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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén chiing vi khuan axit lactic méi. Sang ché cling dé cap dén cac
ng dung khéc nhau ctia chiing vi khuén axit lactic, nhu cac ché phém (men va ché pham
ding qua duong miéng) chira ching vi khuan axit lactic va phuong phap san xuét thuc

pham 1én men hodic dd udng 1én men st dung chuing vi khuan axit lactic nay.
Tinh trang k¥ thuit ctia sang ché

Trong nhimg ndm gan ddy, nhu ciu vé cac thuc pham va db udng chtra vi khun
axit lactic ngdy cang gia ting cling véi y thirc vé stic khoe ngay cang cao clia nguoi tiéu
dung, va vi khuan axit lactic duoc st dung rong réi trong qué trinh san xuét sita 1én men,
d6 udng chira vi khuan axit lactic, va céc san pham tuong tu khac. Lactococcus lactis
subsp. cremoris, 1amét loai vi khuan axit lactic, da dugc sir dung lam vi khuén dé san xuét
cAc san pham stta 1én men nhu stra chua va phé mét. P biét ring c¢6 céc loai Lactococcus
lactis subsp. cremoris ma san sinh cac polysacarit nhét. Sita chua thu dugc bang cach 1én
men str dung chung L. cremoris dugc phén 18p boi chii don nay (sau day dugc goi 1a
“chung L. cremoris FC”) 1am vi khuan axit lactic 1én men chinh, trong s6 cac loai duoc
dé cap (tén thuong mai: Caspian Sea Yogurt, nhan hiéu da dang ky cta chti don, s6 ding
ky 5761425) c6 d nhét ddng nhét hoan toan khac véi do nhét cia stta 1én men thong
thudng. D3 c6 bao cdo ring ching L. cremoris FC va cac polysacarit nhét duoc san sinh
boi chiing L. cremoris FC ¢6 cac hiéu qua sinh ly khac nhau, nhu diéu hoa cac chirc nang
cua rudt, ngan chédn sy gia ting muc glucoza huyét, kich thich mién dich, bao vé chéng

lay nhiém virut cim, trc ché di ing, va cai thién su diéu hoa thé thao (xem tai liéu phi sang
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ché (Non-patent Literature, viét tit [a NPL) 1 dén NPL 6).

Nhu vay, cac san phém chira chung L. cremoris FC, nhu sita 1én men, cling nhu
men cho sy 1én men va cac thuc phim bb sung, d& dugc phét trién véi mong doi dat duoc
cac hiéu qué sinh Iy & trén, va can phai str dung lién tuc ching L. cremoris FC du dé tao
ra cac hiéu qua sinh Iy nhu vay trong rudt. Tuy nhién, vi khudn axit lactic, 1a cac vi khuan
ki khi khong bét budc, dugc biét 1a gidm khd nang séng sot cua chiing trong cac diéu kién
hiéu khi hodic méi truong axit (d6 pH thap), va ching L. cremoris FC ciing khong phai 13
truong hop ngoai 18. Vi Iy do ndy, c6 nhu cau phat trién cic san phdm chira ching L.
cremoris FC ma duy tri dugc cac hiéu qua sinh Iy hitu ich, ddng thoi ngan chin su giam
s lwong vi khudn séng dugc giy ra trong qua trinh bao quan trong thoi gian dai & cac
thuc phém va do uéng cd tinh axit nhu sita chua, va cac dang bot kho nhu cac thuc phém

b6 sung vi khuén axit lactic.
Danh séach tai liéu vién dan
Tai liéu phi sang ché
NPL 1: T. Toda et al., “Effects of fermented milk with Lactococcus lactis subsp.

cremoris FC on defecation frequency and fecal microflora in healthy elderly volunteers,”

J.Jpn. Soc. Food. Sci. 52(6), 243-250 (2005)

NPL 2: M. Mori et al., “Beneficial effect of viscous fermented milk on blood glucose
and insulin responses to carbohydrates in mice and healthy volunteers: preventive

geriatrics approach by ‘slow calorie’,” Geriatrics. 141-152 (2012)

NPL 3: A. Kosaka et al., “Lactococcus lactis subsp. cremoris FC triggers IFN-y
production from NK and T cells via [L-12 and IL-18,” Int. Immunopharmacol. 14(4),

729-733 (2012)
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NPL 4: T. Maruo et al., “Oral administration of milk fermented with Lactococcus

lactis subsp. cremoris FC protects mice against influenza virus infection,” Lett. Appl.

Microbiol. 55(2), 135-140 (2012)

NPL 5: Y. Gotoh et al., “Effect of orally administered exopolysaccharides produced
by Lactococcus lactis subsp. cremoris FC on a mouse model of dermatitis induced by

repeated exposure to 2,4,6-trinitro-1-chlorobenzene,” J. Funct. Foods. 35, 43-50 (2017)

NPL 6: Y. Gotoh et al., “Effect of yogurt fermented with Lactococcus lactis subsp.
cremoris FC on salivary secretory IgA levels in high school-student long-distance runners,”

Japanese J. Phys. Fit. Sports Med. 68(6), 407-414 (2019)
Ban chit k§y thuét ciia sang ché
Vin dé k¥ thuat

Xét dén cac van dé trén cua cac giai phép k¥ thudt truée, muc dich ctia sang ché 1a
dé xudt ching L. cremoris FC moi c6 tinh dung nap axit dugc cai thién (chiu dugc do pH
thap) va kha ning sng sét trong cac diéu kién hiéu khi va cac didu kién kho duoc cai
thién, néi cach khéc, ching L. cremoris FC c6 kha nang sng sét ot trong cac thuc phim
va dd uéng ¢ tinh axit nhu stta 1én men va & dang bot kho. Muc dich khac cta sang ché
14 d& xuat men cho su 16n men, ché phdm ding qua dudng miéng nhu thuc pham bd sung
hoc thuc phdm 1én men hodc d6 ubng 1én men, va phuong phép san xuét thuc pham 1én
men hodc d6 ubng 1én men, ma st dung chung L. cremoris FC ¢6 tinh dung nap axit t6t
va kha ning sdng st tét trong cac didu kién hiéu khi va cac diéu kién kho.
Cach thire giai quyét vin dé

Céc tac gia sang ché da tién hanh nghién ctru siu rong dé dat duoc cac muc dich &

trén, va phat hién ra ching L. cremoris FC méi ma c6 céac dac tinh vi khuan hoc giong
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nhu céc dac tinh cta chung L. cremoris FC (Lactococcus lactis subsp. cremoris FC,
FERM P-20185) dugc so hitu dudi dang chiing L. cremoris boi chi don va c6 cac dac
tinh ma xét vé ca tinh dung nap axit va kha ning song sot trong cac didu kién hiéu khi va
cac diéu kién kho thi t6t hon so véi ching L. cremoris FC (Lactococcus lactis subsp.
cremoris FC, FERM P-20185). Sang ché da duoc thuc hién bang cach tiép tuc tién hanh
- nghién ctu.

Sau day, ching L. cremoris FC d biét dugc goi 13 “chiing L. cremoris FC”, “chiing
L. cremoris FC hién tai”, hoac “ching FC cha me”, va chiing L. cremoris FC mai phat
hién cta sang ché duoc goi 14 “ching L. cremoris FC theo sang ché”, “chung L. cremoris

5

FC46”, hoic “chimg FC46” dé phan biét né v6i ching L. cremoris FC da biét.
Sang ché bao gdm céc phuong an dudi day.
(1) Lactococcus lactis subsp. cremoris méi (chung L. cremoris FC theo sang ché)

(I-1) Vi khun axit lactic ma 13 Lactococcus lactis subsp. cremoris FC46 (s6 ding ky:

NITE BP-03310) hozc ching cdy chuyén cta no.
(I-2) Vi khuan axit lactic theo muc (I-1), vi khuan ndy & trang thai khé.
(I) Men cho su 1én men

(II-1) Men cho sur 1én men bao gdm Lactococcus lactis subsp. cremoris FC46 (sb dang

ky: NITE BP-03310) hosc chiing ciy chuyén ctia né.
(II-2) Men cho su 1én men theo muc (II-1), con bao gdm Streptococcus thermophilus.

