (iii) su san sinh ra axit (vi dy, axit lactic, axit axetic, va cac hop chét ¢
tinh axit khac) va/hodc céc san phdm ngoai bao khic c6 hoat tinh khang vi sinh vat;
va (iv) t6 hop khac nhau ctia cac yéu t6 nay. Can luu y rang cic san phdm néu trén va
hoat tinh cta vi khuén san sinh ra axit theo sang ché c6 tac dung hiép déng dé tao ra

hiéu qua cta vi khuan c6 1gi dugce boc 10 & day.

Thuét ngtt ché phdm tinh ché hodc phan lap duge chtta ching vi khudn c6 nghia
1a ché phdm nay khong chtra cac loai hodc chung vi khuén khac véi lwong di dé can
tr¢ sy sao chép cua ché phém ¢ nhiét do cu thé. Ché phém tinh ché hoic phan lap
duoc chira ching vi khuan duoc didu ché bang cach sir dung cac phuong phép tiéu

chuan, vi du, ma véi viée chon muic do pha loang va nhiét do gi6i han.

Bénh viém loi chu yéu do su tao thanh cao rang gay ra. Sy khu tra vi khuén tao
thanh mang sinh hoc trén bé mit cua rang do sy ¢ mit cua thirc dn con sot lai cling
nhu c4c thanh phin cia nuée bot. Néu khong duge lam sach thich déng & giai doan
som, 16p mang bam trén bé mit ring gay ra su ling dong cuia voi ring rat kho loai bo.
Su ¢6 mat cua s6 lugng vi khuén & bo loi tang 1€n din dén hién tuong viém loi, dugc
goi 1a bénh viém loi. O cac dbi twong min cam, bénh viém loi c6 thé tién trién thanh
bénh viém nha chu, bénh nay c6 thé gdy rung rang. Cu thé, lipopolysacarit
(lipopolysaccharide: LPS) c6 mat trong vi khudn Gram 4m c6 thé gdy ra su dap tng
mién dich khong dic hiéu bdi cac dai thuc bao dugce kich thich béi LPS, qua trinh nay
gidi phong prostaglandin E2 (PEG2) va cac chit trung gian tién viém nhu intolokin va
TNF-a trong mo bi bénh. Céac chét trung gian tién viém gy ra su giai phong cac chat
PGE2 khéc va metaloproteinaza co chét (matrix metalloproteinase: MMP) tir nguyén
bao soi khu tra, thanh phan nay pha hiy khudn gian bao cia md xung quanh. Pidu
nay cho phép vi khudn xam nhap siu hon vao md va kich thich qua trinh viém khong

phu thude vao 16p ngoai cua biéu m6 va chan rang gy ra sy hinh thanh tai nha chu.
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Khi vi khuan tiép tuc xdm nhdp vao xuong 0 ring c6 tc dung d& ring, rang trd nén

khong 6n dinh va bi rung, néu khong duogc diéu tri.

Dé tranh sy phé huy lgi ring tién tri€n, can ngan chin cic dip Gng viém trong

khoang miéng ¢ giai doan dAu hodc tot hon 13 phong ngira ching.

C6 nhiéu phuong phép khac nhau dé giai quyét vin d& nay, tir phuong phép cai
tién dé loai bd mang bam vé mit co hoc dén phuong phap st dung cac san pham

cham séc rang c6 ddc tinh khang khuin manh.

Tuy nhién, khong phai tit ca céc vi khuén c6 mat trong khoang miéng déu lién
quan dén bénh va nhiéu vi khuan thdm chi con c6 tac dung thuc dy stc khoe clia
rang miéng. Do do, t6t hon néu thiét 1ap su can bing d6i véi thanh phan ¢6 lgi cho
strc khoe cua khu hé vi sinh vat trong miéng thay vi trir tdn géc cac vi khudn khu tra

khong dic hiéu.

Khu hé vi sinh vat trong miéng binh thuong rat phirc tap va bao gdm hon 700
loai vi khuén cling nhu vi khuan cd, nim, dong vat nguyén sinh va virut. C4c vat hoi
sinh duéi lgi nhu lactobacilli va bifidobacteria dd dugce chiing minh 1a ¢6 tac dung c6
loi dbi véi stic khoe cua rudt, bao gdm ca mét s6 dic tinh khdng viém, khi dugc st

dung 1am vi khuan c6 1oi.

Téc dung c6 loi ca vi khudn trong khoang miéng dd dugc nghién ctru nhung
két qua thu dugc thay ddi 6 rét v6i cic loai duge st dung va kho thiét 1ap cac thong
s6 thich hop cho tng dung hitu hiéu do tac dung nay chi dua trén hiéu qua khong lién

quan déng ké.

Trong sO cac tac dung ctia vi khuén c6 1¢i: tac dung khdng khuén phd bién doi
v6i cac loai lién quan dén bénh, tac dung lam gidm hodc ngin nglra su bam dinh cta
vi khuan véi bé mit rang cling nhu tac dung khang viém da dugc ban luén trong cac

tai liéu chuyén nganh.

Tuy nhién, van chua biét rd vé tac dung ctia cac chung vi khuén ¢6 loi cu thé doi
v6i co ché viém, cu thé 1a doi véi tdc dung tc ché cac chat trung gian gy viém khac
nhau. Dang chu y 1a da phat hién dugc trong cdc nghién ctru trén pham vi rong d€ tim

ra sang ché ring mot sO chiing trong s6 cac vi khuan c6 lgi da dugc thra nhén noi
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chung ciing c6 thé lam gia ting mac dd gidi phong clia yéu to tien viém vdi lidu ding
nhat dinh. Do d6, van c6 nhu cau chua dugc dap ng vé cac ching méi ¢ hi€u qua

mong muon doi véi cac chét trung gian tién viém va khdng viém cla bénh viém.

Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Muc dich ciia sang ché 1a tim ra chung vi khuin méi va ché pham chtra vi khuan
nay c6 thé duge st dung trong y hoc, dic biét 1a dé dicu tri va/hodc phong ngira bénh
viém, nhu trong khoang miéng, cu thé 1a dé diéu tri va/hodc phong nglra bénh viém

loi va/hoac viém nha chu.

Muc dich khéac cia sang ché 14 tim ra ching vi khuén méi va ché phdm chira vi
khudn nay c6 kha ning lam gidm hodc Grc ché sy giai phong mot hodc nhidu yéu té
viém nhu intolokin 1 (IL-1), intolokin 6 (IL-6), intolokin 8 (IL-8), yéu t6 hoai tt khoi
u (TNF), prostaglandin E2 (PGE2), isoprostan, metalopeptidaza co chit 9 (MMP9) va
NF-«B.