(II-3) Men cho su 1én men theo muc (II-2), men nay 1a thé cong sinh ctia Lactococcus
lactis subsp. cremoris FC46 (sb dang ky: NITE BP-03310) hozc ching ciy chuyén cua

no, va Streptococcus thermophilus.

(II-4) Men cho sur 1én men theo muc bat ky trong s6 cac muc tir (II-1) dén (II-3), men nay

4
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O trang thai kho.
(I1) Ché phim duing qua dudng miéng

(II-1) Ché pham diing qua dudng miéng chira vi khudn axit lactic theo muc (I-1) hodc
(I-2).

(II-2) Ché pham ding qua dudng miéng theo muc (II-1), ché phim nay 13 thyuc pham
hoic d6 ubng, duoc phdm ding qua dudng miéng, hodc ban dugc phdm ding qua dudng
miéng.

(Il-3) Ché phim ding qua dudng miéng theo muyc (I1I-1) hodc (II1-2), ché pham nay 14

thuc pham Ién men hodc d6 udng 1én men.

(IV) Phuong phép san xuat thie pham 1én men hodc db udng 1én men, va thuc phim 1én

men hodc d6 uong 1én men

(IV-1) Phuong phép san xuét thuc pham 1én men hodc db udng 1én men, bao gém budc
cdy vi khuan axit lactic theo muc (I-1) hogc (I-2) hogic men cho su 1én men theo muc bat
ky trong s6 cac muc tir (II-1) dén (I1-4) vao trong nguyén liéu thé ding cho thuc phdm 1én
men hozic db ubng 1én men va 1én men nguyén liéu thé.
Hiéu qua hitu ich cta sang ché

Chiing L. cremoris FC theo sang ché sang ché c¢6 cac dic tinh vi khuan hoc va cac
hiéu qua sinh ly hitu ich gidng nhu cac dic tinh vi khuén hoc va cc hiéu qua sinh Iy cua
chiing L. cremoris FC hién tai, va dudi cac didu kién d6 pH thap quanh d6 pH 4, thé hién
kha niang song s6t cao hon, hidu qua duy tri d6 nhét cao hon, va tinh dung nap axit tot hon
so v6i chiing L. cremoris FC hién tai. Ching L. cremoris FC theo sang ché ciing thé hién
kha nang séng sot cao hon dudi cac diéu kién khé va cac didu kién hiéu khi va chiu dugc

céc dieu kién kho va cac diéu kién hi€u khi t6t hon so véi ching L. cremoris FC hién tai.
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Nhur vay, chiing L. cremoris FC theo sang ché c6 tinh 6n dinh tdt trong cac ché phim ding
qua duong miéng nhu cac thuc phim va do udng c6 tinh axit (vi du, sita chua va cac do
udng chira vi khuan axit lactic) va cac thuc phim bd sung & trang thai kho va ¢ thé duy
tri va thé hién cac hiéu qua sinh Iy hitu ich ctia né & dang ché phdm ding qua dudng
miéng trong khoang thoi gian dai.

Mo ta van tat hinh vé

Fig.1 thé hién cac két qua do s6 luong vi khuén sdng s6t (cfivml) cua céc ching L.
cremoris FC (ching FC46 va ching FC cha me) trong moéi trudng axit theo thoi gian

trong Vidu 2.
MG ta chi tiét sang ché
() Lactococeus lactis subsp. cremoris méi (ching L. cremoris FC theo sang ché)

Chung L. cremoris FC theo sang ché thude Lactococeus lactis subsp. cremoris va
¢6 cac dic tinh vi khuan hoc sau day. Mot s6 chiing L. cremoris FC cia sang ché duoc ky
gl quéc té dudi sb dang ky NITE BP-03310 nhu 1a ddu hiéu nhén biét “Lactococcus
lactis subsp. cremoris FC46” & Trung tAm lwu ky vi sinh vét theo sang ché ctia Vién Cong
nghé va Panh gia qudc gia (Patent Microorganisms Depositary of the National Institute
of Technology and Evaluation (NITE)) (Room 122, 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi,
Chiba, Japan) vao ngay 6 thang 11 nam 2020.

(a) Céc dac tinh vi khuén hoc

Céc dic tinh vi khuan hoc (cac dac tinh sinh 1y va hinh thai va cac dic tinh dong
héa ngudn cacbon) ctia chiing L. cremoris FC theo sang ché khi duoc nudi cdy tinh trong
cac didu kién hiéu khi bang cach str dung méi truong TY-Glu (1% glucoza, 0,5%

Bacto(TM) Trypton (Thermo Fisher Scientific), 0,5% chét chiét ndm men Bacto(TM)
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(Thermo Fisher Scientific), 0,5% NaCl) (d6 pH 7,0) hodc mdi truong MRS (Difco) duge

thé hién trong c4c Bang 1 va Bang 2 dudi day.

Bang 1
Hinh dang cia t& bao Cau khuén
(Coccus)

Nhudm gram +

Tinh linh dong :

Su hinh thanh bao tir -

Hoat tinh catalaza -

Sinh truéng ¢ 10°C +

Sinh trudong ¢ 45°C -

Su san sinh khi tir glucoza -

Su quay quang cuia axit lactic L

Bang 2
Co chat duong Két Co chat duong Két
qua qua

0 | Péi chimg - 25 | Esculin sét xitrat +
1 | Glyxerol - 26 | Salixin -
2 | Erytritol - 27 | D-xenlobioza -
3 | D-arabinoza - 28 | D-mantoza -
4 | L-arabinoza - 29 | D-lactoza +
5 | Riboza - 30 | D-melibioza -
6 | D-xyloza - 31 | D-sucroza -
7 | L-xyloza - 32 | D-trehaloza -
8 | Adonitol - 33 | Inulin -
9 | Metyl-B-D-xylopyranosit - 34 | D-melezitoza -
10 | D-galactoza + 35 | D-rafinoza -
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11 | D-glucoza + | 36 | Tinhbot

12 | D-fructoza + | 37 | Glycogen

13 | D-manoza + | 38 | Xylitol

14 | L-sorboza - 39 | Gentiobioza
15 | L-thamnoza - 40 | D-turanoza

16 | Dulxitol - 41 | D-lyxoza

17 | Inositol - 42 | D-tagatoza

18 | D-manitol - 43 | D-fucoza

19 | D-sorbitol - 44 | L-fucoza

20 | Metyl-o-D-manopyranosit - 45 | D-arabitol

21 | Metyl-a-D-glucopyranosit - 46 | L-arabitol

22 | N-axetylglucosamin + | 47 | Gluconat

23 | Amygdalin - 48 | 2-keto-gluconat
24 | Arbutin - 49 | 5-keto-gluconat
(b) Cac dac tinh hinh thai

Hinh thai t& bao: (strepto)coccus

Hinh dang khuén lac: tron (ban cau), dudng kinh nim trong khoang tir 0,5 dén 1,0 mm

Mau séc khuan lac: mau trang

Su hinh thanh bao tr: khong

(c) Céc dic tinh sinh Iy

Nhuom gram: duong tinh

Tinh linh dong: khong

Hoat tinh catalaza: khong

Su san sinh khi tir glucoza: khong
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Su quay quang cua axit lactic: L.
Sinh trudng & nhiét d6 10°C: séng duoc
Sinh trudng & nhiét d§ 45°C: khong séng duoc
Nhiét d6 61 wu: ndm trong khoang tir 25 dén 30°C
D6 pH t6i wu: d6 pH nam trong khoang tir 6 dén 7
Lén men axit lactic: homo
(d) Céc dac tinh ddng héa ngudn cacbon (cc dic tinh 1én men dudng)
Chiing L. cremoris FC theo sang ché dong hoa cac ngudn cacbon sau day:

D-galactoza, D-glucoza, D-fructoza, D-manoza, D-lactoza, N-axetylglucosamin, va

esculin.
(e) Céc dac tinh khac ma dac trung cho vi sinh vat

Dua trén céac dic tinh trén xét theo K.H. Schleifer et al., “Transfer of Streptococcus
lactis and Related Streptococci to the Genus Lactococcus gen. nov.,” System. Appl.
Microbiol. 6, 183-195 (1985) va c4c két qua tim kiém do tuong dong str dung gen 16S
rARN, chung L. cremoris FC theo sang ché c¢6 d6 tuong dong 100% véi chung L.
cremoris FC hién tai da dugc dang ky (Lactococcus lactis subsp. cremoris FC, FERM P-
20185) va duogc xac nhan 1a chiing thudc Lactococcus lactis subsp. cremoris. Trinh tu
bazo cua gen 16S rARN cua chung L. cremoris FC theo sang ché dugc thé hién trong

SEQ ID NO: 1 trong phan danh muc trinh tu.
Ngoai cac dic tinh vi khun hoc & trén, chung L. cremoris FC theo sang ché san
sinh c4c polysacarit nhét gibng nhu ching L. cremoris FC hién tai. Nhur vay, ching L.

cremoris FC theo sang ché, giong nhu chiing L. cremoris FC hién tai, duoc cho la c6 cac
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hiéu qua sinh 1y hitu ich khac nhau nhu diéu hoa céac chirc nang cua ruft, ngan chin su
gia ting muc glucoza huyét, kich thich mién dich, bao vé chdng lay nhiém virut ctim, tic

ché di img, va cai thién su diéu hoa the thao.

Hon nita, nhu dugc thé hién trong cac Vidu 2 va Vi du 3 dugc mo ta dudi day, dudi
cac didu kién do pH thip quanh d6 pH 4, chung L. cremoris FC theo sang ché thé hién
kha ning séng sot cao hon, hidu qua duy tri d6 nhét cao hon, va tinh dung nap axit t6t hon
so voi chung L. cremoris FC hién tai. Ngoai ra, nhu dugc thé hién trong Vi du 4 dugc mo
ta duéi day, ching L. cremoris FC theo sang ché thé hién kha ning séng sot cao hon dudi
cée didu kién kho va céc didu kién hiéu khi va chiu duoc cac diéu kién khé va cac diéu
kién hiéu khi t6t hon so véi ching L. cremoris FC hién tai. Nhu vay, ching L. cremoris
FC theo séng ché c6 tinh 6n dinh tdt trong cac ché phdm ding qua dudng miéng nhu cac
thue phdm va dd udng c6 tinh axit (vi du, sita chua va céc do ubng chira vi khuan axit
lactic) va cac thue pham bd sung & trang thai khd va co thé duy tri va thé hién cac higu
qué sinh 1y hitu ich cta né & dang ché phim ding qua duong miéng trong khoang thoi
gian dai.

Ching L. cremoris EC theo sang ché bao gdbm khéng chi ching L. cremoris FC
duogce ky giri qudc té dudi sb dang ky NITE BP-03310 (chiing dugc ky giii) va ching ban

dau ctia n6, ma con ca cac ching cay chuyén cta no.

Su ciy chuyén ching L. cremoris FC theo sang ché ¢6 thé dugc thuc hién theo
phuong phép théng thudng thuong dugc ding dé ciy chuyén vi khuan axit lactic va
khéng bi gi6i han cu thé. Cac vi du bao gdm phuong phép trong d6 ching L. cremoris FC
theo sang ché dugc ciy vao trong éng nghiém chira méi truong TY-Glu dugc néu & trén
(d6 pH 7,0) va duoc nudi cdy ¢ nhiét d6 t6i uu tir khoang 25 dén 30°C trong khoang 12

dén 48 gio. Glyxerol c6 thé dugc bd sung vao cac chung L. cremoris FC duge ciy chuyén

10
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sao cho ndng dd sau cling cta ching ndm trong khoang tir 10 dén 30% trong luong/thé

tich, va chung co thé duoc bao quan ¢ nhiét do -80°C cho dén khi st dung.

Ngoai m6i truong TY-Glu duge néu 6 trén, moi truong thong thuong chira ngudn
cacbon, nguén nito, ion v co, va hon nita, néu can, cc chét dinh dudng vi lugng hitu co
¢6 thé duoc sir dung 1am mdi trudng cho ching L. cremoris FC theo sang ché. Ngudn
cacbon ¢6 thé 13 ngudn cacbon bt ky ma bao gdm ngudn cacbon c6 thé dong héa duorc,
va vi du, cac hydrat cacbon, nhu D-glucoza, D-galactoza, D-fructoza, D-manoza, va D-
lactoza, c6 thé duoc wu tién st dung. Nguén nito ¢6 thé 1a nguén nito bat ky ma 13, hodc
bao gdm, hop chét nito ¢6 thé ddng héa dugc, va vi du, amoni sulfat, cic axit casamino,
cac pepton, va cac hop chét tuong tu khac co thé duoc str dung. Ngoai ra, cac mudi vo co
cda axit phosphoric, sit, kali, magie, kém, mangan, déng, canxi, yél céc mudi tuong tu
khéc ciing c6 thé duoc sir dung mot cach thich hop. Hon nita, cac axit amin, cac vitamin,
nhu biotin, riboflavin, pyridoxin, axit nicotinic, axit pantothenic, axit folic, va thiamin, v.v.,

can thiét cho su sinh trudng cua vi khuan c6 thé duge bo sung vao moi truong néu can.

Chiing L. cremoris FC theo sang ché c6 thé duoc nudi ciy & nhiét do 1én hon hozc
bang 15°C, t6t hon 1 tir khoang 25 dén 30°C, va & d pH 16n hon hozc bang 5, tot hon 14
d6 pH tir khoang 6 dén 7 dé ting cudng su ting sinh. Chiing L. cremoris FC theo sang
ché ¢6 thé dugc nudi céy tinh trong cac diéu kién hiéu khi, nhung t5t hon 12 dui cac diéu
kién ky khi dé ting cudng sur ting sinh.

Chuing L. cremoris FC theo sang ché, ma thé hién kha ning sdng s6t cao dudi diéu
kién khé va diéu kién hiéu khi nhu duoc néu & trén, c6 thé duogc bao ché dudi dang san
phém khé bang cach dem chung nay di xi Iy siy nhu siy chan khong hodc sy phun sau
khi tach khoi mi truong hodc ¢6 thé duoc bao ché dudi dang san phdm khé bang cach

sy chuing nay cling véi cac thanh phan khac nhu cac thanh phan mai truong hoac cac ta

11
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duoc.
(I) Men cho su 1én men

Chung L. cremoris FC theo sang ché c6 thé duge st dung dudi dang men (men cho
sur 1én men; ma c6 thé dugc goi 1a “syr nudi cay men ctia vi khuan axit lactic”) dugc su
dung trong quy trinh san xuat cac thuc pham 1én men va do udng 1én men bang cach s

dung kha nang 1én men cia no.

Cac vi du vé cac thuc phdm 16n men va db udng 1én men bao gém céc thue pham
sifa 1én men va db ubng sita 1én men (sita chua, cac d6 ubng chira vi khun axit lactic, pho
mat, v.v.) dugc lam cha yéu tur sira, cac thuc phém stta dau nanh Ién men va do uéng sira
dau nanh 1én men (stta chua, cac do udng chira vi khuan axit lactic, v.v.) dugc lam cht
yéu tir cac loai dau, cac thue phdm ngii cbe 1én men va b ubng ngii cdc 1én men (amazake
(nudc ngot dugc lam tr gao lén men), banh mi, v.v.) duge 1am chu yéu tir ngil coe (I,
Ita mi, v.v.), va cac thuc phdm tir rau qua 1én men va do udng tir rau qué 1én men (cac loai

rau ngam dam v.v.).

Men cho su 1én men theo séang ché t6t hon 13 duoc sir dung dé 1én men nguyén liéu
tho cha yéu bao gém stra hodc sira dau nanh, va thuc phém hodc do uéng sira 1én men
hodac thuc phém hodic do uéng sita dau nanh 1én men, nhu sira chua hoac do uéng chira vi
khudn axit lactic, duoc san xuét bang cach 1én men nguyén lidu tho. Nguyén lidu thé cht
yéu bao gdm sita hodc sita dau nanh (sita nguyeén liéu tho hoic stra ddu nanh nguyén liéu
thd) ¢6 thé 14 nguyén lidu bat ky ma chira protein c6 ngudn gbc tir sita hodc cac hat dau
(tét hon 1a ddu nanh), va cé thé 14, vi dy, chinh 14 stra hoic stra dau nanh hodc sita nguyén
liéu tho hoac sira dau nanh nguyén ligu thd ma da duoc loai bé hoac 1am giam lipit.

Trong ban mé ta sang ché, “stra” nhu duoc st dung trong sang ché bao gom sita tir
dong vat, nhu sita bo, sita dé, sita clru, va sita ngua. Dang cua sita khong bi giéi han cu
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thé va c6 thé dugc st dung & dang bit ky, bao gdm sita thd, sita nguyén kem c6 dic, sita
tach béo, bdt sita nguyén kem c6 dac, hoac bdt sita tach béo. “Sita dau nanh” nhu dugc
sur dung trong sang ché bao gém, nhung khong bi gidi han &, sita dau nanh thu dugc béng
cach nghién dau nanh va nudc, sau d6 1a ép. “Stra dau nanh” 1 chét 1éng nhii héa (nhil
tuong dau nanh) dugc lam tir cac loai dau va nudce. Loai dau duoc sir dung 1am nguyén
liéu tho khong bi gidi han cu thé, va loai du bat ky, nhu ddu nanh, dau adzuki, dau Ha

Lan, ddu rang ngua, ddu co ve, va dau xanh, c¢6 thé dugc st dung.

Men cho su 1én men theo sang ché 6t hon 14 duoc céy sao cho sb luong séng cua
ching L. cremoris FC theo sang ché 1a khoang 1x10° dén 1x10° (cfu/g) trong khi san xuét
thuc phém sita 16n men hodc do uéng stra 1én men, hoac thuc phém stta dau nanh 1én men
hozc d6 ubng stta ddu nanh 1én men. Nhu véy, dé str dung, t6t hon 14 ching L. cremoris
FC theo sang ché duoc nuoi céy trudc béng cach st dung, vi du, stta nguyén liéu tho hodc
sita d4u nanh nguyén lidu tho va duge diéu ché sao cho sb luong séng cua giéng nudi cay
1a khoang 1x107 dén 1x10° (cfu/g) (khéi men). Dic biét, mic du khong c6 su gidi han, vi
dy, chiing L. cremoris FC theo sang ché ¢6 thé duogc cdy vao trong nguyén liéu thd duogc
khtt tring so b cho sy 1én men (stta nguyén liéu tho hodc stta ddu nanh nguyén liu tho)
hozc nguyén liéu thd cho su 1én men chira chét chiét nAm men (vi du, 5 dén 10% bot stra
tach béo) va duoc nudi ciy & nhiét do t6i uu dé thu duoc ndng do vi khuan & trén. SO
luong sdng ctia ching L. cremoris FC theo sang ché c6 thé duoc x4c dinh bang cach dém
sb luong cac khuan lac duoc tao ra bang cach st dung phuong phép nudi ciy dia rot
(25°C) str dung méi trudng TY-Glu (d6 pH 7,0) (dém khuén lac). S6 luong té bao va do
duc tuong quan véi nhau. Nhu vy, néu mdi tuong quan gitta $0 luong t& bao va do duc
(hé s6 hip thu & bude song 600 nm) duoc x4c dinh trude, s luong té bao c6 thé duoc tinh

béng cach do do duc.
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Men cho sy 1én men theo sang ché c6 thé chi bao gom chiing L. cremoris FC theo
séng ché, hodc c6 thé bao gdm chiing L. cremoris FC theo sang ché két hop véi mot hoac
nhiéu vi sinh vat khac c6 kha ning 1én men mién 13 cac hidu qua cta sang ché khong bi
suy giam. Cac vi du vé cac vi sinh vat khac bao gém, nhung khong giéi han &, vi khuan
axit lactic thudc gidng Lactococcus, nhu Lactococcus lactis subsp. cremoris va
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diaxetylactis; vi khuan axit lactic thudc gidng
Streptococcus, nhu Streptococcus thermophilus; va vi khuan axit lactic thudc giong
Lactobacillus, nhu Lactobacillus casei subsp. casei, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus gasseri, va Lactobacillus acidophilus. Mot loai trong s6 cac vi
khuén axit lactic nay co thé duoc sur dung, hoac hai hoéc nhiéu loai vi khuén axit lactic

nay c6 thé duoc két hop bt ky dé st dung.

Vi sinh vét duoc st dung két hop vé6i ching L. cremoris FC theo sang ché tot hon
1a Streptococcus thermophilus (sau day dugc goi 14 S, thermophilus”). Nhu dugc thé hién
trong Vidu 3 dugc mo ta dudi day, su 1én men st dung ching L. cremoris FC theo sang
ché cling v6i S. thermophilus duéi cac diéu kién d6 pH thip duy tri dugc s6 luong vi
khuan sdng sot cao (cai thién vé kha ning séng sét) va ngan chan sy giam do nhét sau khi
bao quéan, so vi sy 1én men chi st dung chiing L. cremoris FC theo sang ché. O men cho
sur 16n men theo sang ché bao gdm sur két hop cia ching L. cremoris FC theo sang ché va
S. thermophilus (thé cong sinh cta ching L. cremoris FC theo sang ché va S.
thermophilus), ty 18 sb luong sdng gitra hai chung vi khuan khong bi giéi han. Vi du, ty 16
sb luong séng 14ty 18 cua ching L. cremoris FC theo sang ché : S. thermophilus 13 1:0,001

dén 1000, t6t hon 12 1:0,01 dén 100, va t6t hon nita 13 1:0,1 dén 10.

S6 luong séng ctia S. thermophilus ¢ thé duoc xéc dinh bang cach dém khuan lac

str dung phuong phép nudi ciy dia rét (37°C) st dung moéi trudong thach dém dia chira
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BCP (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.).

Vi khuén axit axetic cling c6 thé duoc sir dung l1am vi sinh vt dugc sir dung két
hop v6i chiing L. cremoris FC theo sang ché. Céc vi du vé vi khuén axit axetic bao gém,
nhung khong gi6i han &, vi khudn axit axetic thudc giéng Acetobacter, gidng

Gluconobacter, gidng Gluconacetobacter, v.v..

Men cho sur 1én men theo sang ché c6 thé 1a dang bat ky mién 1a né thé hién kha
nang 1én men khi duoc st dung trong qua trinh san xuét cac thuc phém 1én men va do
udng 1én men. Men cho sy 16n men theo sang ché t6t hon 14 & dang ran kho, t6t hon nita
12 & dang bot khd hodc dang hat kho, xét vé céc khia canh vé sinh, duy tri chit luong, dé
xr Iy, v.v.. Men cho sur 1én men theo sang ché ciing c6 thé duoc diéu ché dudi dang san
phim khd bang cach cho men ciing véi céc thanh phan khéc, nhu cac thanh phan méi

trudng hodc céc té duge, dem di xtr Iy sdy kho.