Muc dich ctia sang ché dat dugc bing cach dé xuét ching vi khuén
Lactobacillus plantarum GOS 42, d3 dugc luu gilt boi Cong ty Probi AB, Solvegatan
41, 22370 Lund, Thuy Dién tai Vién Leibniz DSMZ-Diic, Bo tang vi sinh vat va
nuoi céy té bao (Collection of Microorganisms and Cell Cultures), Inhoffenstr. 7 B,
D-38124 Braunschweig, theo quy dinh cta Hiép udc Budapest ngay 2 thang 9 nam

2015 va da nhan duoc sé hidu luu gitr 1a DSM 32131 va ché phdm chtra vi khuén nay.

Chung vi khuén theo sang ché dugc phén 1ap tir nude bot cua nhitng ngudi tinh
nguyén khoe manh va dugc chon trong sb hon 50 chung vi khuén c6 loi ing vién bao
gdm cac ching Bacillus subtilis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum,
Bifdobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus LAFTI, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus  reuteri, Lactobacillus  rhamnosus, Lactobacillus  paracasei,
Lactobacillus ~ bulgaricus, Lactobacillus  gasseri, Lactobacillus  fermentum,
Lactobacillus  brevis, Lactobacillus  cellobiosus, Lactobacillus  salivarius,

Streptococcus thermophilus va Lactococcus lactis.
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Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 thé hién hiéu qua khéng viém cta vi khuén Lactobacillus plantarum GOS
42 (DSM 32131) trong bach cau don nhan to so chp cua nguoi dbi véi intolokin 1
beta (Fig.1A), intolokin 6 (Fig.1B), intolokin 8 (Fig.1C), prostaglandin E2 (Fig.1D),
yéu t6 hoai tir khéi u alpha (Fig.1E) va isoprostan (Fig.1F). Cot bén trai thé hién cac

t& bao khong duoc xir 1y, ¢ot bén phai thé hién cac té bao da bi gidam ddc tinh.

Fig.2 thé hién hiéu qua khéng viém cta vi khuén Lactobacillus plantarum GOS
42 (DSM 32131) ¢ dang da bi gidm ddc tinh d6i voi intolokin trong nguyén bao soi
loi ctia ngudi. Cot bén tréi thé hién két qua dbi v6i intolokin 6, cot bén phai thé hién

két qua dbi voi intolokin 8.

M ta chi tiét sang ché

Biang cach sang loc trén pham vi rong, chung vi khudn theo sang ché da duoc
x4c dinh 12 ¢6 hoat tinh didu bién khéc biét, chu yéu theo cach e ché mtc do giai
phong mot sb yéu td tién viém trong khi d6ng thoi khong lam ting hodc chi lam tang
khong dang ké mirc do gii phong cac yéu t6 tién viém khac. Séng ché cho phép viéc
sit dung chung vi khuén ¢6 loi dugc tdi wu hoa dé phong va/hodc diéu tri cac bénh
viém, dac biét 1a cac bénh xuit hién trong khoang miéng, ma truéc diy khong thé

thuc hién.

Nhu da giai thich trén day, sy khu tri cta céac vi khuén lién quan dén bénh trong
niém mac miéng va su tao thanh mang bam cé thé gy ra sy mét can b%mg Vi sinh vat
trong khoang miéng theo hudéng tich tu céc vi sinh vat cé hai, qua trinh nay con dugc
goi la su mét can béng sinh hoc. Do d6, vi sinh vat dung dé phong va/hodc diéu tri
bénh viém trong khoang miéng theo sang ché bao gdm viéc sir dung dé phong va/hodc
diéu tri cac bénh lién quan dén mot hoac nhiéu mang bam va co loi néu gilp tranh
duoc su mét can béng sinh hoc béng cach lam can béng hé thuc vat & miéng theo

hudng c6 trang thai khde manh.

Theo phuong én dugc uu tién cua sang ché, vi sinh vat da md ta trén dy da bi
gidm doc tinh hodc da chét, tdt hon 1a duoc lam bit hoat bang nhiét, 1y tuéng 1a bang

cach u trong thoi gian tir 2 dén 8 phit & nhiét do nim trong khoang tir 70 dén 100°C.

-6-
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Trong cac nghién ciru duge mo ta dudi ddy, da ching minh duoc rang vi sinh
vét theo sang ché co thé tao ra tac dung tic ché sy giai phong yéu t6 tién viém ngay ca
khi & trang thai bt hoat. Do d6, ¢ thé st dung ching méi khi ching nay da chét hodc
duoc lam bét hoat bang nhiét. Pang chl ¥ 14 céc ching dugc bét hoat bang nhiét c6
thé ¢ hoat tinh khang viém tuong duwong hodc thAm chi tang 1én mot chit dbi voi mot

sO y€u to.

Theo mot khia canh, sang ché dé cép dén vi sinh vat da néu trén ddy dung lam
chét khéng viém, dic biét 1a dé lam giam hodc rc ché su giai phong mot hodc nhiéu
yéu t6 viém duoc chon tir nhém bao gdm intolokin 1 (IL-1), intolokin 6 (IL-6),
intolokin 8 (IL-8), yéu té hoai tir khéi u (TNF), prostaglandin E2 (PGE2), isoprostan,
metalopeptidaza co chit 9 (MMP9) va NF-«B.

Theo khia canh khic cta sang ché, cac manh ctia chiing vi sinh vt m&i nhu
duogc xac dinh theo khia canh bét ky trong sb cac khia canh dd md ta trén dy co thé
duoc st dung dé didu tri va/hodc phong nglra bénh viém, dic biét 1a trong khoang
miéng, va tét hon 1a dé diéu tri va/hodc phong ngira bénh viém lgi va/hodc viém nha

chu.

C6 thé khong nhat thiét phai st dung toan bd céc té bao cta ching méi theo
sang ché do hdn hop chi gdm cac manh (vi du, manh vun ctia céc té bao bi phan huy)

cua cac vi sinh vat [a du dé tao ra hiéu qua cua sang ché.