Céc diéu kién 1én men (céc didu kién nuéi cdy) str dung men cho su 1én men theo
sang ché 13, vi du, nhu sau: nhiét d6 nudi céy 16n hon hoac béng 15°C, tt hon la tir khoang
25 dén 30°C; d6 pH nuoéi ciy 16n hon hodc bang 5, tot hon 1a d6 pH vao khoang 6 dén7;

va thoi gian nudi cdy 14u hon hodc bang 3 gid, tot hon 14 tir khoang 8 dén 24 gid.
(II1) Ché pham diing qua duong miéng

Ché pham ding qua duong miéng theo sang ché khac biét boi chira ching L.
cremoris FC theo sang ché. Ché phim diing qua dudng miéng dugc diéu ché ¢ dang thuc
pham hozc d6 udng bang cach str dung chit mang an dugc thich hop (nguyén lidu thuc
pham hozc db udng) theo cach gidng nhu cac thuc pham va do ubng thong thuong. Ché
phim diing qua dudng miéng ciing duogc didu ché & dang dugc (dang thuc pham bd sung,
dang dugc phim, hodc dang ban dugc pham) bang cach sir dung nguyén li¢u thd thich
hop cho céc ché pham, nhu ta duoc duoc dung hogc chat pha lodng duoc dung.
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Chiing L. cremoris FC theo sang ché duoc mong doi phét huy cac hiéu qua sinh 1y
khéc nhau (diéu hoa cac chiic ning cta rudt, ngin chin su gia ting muc glucoza huyét,
kich thich mién dich, bao vé chéng 1ay nhiém virut ctim, tc ché di tmg, cai thién su didu
hoa thé thao, v.v..) trong co thé khi duoc str dung qua dudng miéng, nhu véi ching L.
cremoris FC hién tai. Cac hi€u qua nay dugc cho 1a cac hiéu qua cta chinh chung L.
cremoris FC theo sang ché va/hoic cac polysacarit nhét duoc sinh ra béi ching L.
cremoris FC theo sang ché. Nhu vy, ché pham dung qua dudng miéng theo sang ché ot
hon 1a chita ching L. cremoris FC theo sang ché 6 trang théi séng. Mong mudn rang ché
pham diing qua duong miéng theo sang ché chira luong 16n ching L. cremoris FC theo
sang ché dudi dang vi khuan song, nhung diéu nay khéng loai trir viéc bao gom ching L.

cremoris FC theo sang ché & trang thai bét hoat.

Ché pham ding qua dudng miéng theo sang ché c6 thé 1a dich nuéi ciy ching L.
cremoris FC theo sang ché, san pham thé hodc da tinh ché cta dich nuéi cdy, hoic san
pham déng khd hodc san pham phun khé cta dich nuéi cdy mién 13 né chia ching L.
cremoris FC theo sang ché. Dich nuoi céy khéng bi gidi han va cé thé thu duoc, vi dy,
bang cach nudi cay & nhiét d6 t6i uu khoang 25 dén 30°C trong khoang 12 dén 48 gio sir
dung méi trudng thich hop cho chiing L. cremoris FC theo sang ché, nhu méi truong TY-
Glu (d6 pH 7,0). Céc té bao ctia ching L. cremoris FC theo sang ché ¢ thé thu dugc bang
cach ly tAm dich nuéi ciy, vi du, & 3000 vong/phut trong khoang 10 phut sau khi nuéi cay
dé thu gom céc t€ bao. Céc té bao nay cling ¢6 thé duoc tinh ché theo phuong phép thong
thudng. Hon nita, cac té bao c6 thé dugc 1am dong khé hozic phun khé. Céc té bao da lam
khé thu dugc nhu vy ciing c6 thé duge sir dung lam thanh phan hoat tinh ctia ché phim
ding qua duong miéng theo sang ché. Trong ban mo ta sang ché, ching L. cremoris FC

theo sang ché, moi truong nudi cay ching nay, san pham thé hoac da tinh ché cia dich
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nudi cay, va san pham khé ctia né duge goi chung la “ching L. cremoris FC theo sang

ché va dich nu6i cay ching nay”.

Ché phdm diing qua dudng miéng theo sang ché con c6 thé chia lugng thich hop
ctia thanh phan dinh dudng pht hop cho su bao quan va su ting sinh cta ching L.
cremoris FC theo sang ché, néu can. Céc vi du cu thé vé cac thanh phén dinh dudng bao
gdm c4c thanh phan dinh dudng dugc st dung trong méi trudng dé nuodi cay céc vi sinh
vat, vi du, cac nguén cacbon, nhu glucoza, galactoza, fructoza, lactoza, va manoza; cac
ngué)n nito, nhu chat chiét nAm men va pepton; cac vitamin; cac chit khoéang; cac thanh

phan kim loai vét; va cac thanh phan dinh dudng khac.

Ché phim ding qua duong miéng theo sang ché c6 thé duoc phdi ché thanh cac
dang thuc phim hodc dd udng, dugc phim, va ban dugc phim theo cac phuong phap
thong thudng. Céc chat mang dugc st dung trong quy trinh san Xuét cac dang nay c6 thé
1 céc chét mang an dugc hodc cac chit mang dugc dung, nhu cac td duogc va cac chét pha
loang. Chi tiét vé quy trinh san xuét dang thuc pham hozic db udng va céc chit mang an
duoc ma ¢6 thé duoc sir dung trong quy trinh san xuét dang thuc pham hoic db udng
duge mo ta dudi day trong phan “Ché pham ding qua duong miéng & dang thuc pham

hodc d6 uong” dudi day.

Luong cua ching L. cremoris FC theo sang ché chura trong ché phdm ding qua
dudng miéng theo sang ché ¢6 thé thuong dugc chon sao cho s6 luong séng cua ching L.
cremoris FC theo sang ché trong ché pham ding qua dudng miéng theo sang ché 1a
khoang 1x107 dén 1x10" (cfu). Luong ctia ching L. cremoris FC theo sang ché c6 thé
duoc thay ddi thich hop theo dang cta ché phim ding qua duong miéng theo séng ché
duoc didu ché, hiéu qua mong mudn, v.v,, béng cach sir dung luong & trén nhu mot su chi

~
A

dan.
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Ché pham duing qua dudng miéng & dang thuc pham hoac dd udng

Ché phdm diing qua duong miéng theo sang ché & dang thuc phém hozc db ubng
dugc tiéu thy nhur thue phdm hodc dd udng. Céc vi du cu thé dugc wu tién bao gbm, nhung
khéng gi6i han &, cac thuc phdm sita 1én men va d6 udng sira 1én men dugc san xuét bang
cach str dung sira lam nguyén liéu tho, nhu stta 1én men (vi dy, sita chua) va cac dd udng
chita vi khuan axit lactic; va cac thuc phé.m stta dau nanh 1én men va do uéng stra dau
nanh 1én men duoc san xuét béng cach sir dung dau nanh lam nguyén liéu tho, nhu cac
do uéng stra chua dau nanh va sita dau nanh 1én men. Cac vi du cling bao gém cac thuc
pham va d6 ubng & cac dang dugc pham chira ching L. cremoris FC theo sang ché, nhu
céc ché phém réan (vi du, vién nén, vién tron, bt, hat, vi nang, va vién nang) va cac ché
pham 1ong (vi du, chat luu, huyén phu, xi 16, va nhii twong). Cac vi du con bao gdm céc
san phém chtra chung L. | cremoris FC theo sang ché nhu banh keo, nhu keo cao su,
caramel, keo déo, keo nougat, va sdcdla; cac thuc phém vado uéng 1én men, nhu cac loai
nude rau 1én men va cac loai nudc trai cay Ién men; cac san phé.m tr bo stta, nhu banh
pudding va banh bavarois khéac véi cac thuc phém lén men va dd udng 1én men dugc néu
& trén; va cac san pham twong tu khéc. Céc thuat ngft “sita lén men” va “dd udng chira vi
khuan axit lactic” nhu duoc st dung trong ban mé ta sang ché 1a pht hop véi cac dinh
nghia & Didu 2-40 “sita 1én men” va Diéu 2-41 “dd udng chira vi khun axit lactic” ctia
“Shc 1énh ctia BO truéng vé Stta va cac san pham sita lién quan dén céc tiéu chuan thanh
phén, vv.”cuaBoY té va Phuc loi Nhat Ban trude day (“Ministerial Ordinance on Milk
and Milk products Concerning Compositional Standards, etc.” of the former Japanese
Ministry of Health and Welfare). Ttc 13, “stta 1én men” la dé chi san pham dang long hoac
dang bt nhao duoc diéu ché béng cach 1én men stra hoac san phém tir bo sita v6i vi khuan

axit lactic. Nhu vdy, “stta 1én men” bao gom khong chi cac san pham ¢ dang do udng, ma
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con cac san pham ¢ dang sita chua. “D0 uong chira vi khuan axit lactic” 14 dé chi do uong
duoc diéu ché bang cach st dung nguyén liéu chinh la san pham dang 16ng hodc dang bot
nhao dugc dieu che bang cach 1én men sita hoac san pham tir bo stta véi vi khuan axit

lactic va pha loang n6 véi nudc.

(IV) Phuong phép san xuét thue phdm 1én men hodic db ubng 1én men, va thuc pham 1én

men hodc d6 uong 1én men

Phuong phap san xut thuc phdm 1én men hodc do udng 1én men theo sang ché
khéc biét & chd thuc phdm 1én men hodc dd ubng 1én men chira ching L. cremoris FC
theo sang ché. Thuc phim 1én men hozc dd udng 1én men c6 thé duoc san xuét theo
phuong phéap théng thuong. Vi du, thuc phdm 1én men hogic do ubng 1én men c6 thé dugc
san xuat bang cach ciy ching L. cremoris FC theo sang ché vao trong nguyén lidu tho
thich hop cho sur 1én men chtra ngudn dinh dudng cho ching L. cremoris FC theo séng
ché (vi du, cac nguyén liéu thoé chira sira, sta dau nanh (nhii tuong dau nanh), ngli cbc,

céc loai rau, hodc trai cay) va nudi cay no6 dé gdy ra sy [én men nguyén li€u tho.

Phuong phap uu tién cho su 1én men st dung ching L. cremoris FC theo sang ché
14 phong phép ma men duogc chuén bi trude va dugc ciy vao trong nguyén liéu thd cho
su 1én men, va nguyén li€u thd dugc 1én men. Men c6 thé 13, vi du, men cho su 1én men
theo sang ché duoc néu & trén. Tét hon 13, men chira ching L. cremoris FC theo séng ché
sao cho sb luong séng cia chting L. cremoris FC theo sang ché 1a khoang 1x107 dén 1x10°

(cfu/ml).
Nguyén liéu thé cho sur 1én men tity ¥ ¢6 thé dugc bd sung véi cac chat thic day su
1én men dé dat duoc su sinh trudng t6t ctia ching L. cremoris FC theo sang ché, nhu cac

ngudn cacbon, nhu glucoza, galactoza, fructoza, lactoza, va manoza; cac nguon nito, nhu

chét chiét ndm men v pepton; cac vitamin; cic chat khoéng; cac thanh phan kim loai vét;
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va c4c thanh phéan dinh dutng khéc.

Vi dy, khi stra dugc str dung lam nguyén liéu tho cho su 1én men, thich hop 12 luong
ctia ching L. cremoris FC theo sang ché dugc céy duogc lua chon sao cho ching L.
cremoris FC theo sang ché duoc chira ¢ luong 16n hon hodc bang 1x10° (cfi/ml), tot hon
& tir khoang 1x107 dén 1x10° (cfu/ml) trong sita. Dbi véi cac didu kién nudi ciy, nhiét do
1én men thudng duogc chon tir khoang 16n hon hozc bang 15°C, t6t hon 14 tir khoang 25

dén 30°C, va thoi gian 1én men thudng duoc chon tir khoang 3 dén 24 gio.

San phim 1én men thu dugc nhu vay c6 thé & dang dong tu (dang gidng pudding
hodc gidng sita chua), va san phim nhu vay c6 thé duoc sir dung truc tiép dudi dang thuc
pham dang rén. San pham Ién men & dang d6ng tu ¢6 thé tiép tuc duoc dong nhat hoa dé
didu ché dang d6 ubng mong mudn. Qué trinh déng nhét héa nay c6 thé dugc thuc hién
bang céch st dung may nhii trong héa thong thudng (thiét bi ddng nhét héa). Nho qua
trinh dong nhét héa nhu vy, c¢6 thé thu duoc db udng véi cam giac tron min. Trong qua
trinh ddng nhat héa nay, néu can, cling ¢6 thé tién hanh pha loding mét cach thich hop, bb
sung céc axit hitu co dé diéu chinh d6 pH, hodc bd sung cac chét phu gia khac nhau thuong
duoc dung trong qua trinh san xuat d6 udng, nhu sacarit, nude &p trai ciy, chét lam dic,
chét hoat dong bé mit, va chét tao huong. Do uéng thu dugc nhu vay co thé duoc rot vo

triing vao trong vét chira thich hop d& tao ra san pham sau cling.

Luong nap (lidu luong) ctia thuc pham 1én men hogic d6 udng 16n men (ché pham
ding qua dudng miéng) duoc xac dinh mot cach thich hop theo d6 tudi, gidi tinh, thé
trong, mirc d6 trAm trong ctia bénh, v.v. clia co thé ma sir dung ché phdm va khong bi gidi
han cu thé. Luong nap (lidu luong) ctia ché phim ding qua dudng miéng thuong dugc
chon tir khoang & d6 luong ctia ching L. cremoris FC theo sang ché 14 tir khoang 1x107

dén 1x10" (cfi/ml). Ché phdm ding qua duong miéng c6 thé duoc diéu ché sao cho ché
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pham nay thudng duoc sir dung & luong tir khoang 50 d&én 1000 ml cho mdi ngudi trong

mot ngay.

Céc vi du duge dic biét uu tién cia ché phérn dung qua duong miéng theo sang
ché & dang thuc phim hodc dd ubng bao gdm céc thuc phdm va db udng & dang thuc
pham bb sung, cu thé 1 c4c thuc phim va do udng ¢ dang dugc pham, nhu cac ché pham
rén, nhu cic vién nén, vién tron, bot, hat, vi nang, va vién nang; va cac ché phém long,
nhu chét luu, huyén phu, xi 16, va nhii tuong. Tét hon 13, thuc phim hodc d6 ubng & dang

duoc pham 14 ché pham rén kho.

Thue pham hodc d6 udng & dang thuc phim bb sung ¢6 thé dugc san xuét bang
cach st dung, nhu chét mang dugc phém, chit pha loang hoac ta dugc thuong duoc sur
dung trong linh vuc ndy, nhu chit don, cht bo sung, chat két dinh, chét lam am, chit gay

phan r3, chét hoat dong beé mat, va chat lam tron, nhu trong ché phém ¢ dang dugc phém.

Luong vi khuén axit lactic ctia sang ché chira trong ché phdm ding qua duong
miéng & dang thue phdm hozic d6 udng cé thé duoc chon thich hop tir pham vi rong, mién
1a nd da dé phat huy cac hiéu qua ctia vi khuan axit lactic. T6t hon 13, vi khuan axit lactic
thudng dugc chira & luong tir khoang 1x107 dén 1x10" (cfu) trén don vi ctia luong nap

(lidu luong).

Phuong phép str dung ché pham khong bi giéi han cu thé, mién 1a ché pham dugc
dung qua duong miéng, va dugc xac dinh theo dang, do tudi, g161 tinh va cac diéu kién

khac ctia nguoi bénh, mte d6 tram trong cia bénh, v.v..

Luong nap ché phim duoc lua chon thich hop theo phuong phap sir dung, d6 tudi,
gi6i tinh va cac diéu kién khac ctia nguoi bénh, v.v.. Nhu dugce néu & trén, t6t hon 1a ching
L. cremoris FC theo sang ché duoc ding & luong khoang 1x107 dén 1x10" (cfu) trén
luong nap (lidu luong). Luong nap cta ching L. cremoris FC theo sang ché, 1 thanh phan
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hoat tinh, t6t hon 13 khoang 16n hon hodc bang 1x107 (cfu) cho mi ngay, va ¢6 thé duoc
chia thanh nhiéu phan dé ding trong ngay. Tét hon 14, ché pham diing qua dudng miéng
theo sang ché duoc ding lién tuc dé thu duoc hiéu qua hitu hiu ctia nd. Vi du, ché phdm
diing qua dudng miéng theo sang ché c6 thé dugc ding lién tuc hodc gian doan trong thoi

gian 2 tuan hozc l4u hon.