Theo khia canh khéc, sdng ché con dé cap dén duoc phém chra chung vi khuén
Lactobacillus plantarum GOS 42 hodc cdc manh cua nd va chit mang, t4 dugc
va/hoac chét pha lodng duoc dung. Tét hon, néu téng lugng vi sinh vat hodc cac manh
clia n6 du dé diéu tri va/hoic phong ngtra bénh viém, déc biét 1a trong khoang miéng,
t6t hon 1a dé diéu tri va/hodc phong ngira bénh viém lgi va/hodc viém nha chu, Tét
hon, néu téng lwong vi sinh vat hodc cdc manh ciia n6 nam trong khoang tir 0,01 dén
100%, t6t hon nita 1a ndm trong khoang tir 0,1 dén 50%, tét nhét 12 nim trong khoang
tir 1 dén 10%, trong mdi truong hop déu dugc tinh so véi tong trong luong clia ché
phém, va/hodc trong do téng lugng cua (céac) vi sinh vat hodc cdc manh cua nd nam

trong khoang tir 1 x 10° dén 1 x 10" don vi tao khuan lac (colony forming unit: CFU),
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t&t hon nita 1a nim trong khoang tir 1 x 105 dén 1 x 10 CFU, va ly tuéng la ndm

trong khoang tir 1 x 108 dén 1 x 10° CFU.

Theo phuong an dugc wu tién, vi sinh vat (vi khuén) theo sang ché c6 mit trong
ché phim v6i ndng do nam trong khoang tir 1 x 103 dén 1 x 10" don vi tao khuén lac
(CFU), tét hon 1a nim trong khoang tir 1 x 10° dén 1 x 10'2 CFU/gam, trong khi theo
cac phuong 4n khac, ndng do nam trong khoang tir 1 x 10° dén 1 x 10'* CFU/gam,
ndm trong khoang tir 1 x 10° dén 1 x 107 CFU/gam, hogc ndm trong khoang tir 1 x 108
dén 1 x 10° CFU/gam. Tuy nhién, can hiéu ring tong lugng CFU chit khong phai

ndng do 1a yéu té quan trong nhét.

Theo mdt phuong éan, vi khuén theo séng ché c6 mat trong chét mang dugc dung
hodc san phim thuc phdm thich hop dé st dung qua dudng miéng cho dong vét ¢6 vu,
tdt hon 12 dué6i dang thuc phém b sung dang bdt, san phém dang vién, hodc san phém

dang long. T6t hon, néu dong vat c6 vu 1a nguoi.

Ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu ring sinh vat 1a vi
khuén c6 loi dugc st dung trong ché phém hoac san phém theo sang ché 1a chat sinh
hoc ma hoat tinh cia n6 c¢6 thé thay ddi theo mé va ciing phu thudc vao phuong phap
sén xuat hodc xr Iy. Do d6 lwong thich hop c¢6 thé dugce diéu chinh twong tmg trong

khoang cho trudec.

Ngoai ra, sang ché d& cap dén ché phdm hodc san pham nhu dd mo ta trén day
dé sur dung trong y hoc, tdt hon 1a dé diéu tri va/hodc phong ngtra bénh viém, dédc biét
la trong khoang miéng, va t6t nhét 12 dé st dung trong viée didu tri va/hodc phong

ngtra bénh viém loi va/hodc viém nha chu.

Ché phim theo sang ché c6 thé con chira mdt hodc nhiéu thanh phan dwgc chon
tir nhém bao gdm chit mang, t4 duoc hodc cc hoat chét khéc, vi du nhu céc chét c6
hoat tinh tir nhém bao gf”mq cac chét chéng viém khong steroit, chét khéang sinh, steroit,
cac khang thé khang TNF-alpha hodc c4c tdc nhan va/hodc chét c6 hoat tinh duoc tao
ra bang céng nghé sinh hoc khac cling nhu cac chit giam dau, dexpanthenol,
prednisolon, polyvidon iodua, clorhexidin-bis-D-gluconat, hexetidin, benzydamin
HC], lidocain, benzocain, ete macrogol lauryl, benzocain két hop véi xetidyl pyridini

clorua hodc ete macrogol lauryl két hop véi san pham thim tach mau khong chira

-8
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protein tir mau bé cling nhu, vi dy, cac chit don (vi du, xenluloza, canxi cacbonat),
chit déo hoa hodc chét cai thién do chay (vi dy, bot talc, magie stearat), cac 16p phui
(vi dy, polyvinyl axetat phtalat, hydroxyl propyl metyl xenluloza phtalat), céac chat
gdy rd (vi dy, tinh bdt, polyvinyl pyrolidon lién két ngang), chit lam mém (vi du,
trietyl xitrat, dibutyl phthalat), céc chit dung dé tao hat (lactoza, gelatin), chét lam
cham (vi du, san phdm copolyme héa este metyl/etyl/2-trimetyl aminometyl ctia axit
poly(met)acrylic trong hé phin tin, san phidm copolyme héa vinyl axetat/axit
crotonic), chat dung dé ép (vi du, xenluloza vi tinh thé, lactoza), cac dung moi, chat
tao huyén phu hodc chét phéan tan (vi du, nuédc, etanol), chit nhii héa (vi du, rugu
xetylic, lexitin), cac chét lam thay d6i tinh luu bién (silic oxit, natri alginat), cac chét
dé 1am 6n dinh vi sinh vat (vi du, benzalkoni clorua, kali sorbat), cac chét bao quan va
chét chdng oxy hoa (vi du, DL-alpha-tocopherol, axit ascorbic), cac chét lam thay ddi
do pH (axit lactic, axit xitric), céc chét thdi hodc khi tro (vi du, cdc hydrocacbon flo
héa va clo héa, cacbon dioxit), cac thubc nhudm (sét oxit, titan oxit), cac thanh phan
nén dung cho pomat (vi du, parafin, sap ong) va céc chét khac nhu dugc md ta trong
tai liéu chuyén nganh (vi duy, trong tai li€u: Schmidt, Christin. Wirk- und Hilfsstoffe
fir ~Rezeptur, Defektur und GroBherstellung. 1999;  Wissenschaftliche
Verlagsgesellschaft mbH Stuttgart oder Bauer, Fromming Fiihrer. Lehrbuch der
Pharmazeutischen = Technologie. 8.  Auflage, 2006.  Wissenschaftliche
Verlagsgesellschaft mbH Stuttgart).

Ché pham hodc san pham theo sang ché ciing c6 thé duoc pht hozc bao nang.

Viéc bao nang ché phdm theo sang ché ¢6 thé 6 loi thé 1a cho phép giai phong
c6 kidm soat, vi du, khi tiép xic véi nude, hodc giai phong lién tuc trong khoang thoi
gian kéo dai. Ngoai ra, ché phdm nay c6 thé dugc bao vé khoi sy thodi bién dé cai
thién thoi han st dung ctia san pham. C4c phwong phap bao nang hoat chét 1a da duoc
biét r5 trong linh vuc nay va nhiéu chét bao nang ciing nhu phwong phap stt dung

chung cho ché phim theo céc yéu cdu cu thé 1a da biét.

Hon nita, ché phdm hodc san phdm theo sing ché c6 thé & dang dung dich,

huyén phu, nhii tvong, vién nén, hat, bot hodc vién nang.
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Ché phdm hoic san pham nay theo sang ché c6 thé duoc chon tir nhém bao gdm
kem déanh ring, gel ding dé danh rang, bot dung dé danh rang, chat 1ong ding dé lam
sach rang, bot dung dé lam sach ring, nudc sic miéng, nude xit thom miéng, chi nha

khoa, keo cao su va vién ngdm hinh thoi.

Céc ché phdm hodc san phidm nay c6 thé chra hé mai mon (c4c thanh phan mai
mon va’hodc mai nhin) nhu cac hop chét silicat, canxi cacbonat, canxi phosphat,
nhom oxit va/hoac hydroxyl apatit, céc chét hoat dong bé mit, vi du nhu natri lauryl
sulfat, natri lauryl sarcosinat va/hodc cocamidopropyl betain, cac cht 1am 4m nhu
glyxerol va/hodc sorbitol, cédc chit lam dic, vi du, cacboxy metyl xenluloza,
polyetylen glycol, caragenan va/hodc Laponite®, cac chéat lam ngot nhu sacarin, cac
chét didu chinh mui thom va vi dé che cam giac v& vi khé chiu, chét cai bién vi (vi du,
inositol phosphat, cac nucleotit, vi du, guanosin monophosphat, adenosin
monophosphat hodc céc chit khéac, vi du, natri glutamat hodc axit 2-phenoxy
propionic), céac chit lam mat nhu cdc din xuét menthol (vi du, L-mentyl lactat, L-
menthyl alkyl cacbonat, menthon ketal), icilin va cac dAn xuét icilin, cac chét 6n dinh
va cac chét ¢6 hoat tinh nhu natri florua, natri monoflo phosphat, thiéc diflorua, amoni
florua bac bdn, kém xitrat, kém sulfat, thiéc pyrophotphat, thiéc diclorua, hdn hop cia
cac hop chit pyrophotphat khac nhau, triclosan, xetyl pyridini clorua, nhém lactat,
kali xitrat, kali nitrat, kali clorua, stronti clorua, hydro peroxit, cac chit thom, natri

bicacbonat va/hodc chat diéu chinh mui.

Keo cao su hodc keo cao su chdam soc rang co thé bao gém nén keo cao su chua
thé dan hoi, vi du, polyvinyl axetat (polyvinyl acetate: PVA), polyetylen, polyiso
butan (polyiso butane: PIB) (phan tr thap hoic trung binh), polybutadien, copolyme
isobuten/isopren, ete polyvinyl etyl (polyvinyl ethyl ether: PVE), ete polyvinyl butyl,
cac copolyme clia este vinyl va ete vinyl, copolyme styren/butadien (SBR) hodc thé
dan hoi vinyl, vi du, trén co s¢ vinyl axetat/vinyl laurat, vinyl axetat/vinyl stearat hoac
etylen/vinyl axetat va hdn hop cla cac thé dan hdi néu trén, vi du nhu dugc mo ta
trong cac patent EP 0 242 325, US 4,518,615, US 5,093,136, US 5,266,336, US
5,601,858 hoac US 6,986,709. Ngoai ra, nén cua keo cao su ¢ thé chua cac thanh

phan khdc, vi dy, cac chat don (vo co), vi du, canxi cacbonat, titan dioxit, silic dioxit,
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bot talc, nhom oxit, dicanxi phosphat, tricanxi phosphat, magie hydroxit va cac hdn
hop cia chung, cac chit déo hoa (vi du, lanolin, axit stearic, natri stearat, etyl axetat,
diaxetin (glyxerol diaxetat), triaxetin (glyxerol triaxetat) va trietyl xitrat), cac chét nhii
hoéa (vi du, cac hop chit phosphatit nhur lexitin va cac hop chét mono va diglyxerit ctia
axit béo, vi duy, glyxerol monostearat), cac chét chdng oxy hoa, cac sép (vi du, sap
parafin, sap candelila, sap carnauba, sap vi tinh thé va sap polyetylen), cic chat béo va
dau béo (vi du, cic m& thuc vat hodc md dong vat hoa ran (hydro héa)) va cac hop

chét mono, di hodc triglyxerit.

Vi du thwe hién sang ché

Cac vi du sau day dugc dua ra dé minh hoa sang ché ma khong du dinh gidi han
pham vi ctia sang ché.
Vi du 1: tién hanh nudi cdy va xt 1y cac ching vi khuan c6 lgi

Chung vi khuén theo sang ché dugc chon trong s6 hon 50 ching vi khuén c¢6 lgi
Umg vién cia Bacillus subtilis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum,
Bifdobacterium longum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium lactis, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus LAFTI, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus  reuteri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus  paracasei,
Lactobacillus  bulgaricus, Lactobacillus — gasseri, Lactobacillus  fermentum,

Lactobacillus  brevis, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus  salivarius,

Streptococcus thermophilus va Lactococcus lactis.

Dé xéc dinh cac didu kién sinh truéng sinh trudng va thoi diém thu hoach i uu
va xac dinh sb lugng don vi tao khuén lac (CFU) dbi v&i vi khudn c6 loi can duoc
sang loc, trudce tién giai doan pha logarit va két thiic pha sinh truéng dugc xac dinh.
Su phdt trién ciia vi khudn

Nguyén liéu gdc 1a vi khuin c6 loi da dong lanh (& nhiét do -80°C) dugc ra
dong qua dém & nhiét d6 4°C va 6ml dung dich NaCl 9% vo khudn duogc cho vao’
1,2ml vi khuén vao sang hdém sau. Cac mau duoc ly tam (5 phat, 5000 vong/phut),

dich ndi bé mat duge loai bo, cac vién von duge rira béng 8ml NaCl 9% va duoc ly
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tam lai trong 5 phut & tbe do 5000 vong/phit. Sau d6, vién vén duge tai tao huyén phu
trong 1,2ml NaCl 9% va cho 1ml méau vao 50ml moi trudong Am & nhiét do 37°C
(MRS Bouillon, Carl Roth KG, Karlsruhe) va u ¢ nhiét d6 37°C. Qua trinh G dugc
thuc hién trong dng polypropylen vo khuén c6 dung tich 50ml (Greiner) va céc dau do

dugc thu hoach & céc thoi diém khac nhau dé danh gia dudong cong sinh truéng.
Xdc dinh mdt do quang OD

Pé x4c dinh OD, 500u] huyén phu vi khudn dugc 1iy ra va pha lodng trong 1ml
mdi trudong MRS Bouillon trong chiu PS-1,5ml (Brand). Viéc xéac dinh OD dugc thuc
hién & budc song 600nm (ThermoScientific, Helios Epsilon), 1,5ml moi truong MRS

Bouillon dwoc st dung lam ddi ching tréng.
Xdc dinh CFU

Pé xac dinh CFU, cac vi khudn dugc pha lodng (theo ty 1& 1:10.000.000,
1:50.000.000 va 1:100.000.000), dugc dan mong trén céac dia thach-MRS (MRS Agar,
X924, Carl Roth) va dugc u trong 2 ngay ¢ nhiét 4o 37°C. Sau do, cac khuén lac da
phat trién dwoc dém va tinh CFU.