Ché pham ding qua dudng miéng chita chiing L. cremoris FC theo sang ché & trang
thai séng duge mong doi phat huy cac hiéu qua sinh Iy hitu ich trong co thé khi duoc ding
(st dung), nhu voi ching L. cremoris FC hién tai. Nhu vy, ché phim ding qua dudng
miéng theo sang ché c¢6 thé dugce sir dung mot cach hitu hi¢u nhu 1a yéu t6 ting cuong
stic khoe dua trén céc hidu qua sinh Iy cta ché pham. Do vay, ché pham ding qua duong
miéng theo sang ché bao gdm céc thuc pham va d6 udng ma c6 chirc nang cu thé va dugc
ding cho muc dich duy tri stic khoe, v.v.. Cu thé, ché phim ding qua duong miéng theo
séng ché bao gdm céc thuc pham va db ubng ma c6, vi du, hiéu qua diéu hoa céc chirc
nang cua rudt, hiéu qua ngan chan sy gia ting muc glucoza huyét, hiéu qua kich thich
mién dich, hiéu qua bao vé chéng lay nhiém virut ctim, hiéu qua tic ché di ung, va/hodc
hiéu qua cai thién su diéu hoa thé thao. Cac thuc phém vadd uéng nay bao gém, vi du,
céc thyc phim va db ubng ma duogc san xuAt va ban v6i sur ghi nhan hodic cong bd vé cac
hiéu qua hoac céc su st dung dugce néu & trén, nhu thuc phém cd cong bd vé stic khoe
(thuc pham c6 cong bd vé chiic niang dinh dudng, thuc phém c6 cong b vé chirc nang,
va thuc phém dung cho muc dich stc khoe déc biét), thuc phém dung cho ché do an dic
biét (thuc phém dung cho muc dich suc khoe dac biét), va cac thuc phérn bao vé suc khoe

tuong tur.

Trong ban mo ta nay, cac thuét nglt “bao gom” va “chira” bao ham céc nghia “gom

cd” va “veé co ban gbm cd”.
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Vi du thue hién sang ché

Sang ché duoc mé ta dudi day véi su tham khéo cac Vi du dé thuén loi cho viée
hiéu 13 cAu triic va cac hiéu qua clia sang ché. Tuy nhién, sang ché khéng bi gidi han &
cac Vi du nay. Cac thir nghiém dudi day duoc thuc hién dudi cac diéu kién nhiét do trong
phong (25+5°C) va ép suét khi quyén, trir khi duoc quy dinh cu thé. Trong phan md ta
duéi day, trir khi duoc quy dinh cu thé, “%” ¢6 nghia 1a “% khéi luong”, va “phan” ¢6

nghia 13 “phéan khéi lugng”.
Vi du 1: Phan 1ap va nhan dang ching Lactococcus lactis subsp. cremoris FC moi

Ching L. cremoris EC (FERM P-20185) duoc ciy (1%) vao trong bdt sita tach béo
8% tiét tring dang 16ng va dé & nhiét do tdi vu cia n6 (25°C) trong khoang 10 gio dé hoat
hoa ching L. cremoris FC (men 1). Streptococcus thermophilus (sau day dugc goi 1a “S.
thermophilus”) duoc ciy (1%) vao trong bdt sita tach béo 8% tiét tring dang 16ng va dé
& nhiét d6 t6i uu ctia nod (37°C) trong khoang 10 gid dé hoat hoa S. thermophilus (men 2).
Tiép theo, cac men 1 va men 2 di chuén bi & trén duoc ciy vao trong sira tiét tring duoc
diéu ché riéng biét, va sy 1én men dugce thuc hién ¢ nhiét do 30°C. Khi quan sat théy su

hinh thanh stra déng, su 1am lanh (4°C) duoc bét dau.

Sita 1én men thu duoc duogc béao quéan trong béng tdi ¢ nhiét do 4°C trong 46 ngay,
duoc cdy vao trong 3 1 méi truong TY-Gal (1% galactoza, 0,5% Bacto(TM) Trypton
(Thermo Fisher Scientific), 0,5% chit chiét ndm men Bacto(TM) (Thermo Fisher
Scientific), 0,5% NaCl) (d6 pH 7,0) theo ty 1& 4%, va sau d6 duoc nuoi cdy & nhiét do
26°C trong 72 gio. Dich nuéi cay duoc cdy 1én méi trudng thach TY-Gal (d6 pH 7,0) va
duoc nuoi céy ¢ nhiét d6 25°C trong 48 gi0, va cac khuén lac da phat trién duoc nudi céy

trong bot sita tach béo 8% tiét trung dang 16ng va dugc bao quan.

Trong sb cac ching, ching c6 tinh dung nap cao d6i v6i d6 pH thip (tinh dung nap
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axit) dugc tach bang phuong phép dugc mé ta trong Vi du 1 duoc thu ldy, va cac dic tinh
vi khuén hoc ctia né dugc danh gia theo phuong phap thong thuong. Bang 1 thé hién cac
két qua. Hon nita, kha ning ching dong héa 49 ngudn cacbon (kha ning 1én men duong)
duogc danh gié bang cach str dung API 50 CHL (duoc san xut boi bioMérieux Japan Ltd.).
Bang 2 thé hién cac két qua. Bang 1 nhu dugc mo ta & doan [0015], va Bang 2 nhu dugc

mo ta & doan [0016].

Céc két qua nay da xac nhan rﬁng ching thu dugc cé cac dac tinh vi khuan hoc va
cac dic tinh déng hoa duong giéng nhu céc dic tinh ctia ching L. cremoris FC dugce str
dung lam chuing cha me (sau day dugc goi don gian la “ching FC cha me”). Nhu vay,
chung nay dugc xac nhan 1a ching thudc Lactococcus lactis subsp. cremoris va dugc dat
tén la Lactococcus lactis subsp. cremoris FC46 (sau day duoc goi la “ching L. cremoris
FC46” hoac don gian la “chiing FC46”). Ching L. cremoris FC46 dugc ky gin quéc té
dudi s ding ky NITE BP-03310 nhu 14 d4u hiéu nhan biét “Lactococcus lactis subsp.
cremoris FC46” & Trung tAm luu ky vi sinh vét theo sang ché ctia Vién Cong nghé va
Panh gi4 quic gia (Patent Microorganisms Depositary of the National Institute of
Technology and Evaluation) (Room 122, 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba,
Japan) vao ngay 6 thang 11 nam 2020 (ngay phat hanh chimg chi luu ky: 30 thang 11 nam
2020).

Vi du 2: DPanh gié tinh dung nap axit

Ching FC46 thu dugc & trén duge ciy vao trong mdi truong TY-Glu (1% glucoza,
0,5% Bacto(TM) Trypton, 0,5% chét chiét nAm men Bacto(TM), 0,5% NaCl) (d6 pH 7,0)
theo ty 16 4% va duoc nuéi cdy & nhiét do 25°C trong 15 gior dé diéu ché dich nuéi ciy so
bd. Dich nuoi céy so bd thu duoc duoc céy vao trong 40 ml moi truong TY-Glu duoc diéu

chinh dén d6 pH 4,0 béng axit lactic dén ndng d6 sau ctng 1%, sau d6 nudi cdy tinh &
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nhiét d6 26°C trong 27 gid. S6 luong sbng (cfu/ml) ctia ching FC46 trong dich nuoi cy
duge do theo thi gian bang phuong phép nuéi cdy dia rét sir dung méi truong thach dém
dia chita BCP (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), va ty 18 séng s6t (%) sau 27 gio duoc
tinh. V& thtr nghiém so sanh, ching FC cha me duoc st dung thay cho ching FC46 va
duoc nudi céy theo cing mot cach thuc, s6 luong séng (cfu/ml) ctia ching FC cha me

trong dich nuéi cdy duoc do theo thoi gian, va ty 16 séng sét (%) sau 27 gio dugc tinh.

Fig.1 thé hién cac két qua do sb luong sdng (cfu/ml) ctia ching L. cremoris (chiing
FC46 va chimg FC cha me) theo thoi gian. Nhu duoc thé hién trén Fig.1, ching FC cha
me bi tiéu diét nhanh chong dudi cac diéu kién do pH thép véi do pH 1a 4,0, va $0 luong
séng giam dén 6,6x10° (cfu/ml) (ty 1é sdng s6t: 0,2%) sau 27 gid nudi cAy. Nguoc lai,
chiing FC46 thé hién kha ning sdng sot cao ngay ca dudi cac didu kién do pH thap vai do
pH 144,0 va duy tri duge s6 lugng sdng cao 1,9x10° (cfiyml) (ty 16 séng s6t: 33,6%) tham
chi sau 27 gid nudi ciy dudi didu kién d6 pH nay. Céc két qua xac nhén rang ching FC46
1 ching L. cremoris ¢6 tinh dung nap axit t6t hon so véi ching FC cha me.