Céc vi khudn dat dén pha logarit ngay tir khi bit ddu cho dén thoi diém tir 7 dén
8 gitr khi chiing bit diu dat dén pha 6n dinh. Luong vi khudn cén duoc duge cay vao
khong lam thay ddi hinh dang cta dudng cong. 5 givr duge chon lam thoi diém ma khi
d6 pha sinh truong doc nhét dé thu hoach vi khuén trong pha logarit va 7 gio la thoi
diém dé thu hoach chung khi két thic pha logarit.

Vi du 2: tién hanh kich thich bach cAu don nhén to cia ngudi béng vi khuan c6 loi

Viéc kich thich méi truong nudi cdy té bao bach ciu don nhan to bang chung vi
khudn ¢6 loi méi duoc thue hién bing cach st dung céc ching thu duge dudi dang
bot. Trude tién, mot vai dang st dung nhu st dung vi khuén d3 sinh truéng (dugce
chon tir pha logarit), dich n6i bé mit ctia moi truong nudi cdy vi khudn da phat trién,
st dung truc tiép bot d& hoa tan va dich ndi bé mit dang bot duoc thir nghiém. Theo
cac két qua thu duoc, khi két thuc pha logarit, vi khuan dugc thit nghiém véi hai mé

chung vi khudn dong lanh. Thay vi st dung céc dich nbi bé mit, tién hanh lam bat
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hoat hai chiing vi khuin nay bang nhiét va so sanh vi khuan dugc lam bat hoat véi vi

khuén dugc hoat hoa.

Xdc dinh nong dé xytokin; MMP-9 va PGE2 trong bach cau don nhdn to so cdp ciia

nguoi

Bach ciu don nhan to so cip cta ngudi duge phan lap tir 16p dém ctia méau dugce
14y tir nguoi cho khoe manh. Céc té bao duge cdy vao dia c6 24 15 d tién hanh thu
nghiém ELISA. Cac t& bao duoc i véi LPS trong 24 giv. Cac vi khuén c6 1oi (5 lidu)
duoc cho thém trong 30 phut trude khi xir 1y bang LPS. Sau 24 gio, dich ndi bé mit
duoc 14y ra, ly tim va danh gid vé nong d6 IL-1beta, TNFalpha, IL-6, IL-8, MMP-9,
isoprostan-8 and PGE; trong EIA (PGE2, san pham ctia AssayDesign, isoprostan, san
phém cia Cayman) hodc ELISA (tét cd cac xytokin, san phém cua Immunotools,
MMP-9, GE Healthcare) bang cach st dung quy trinh ctia nha san xu4t. Mbi lidu ding
duoc danh gia 2 dén 3 14n trong hai 16p dém dugce 14y tir hai ngudi cho khac nhau.

Trude tién, cac loai khac nhau ctia ché phdm dang bot dong kho chia vi khuén
c6 lgi dung dé kich thich bach cau don nhan to cua nguoi duge tht nghiém.

Céac vi khuén ¢6 loi dugc thu hoach va sau d6 duoc ly tAm. Cac té bao duoc hoa
tan trong moi trudng mdi va duge phi 1én bach cau don nhén to ctia ngudi.

Sau d6, cac bach cdu don nhan to duge U véi cac vi khuén c6 loi trong 30 phut,
tiép do, LPS duoc cho thém vao va sau 24 gio, dich ndi bé miat duge ldy ra va sir dung
dé xac dinh cac thong sb viém.

Vi du 3: tht nghiém véi céc ching vi khuén dugc bat hoat béng nhiét
Tién hanh bat hoat bc%ng nhiét

Viéc lam bt hoat bang nhiét duge thuc hién theo hai mé. Khi két thic pha sinh
truong logarit ctia vi khudn, phan phan wdce cla huyén phu vi khudn duoc 14y ra, cho
vao dng méi ¢6 dung tich S0ml va duoc U trong 5 phit & nhiét do 80°C trong bé nuée.
Vi khudn duoc lam bét hoat trong 5 phut & nhiét d6 80°C va do d6 su phat trién ctia
chung bi ngling lai.

Tién hanh tht nghiém véi cdc mé cta chung vi khuan dugce 1am bét hoat bang

nhiét, da phat hién duoc réng hiéu qué gia tang dbi v6i IL-1 va TNF khong bi anh

-13-



35612

hudéng bsi viée xtr 1y nhiét. Hon nita, viéc hoat hoa bang nhiét khong lam anh hudng

hodc chi anh hudng rat nho dén muc do e ché PGE2 bdi ca hai chiing nay.

Vi du 4: Sang loc cac vi khuan c6 1gi do6i véi bach cau don nhan to cua nguoi va hiéu

qué dbi v6i mirc do hoat hoa NF-kapaB

Céc chung vi khuén c6 loi khac nhau dugc sang loc vé dang dugc hoat hoa va
dang di bi giam dc tinh (dang duoc lam bat hoat bang nhiét) ctia chiing dbi v6i bach
cAu don nhén to so cdp ctia ngudi do LPS gay ra (x4c dinh ndng do IL-1beta, IL-6,
IL-8, TNFalpha, PGE2, 8-isoprostan, va MMP-9.

Hiéu qua khang viém dién hinh cta ching méi theo cac Vi du tir 1 dén 4 duoc

thé hién trén Fig.1.

Céc thir nghiém dé danh gia hidu qua dbi v6i mtc dd hoat héa NF-kapaB do
TNF gay ra trong cac nguyén bao soi NIH-3T3 duoc thuc hién v&i dong té bao
nguyén bao sg¢i chira gen Luciferaza da chuyén nhiém 6n dinh dugc dinh huéng boi
gen khéi ddu phu thudc NF-kapaB. Cac té bao duoc kich thich bang TNF véi su c6
mat hodc khdng cé mét cua cic vi khuén ¢6 loi. Sau 6 gi0 kich thich, cac té bao duoc

lam tan va hoat tinh cua luciferaza dugc xac dinh béng thiét bi do do phét sang.
Vi du 5: sang loc céc vi khuén ¢6 lgi da chon dbi voi nguyén bao s¢i & loi cua nguoi

Céc chung vi khudn theo sang ché da chon dugc phi 1én nguyén bao soi & 1oi
cta ngudi. Cac moi truong nudi cdy nguyén bao sgi duge duy tri nhu duoc mo ta
trong quy trinh ctia nha san xudt. Truéce khi kich thich, cac té bao duoc cdy vao dia c¢6
24 15 dung dé thir nghiém ELISA. Céc té bao dugc U khi khong ¢6 (nhém ddi chimg
khong duoc kich thich) hodc c6 IL-1beta trong 24 gio. Cac chung vi khuén ¢6 loi (5
lidu dung, tiy theo két qua cia thir nghiém sang loc) duge cho thém trong 30 phut
truée khi xi 1y bang IL-1. Sau 24 gid, dich ndi bé mit dugc 14y ra, ly tm va dénh gid
vé ndng dd IL-6, IL-8, isoprostan, va PGE2 trong EIA (PGE2, sin phim cua
AssayDesign, isoprostan, san phdm ctia Cayman) hozc ELISA (IL-6, IL-8, san pham
ctia Immunotools), bang cach st dung quy trinh ctia nha sén xuét. Mdi liéu duge danh

gi it nhat 2 dén 3 1an. Cac ching cho thdy c6 hiéu qua trc ché IL-6 nhét dinh.

Hiéu qua khang viém cta ching theo Vi du 5 dugc thé hién trén Fig.2.
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Vi du 6: san pham dang vién nén va vién ngdm hinh thoi chira vi khuén c¢ lgi

. Vién nén isomalt

thiotu Khéi Céc thanh phan Plaxcho Chiqchl’ra vi | + Chét tao
khuan c6 loi | huong vi

1 Magie stearat 1,800% 1,800% 1,800%

2 Acesulfam 0,050% 0,050% 0,050%

3 Sucraloza 0,025% 0,025% 0,025%

4 A Vi khuan ¢ loi 1,000% 1,000%

Chét tao huong vi (vi du,
5 134229 Optamint 0,500%
Peppermint s/d)

6 B [somalt 98,125% 97,125% 96,625%
Tong 100,00% 100,00% 100,00%

Phwong phép san xuat:

cac thanh phan 1 va 6 dugc lam khd trong thiét bi sdy c6 khoang chan khong &

nhiét 46 50°C va ap suét téi da bang 10 mba trong 16 gio

tAt c4 cac thanh phan duoc cin trong lugng chinh xé4c

cac thanh phén 1, 2, 3, 4 va 5 dugc két hop va tron k§ (khdi A). Vi khuan c6 loi

duge phi & dang déng kho nhanh c¢6 hoat tinh ndm trong khoang tir 105 dén 10'2 don

vi tao khudn lac (CFU)/gam.

sau d6, khdi A duogc cho vao thanh phan 6 va dugc tron k¥ trong 5 phut

hdn hop bot nay dugc ép thanh vién nén trong médy ép vién nén EKO (Korsch

AG, Berlin) & 4p luc dugc diéu chinh niam trong khoang tir 15 dén 20kN

cac thong so dich:

duong kinh vién nén: 20mm

trong lugng vién nén: 2,0g
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bao quan & nhiét do trong phong trong tii nhém dugce han kin. St dung 1g chét
hut 4m cho mbi 5 vién ngdm hinh thoi dé 1am kho (dugc hoat hoa bang cach bio quan

trong 3 gior & nhiét d6 105°C trong thiét bi siy c6 khoang chan khong).

Vi du 7: Bot dung dé danh rang

Bot dung dé dénh ring
86 Chi str
thir | Khéi Céc thanh phan dung vi | + Chét tao
Plaxebo ,
tu khuan c6 | huong vi
loi
1 Magie cacbonat 3,00% 3,00% 3,00%
2 A Natri bicacbonat 2,00% 2,00% 2,00%
3 Natri florua 0,25% 0,25% 0,25%
4 Natri sacarin 0,60% 0,60% 0,60%
5 Vi khuan ¢6 loi 4,00% 4,00%
B | Chéttao huong vi (vi du, 134229
6 2,00%
Optamint Peppermint s/d)
7 C Canxi cacbonat 94,15% 90,15% 88,15%
Tong 100,00% | 100,00% | 100,00%

Phuong phap san xuét:

thanh phan 7 duoc lam kho trong thiét bi siy c6 khoang chan khong & nhiét do
50°C va ap sudt tdi da bang 10 mba trong 16 gio

tat ca cac thanh phén dugc can trong lugng chinh xac
cdc thanh phén 1, 2, 3 va 4 duoc két hop va trén k§ v6i nhau (khdi A)

cac thanh phan 5 va 6, néu cin, dugc két hop va tron k§ (khdi B). Vi khuan c6
lgi duoc phu & dang dong khd nhanh c6 hoat tinh ndm trong khoang tir 10° dén 102
don vi tao khuén lac (CFU)/gam.

sau do, cac khéi A va B duoc két hop va tron k¥ véi nhau

-16-




35612

hdn hop nay duge cho vao thanh phan 7 va dugc tron k§ trong 5 phut

hdn hop bdt dugce tao thanh cac phan, mdi phan c6 trong lugng 0,5g va dugce
bao quan & nhiét dd trong phong cung véi 1g chét hat 4m (dwgc hoat héa bang cach
bao quan trong 3 gi¢ ¢ nhiét 4o 105°C trong thiét bi sdy c6 khoang chan khong) trong

cac g6i nhdom duge han kin.

Vi du 8: Bot dung dé danh rang

S6 :
) . Vién nén dung dé
the | Khoi Céc thanh phan
danh rang
tu
1 Magie cacbonat 3,00%
2 Natri bicacbonat 2,00%
3 A Natri florua 0,25%
4 Natri sacarin 0,60%
5 Natri laurylsulphat 0,50%
6 Magie stearat 1,00%
Chét tao huong vi (vi du, 134229 Optamint
7 . 2,00%
B Peppermint s/d)
8 Vi khuan c6 loi 6,67%
9 c Canxi cacbonat 17,00%
10 Xenluloza vi tinh thé 66,98%
Téng 100,00%

Phuong phap san xuét:

Céc thanh phdn 6, 9 va 10 dugc lam kho trong thiét bi sdy c6 khoang chan
khong & nhiét do 50°C va ap sudt toi da 10 mba trong 16 gid.

T4t ca cac thanh phan duoc can trong lugng chinh xéc

Cac thanh phan 1, 2, 3, 4, 5 va 6 dugc két hop va tron k§ véi nhau (khoi A)
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Cac thanh phin 7 va 8 dugc két hop va tron k§ voi nhau (khéi B). Vi khuan 6
lgi dugc pht & dang dong kho nhanh c6 hoat tinh nim trong khoang tir 10° dén 10"

don vi tao khuan lac (CFU)/gam.
Sau d6, cac khéi A va B duoc két hop va tron k¥ v6i nhau
Céac thanh phin 9 va 10 duoc két hop va tron k§ véi nhau (khéi C)
Hai hdn hop (khéi A/B va khdi C) dugce két hop va duoc tron ky trong 5 phut

Hon hop bot duge ép thanh vién nén trong may ép vién EKO (Korsch AG,
Berlin) v6i ap luc duoc diéu chinh ndm trong khoang tir 15 dén 20kN

cac thong so dich
duong kinh vién nén: 9mm
trong luong vién nén: 0,3g

B4o quan & nhiét dd trong phong trong céc tii nhdm duoc han kin. Str dung Ig
chét hut &m cho mdi 3 vién nén dé lam khd (dwoc hoat hoa bang cach bao quan trong

3 gior & nhiét 6 105°C trong thiét bi sdy c6 khoang chan khong)

Vidu 9: Keo cao su

Sb Keo cao su véi dauthuc | Keo cao su véi du thuc
thur Céc thanh phan vat, vi khuén c6 loi vat, vi khuén c6 loi trong
tu trong chét tao huong vi dau
Nén gom (vi du, . .
1 30,00% Khoi A 30,00% Khoi A

Geminis T)

Isomalt (¢ day la:
2 65,00% 65,00%

Isomalt ST-PF)

3 Sucraloza dugc phu 1.00% KhéiB
(10% trong séap)

1,00% Khéi B

Lexitin da khir dau (&
4 0,30% 0,30%

day la: Emulpur IP)

Di At — ,
5 au thye vat 1,60% Khoi C
Triglyxerit

1,60% Khéi C
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6 Vi khudn ¢6 loi 0,80% 0,80%
Chét tao huong vi (vi KhéiD
7 | du, 203191 Optamint | 1,30% 1,30% Khoi D
Peppermint)

Phuong phép san xuét:

Thanh phan 2 duoc lam kho trong thiét bi sdy c6 khoang chan khong & nhiét do

50°C va ap sudt toi da bang 10 mba trong 16 gio
T4t ca cac thanh phan dugc can trong lwong chinh xéac

Thanh phén 1 dwoc xit 1y nhiét dén nhiét 6 nim trong khoang tlr 45 dén 59°C
trong may ngao trdn keo cao su dung trong phong thi nghiém kém theo ngao tron
trong khi gia nhiét cho dén khi thu dwoc khdi chit ddng nhit. Viéc gia nhiét van tiép

tuc trong toan bd qua trinh tron

Sau do, céc thanh phﬁn 2.3 va 4 dugc thém vao va dugc ngao tron cho dén khi

hén hop dong nhét va khong quan sat thdy bot nira

Theo ty 1é, thanh phin 6 dugc tron vao thanh phan 5 (khdi C) hodc thanh phén 7
(khdi D). Vi khuan ¢6 loi dugc phil & dang dong kho nhanh c6 hoat tinh nam trong
khoang tr 105 dén 10'2 don vi tao khudn lac (CFU) trong m&i gam. Céc thanh phan

duge tron 1an cho dén khi thu duge huyén phit ddng nhét.

Truéce tién, khdi C dugc cho vao khdi chét keo cao su va dugc ngao tron tiép
cho dén khi thu dugc khéi chit ddng nhét.

Cubi cung, khdi D dugc xur ly tuong tmg. Sau khi cho thém, hén hop nay can
dugc ngao tron cho dén khi thu duogc khdi chét keo cao su déng nhét.

Lay khdi chat ra khoi may tron va tao hinh thanh dang thanh nho bang con lan
dap ndi bang cach sir dung bo dap nbi “dang tim”

Bdo quan ¢ nhiét do trong phong trong tii nhdm dwoc han kin. St dung 1g chét
hat 4m cho mdi 7 thanh keo cao su dé lam khd (dwgc hoat hoa bang cach bao quan

trong 3 gio & nhiét do 105°C trong thiét bi sdy c6 khoang chan khong)
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Vidu 10: Vi khuén c6 loi ¢ dang hat nhé

Vi khuan c6 loi
& dang hat nho
co ty 1€ nap
thap, khong c6
chét thom, c6

thuoc nhudm,

Vi khuan c6 loi
¢ dang hat nho
c6 ty 1€ nap
thip, c6 chat
thom, cé thube

nhudm, c6 gdm

Vi khuén ¢6 loi
& dang hat nho
cé ty 1€ nap
cao, khong cé
chét thom,

khong co thude

Vi khuan ¢6 1o
& dang hat nho
c6 ty 1€ nap
cao, khong co
chét thom,

khong c6 thude

Céc thanh phan
c6 gém gelan gelan nhuém, khong | nhudm, khong
(% trong (% trong c6 gom gelan, | c6 gbém gelan,
luong) luong) ham lugng ham luong
nudc cao nudc thép
(% trong (% trong
luong) luong)
Alginat 1,75 1,65 1,44 1,57
Gummi
Arabicum 1,25 1,18 0,60 0,65
Soi lta mi 1,125 1,06 0,52 0,57
Thudc nhudm 0,0125 0,018 - -
Chét thom - 1,41 - -
Glyxerol 0,1875 - - -
Vi khuén ¢6 loi 1,125 1,35 7,20 7,83
GOm gelan 0,0625 0,059 - -
Luong thém Luong thém Luogng thém Luogng thém
Nudce vao cho du vao cho du vao cho du vao cho du
100% 100% 100% 100%
Ty Ié nap khoang 20% khoang 20% khoang 74% khoang 74%

Phuong phap san xuat:

Tao ra bé canxi clorua dé lam két tia alginat dang hat nho:
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Piéu ché dung dich canxi clorua 2% tlr nudc cat va canxi clorua. Can luu y rang

CaCl2 phai dugc hoa tan hoan toan.

Piéu ché dung dich alginat (thay vi alginat, pectin hodc gébm gelan ciing c6 thé
duoc su dung):

Trong binh phan tmg c6 may khudy va binh nay thich hgp dung cho kich thudc
cua mé, nudc duoc cho vao

Bat may khudy va trong khi khudy & téc dd cao, cac lugng twong Ung cua
alginat, gdbm arabicum, s¢i lta mi va vi khuén c6 loi, cling nhu lwong gom gelan tuy ¥,
néu can, dugc thém vao

Hon hop nay dugc gia nhiét dén 80°C trong khi khudy va duy tri & nhiét do nay
trong 5 phtt — trong budc nay, cdc thanh phan tao gel dugc hoa tan

Sau do, ngirng gia nhiét va dung dich gel ndéng duoc khudy tiép trong it nhét 30
phit cho dén khi khong con thy cuc

Tiép do, dung dich dugc lam nguoi bang cach lam lanh dén nhiét do nam trong
khoang tir 39°C dén 43°C trong khi khudy

Trong binh khéc, chit thom va thudc nhuém dugc cho vao, néu can va duoc
tron k§. Trong truong hop khong su dung chét thom, thubc nhudm duoc trdn véi
glyxerol

Khi hé phéan tan thubc nhudm duoc tron déng nhét, hé nay dugc cho vao binh
phan doan voi dung dich alginat. Binh tron ndy duoc rira vai 1an bang khoang 10%
luong dung dich alginat dugc su dung chira nuéce va duoc cho vao h€ phan tén

Dung dich alginat dugc khudy tiép trong it nhat 5 phut.

Sau d6, mé nay duoc khudy trong it nhit 15 phut nira ¢ tbc do thap dé loai bo
khong khi ¢6 thé c6 mit.

Nho giot dung dich alginat vao dung dich canxi clorua dé 1am két tua dang hat

nho:
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Dung dich alginat dugc chuyén vao binh phan tng & ap sudt &n dinh c6 thé bit
kin, c6 hai 13 tho4t. O mot 16 thoat, bom khong khi d3 nén vao. L6 thoat tht hai dan

dén céac voi phun ctia dung cu nho giot qua Ong.

Binh phan tng dugc xt ly nhiét trén t4m gia nhiét sao cho dung dich alginat dat
dén nhiét dd khoang 45°C. Dung dich nay dugc khudy nhe bang may khudy tir.

Sau khi tac dung 4p sudt vio binh phan tng, dung dich alginat dugc ép vé phia
vOi phun, cac voi nay dugc tao dao dong bing méy tao dao dong. Bang cach diéu
chinh 4p sudt va tin s6 ctia may tao dao dong, kich thudce cla giot tao thanh ¢ dau cac

voi phun ¢6 thé duge diéu chinh.

Céc giot alginat tao ra & diu voi phun roi vao binh thu gom & dang phéu trong
do6 dung dich canxi clorua dugc tao ra khi bat ddu tudn hoan.

Céc hat nhé alginat da hoa ran cing v6i dung dich canxi clorua di qua phéu va
dugc thu gom trong rdy, dung dich canxi clorua thu dugc dugc bom tr¢ lai vao phéu &
dudi dung cu nho giot va do dé duge tai st dung.

Cac hat nho dugc lam kho trong may séy kiéu dong khi dong hoc véi nhiét do

khong khi cip vao bang 80°C cho dén khi nhiét do khong khi xa ra dat 45°C.
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YEU CAU BAO HO

1. Ché pham vi sinh vat dugc phan lap bao gdm hodc chtra Lactobacillus

plantarum GOS 42 (DSM 32131).

2. Ché phém chtta vi sinh vat Lactobacillus plantarum GOS 42 (DSM 32131)

cung véi chit mang, ta duoc va/hodc chét pha lodng.

3. Ché phim duoc phan 1ap theo diém 1 hodc ché phim theo diém 2, trong d6 vi

sinh vat hién dién duéi dang té bao sinh dudng va/hoic bao ti.

4. Ché pham dugc phan lap theo diém 1 hodc 3 hodc ché phim theo diém 2 hoic

3, trong d6 vi sinh vt bi suy gidm dc tinh hodc chét.

5. Ché pham theo diém bat ky trong sd cac diém tir 2 dén 4, trong d6 ché pham

nay la dugc pham.

6. Ché pham theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 2 dén 5, trong d6 téng luong
vi sinh vét ndm trong khoang tir 0,01 dén 100%, t6t hon 13 nim trong khoang tir 0,1
dén 50%, tdt nhét 1a trong khoang tir 1 dén 10%, trong mdi trudng hop d6i vai tong
trong luong cta ché pham va/hodc trong d6 téng lwong vi sinh vat nim trong khoang
tir 1 x 103 dén 1 x 10" don vi hinh thanh khuan lac (CFU) , t6t hon 14 trong pham vi
tir 1 x 10° dén 1 x 10'° CFU.

7. Ché pham theo diém 6, trong d6 tong lugng vi sinh vt nim trong khoang tur
0,1 dén 50% so véi téng trong luong ctia ché pham; va/hodc tdng s6 lugng vi sinh vat
nam trong khoang tir 1 x 10° dén 1 x 10'° CFU.

8. Ché pham theo diém 7, trong d6 tong lwong vi sinh vat nim trong khodng tir 1
dén 10% so v6i téng trong lugng ctia ché phdm; va/hodc trong d6 tdng lugng vi sinh
vat ndm trong khoang tir 1 x 108 dén 1 x 10° CFU.

9. Ché phim theo diém bét ky trong sd céc diém tir 2 dén 8, trong d6 ché pham
nay dugc phu hodc bao nang.

10. Ché phdm theo diém bat ky trong sb cac diém tir 2 dén 9, trong d6 ché phdm

nay ¢ dang dung dich, huyén pht, nhil tuong, vién nén, hat, bt hodc vién nang.
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11. Ché phim theo diém bat ky trong sb cac didm tr 2 dén 10, trong d6 ché
phdm nay dugc chon tir nhém bao gdm kem danh rang, gel dung dé danh ring, bot
ding dé dénh ring, chét 16ng ding dé 1am sach ring, bot dung dé 1am sach ring, nuéc

sic miéng, nudce xit thom miéng, chi nha khoa, keo cao su va vién ngdm hinh thoi.

12. Ché phdm theo diém bét ky trong sb cac diém tir 2 dén 11, trong d6 ché

phdm nay chira thanh phan thiic an va/hoic d6 udng dong vat.
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