Vi du 3: Panh gid tinh 6n dinh trong sita 1én men

Sita 1én men duoc diéu ché bf?mg cach st dung chung FC46, va tinh 6n dinh trong
sita 1én men duoc dénh gid. Dé lam ddi chung, sita 1én men duoc diéu ché theo cach trong

tu st dung ching FC cha me, va tinh 6n dinh trong sira 1én men dugc danh gié.
1. Piéu ché sira 1én men

Bon loai sita [én men (sita 1én men 1 dén sfta 1én men 4) duoc diéu ché bang cach

str dung cac chung vi khuan dugc hoat hda dudi day lam cac men:
(1) stta 1én men 1: chiing FC cha me (men 1)

(2) stra 1én men 2: chiing FC46 (men 3)
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(3) stta 1én men 3: chiing FC cha me (men 1)+ S. thermophilus (chting ST) (men 2)
(4) stta 1én men 4: ching FC46 (men 3) + S. thermophilus (men 2).

Men 1 dugc diu ché bing cach cdy ching FC cha me (1%) vao trong bot sita tich
béo 8% tiét tring dang 16ng va dé yén ching & nhiét d 30°C trong khoang 10 gid dé hoat
héa. Men 3 dugc diéu ché bang cach cy ching FC46 (1%) vao trong bot sita tach béo
8% tiét tring dang 1ong va dé yén ching & nhiét d6 30°C trong khoang 10 gio dé hoat
héa. Men 2 dugc diéu ché bang cach ciy S. thermophilus (1%) vao trong bot sita tach béo
8% tiét tring dang 16ng va dé yén chung & nhiét do i wu (37°C) trong khoang 10 gio dé

hoat hoa.

MBbi men trong sb cac men da chudn bi & trén duoc cy vao trong sita tiét tring, va
su 1én men dugc thuc hién & nhiét d§ 30°C. Khi quan sat théy su hinh thanh sita dong,
qué trinh 1am lanh (4°C) duoc bét dau dé kim ham sur lén men, bang cach d6 thu duoc sita

1én men.
2. Bénh gia tinh 6n dinh cta vi khuan trong sita 1én men

Sau khi stra 1én men 1 dén sira 1én men 4 dugc diéu ché, ching dugc bao quéan trong
béng tdi & nhiét do 10°C trong 30 ngay. S luong song (cfu/ml) trong sita 1én men sau khi
bao quén (sb luong sdng ctia Lactococcus lactis subsp. cremoris trong sita 1én men 1 va
sita 1én men 2, va sb luong séng cua Lactococcus lactis subsp. cremoris va $O luong séng
cua S. thermophilus trong stta 1én men 3 va stta 1én men 4) dugc xéc dinh. S6 luong séng
cta Lactococcus lactis subsp. cremoris duge xac dinh bang phuong phép nudi céy dia rét
(25°C) str dung moéi truong TY-Gal (d6 pH 7,0), va s luong séng cua S. thermophilus
duoc x4c dinh bang phuong phép nudi cy dia rét (37°C) st dung moéi truong thach dém

dia chira BCP (d¢ pH 7,0).
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Do pH, do axit, va d6 nhét ciia ting loai sita 1én men dugc do béng cac phuong

phap sau day.
Do d6 pH

D6 pH ciia timg san pham 1én men duoc do bang cach sir dung méy do d6 pH F-
52 (dugc san xuit béi Horiba, Ltd.) sau khi san phém 1én men dugc didu chinh dén nhiét
do 10°C.
Po do axit

10 g clia timg san phim 1én men dugc can chinh xAc va dugc pha lodng bang cing
mot luogng nude cat. 0,5 ml dung dich phenolphtalein dugc bd sung lam chét chi thi, va
phép chudn d6 dugc thuc hién véi dung dich nude natri hydroxit 0,1 mol/l cho dén khi
mau hdng nhat tdn tai trong 30 gidy. Tir d6 chuan nay, ty 18 phan trim clia axit lactic trén
100 g mau dugc xac dinh 13 d6 axit. Luu y réng 1 ml dung dich nudc natri hydroxit 0,1

mol/l trong duong véi 9 mg axit lactic.
Do dd nhot

Do nhét tuyét dbi clia timg san phdm 1én men duoc do bang cach str dung nhét ké
kiéu B (duoc san xuét béi Brookfield, truc sd 4) sau khi san phém 1én men duoc diéu
chinh dén nhiét d6 10°C. Thoi gian quay roto 1a 1 phut.

Bang 3 thé hién cac két qua & ngay 1 sau khi bat dau bao quan, va Bang 4 thé hién

cac két qua & ngay 30 sau khi bat dau bao quan.
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Bang 3
Ngay 1 sau khi bat dau bao quan
S6 luong song (cf/ml) Do axit | Do nhét
b6 pH
Cremoris | Thermophilus (%) (mPa-s)
1 | ChingFCchame | 2,2x108 - 433 0,83 7474
2 | Ching FC46 4,3x108 - 439 0,86 6911
Chung FC chame
3 1,4x108 3,2x107 4,49 0,85 6947
+ ching ST
Chung FC46 +
4 2,1x108 5,6%107 4,50 0,88 6491
ching ST
Bang 4
Ngay 30 sau khi bat dau bao quan
S luong song (cfivml) Do axit | DO nhét
b6 pH
Cremoris | Thermophilus (%) (mPa-s)
1 | Chung FC chame <10 - 4,15 0,97 6083
2 | Ching FC46 1,1x10* - 413 1,00 6551
Chung FC chame
3 8,6x10? 5,3%107 421 0,99 6071
+ ching ST
Chung FC46 +
4 5,8x10° 1,4x107 4,16 1,00 6623
ching ST

Nhu duge thé hién trong céc Bang 3 va Bang 4, chiing FC cha me bi tiéu
diét mot cach nhanh chong trong thoi gian bao quan, va chi con lai sb luong sdng 1a vai
don vi hinh thanh khuén lac trén ml sau 30 ngay (stra 1én men 1). Nguoc lai, ching FC46
duy tri dugc s6 luong song cao 1,1x10* (cf/ml) (ty 18 sdng sot: 0,0026%) tham chi sau
30 ngay (stta 1én men 2). Ca ching FC cha me va chung FC46 déu gift duoc so luong

sdng cao hon khi qué trinh 1én men duoc thuc hién ciing véi S. thermophilus so v6i khi
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qua trinh 1én men duogc thuc hién béng cach str dung chiing FC cha me hodc chiing FC46
riéng biét (stra Ién men 3 va sitalén men 4), vacu thé, ching FC46 thé hién sb luong séng

rat cao 5,8x10° (cfiyml) (ty 1& sbng sot: 2,8%) (sita 1én men 4).

Hon nita, chiing FC cha me thé hién su giam d nhét sau 30 ngay bao quéan, ngugc
lai sur giam dd nhét duoc ngén chan & chiing FC46, so voi chiing FC cha me. Xu huéng
twong tu duoc quan sat thdy khi qua trinh 1én men duoc thuc hién cing véi S

thermophilus.

Stta 1én men 1 dén sita 1én men 4 duoc tao ra trong Vi du nay déu c6 vé bén ngoai
dep (mau sic, c6 hodc khéng c6 su dong tu), mui thom, va vi ngon, va khong c6 céc su
khéc biét vé cac khia canh nay.

Vi du 4: Didu ché ché phém chira vi khuén axit lactic va danh gia tinh on dinh

Ché phim chira vi khudn axit lactic duoc didu ché bang cach st dung chiing FC46,
va tinh 6n dinh khi bao quan ctiané & trang théi khd duge danh gid. Dé so séanh, ché pham
chtta vi khuén axit lactic duoc diéu ché bang cach sir dung ching FC cha me thay cho
ching FC46, va tinh 6n dinh khi bao quéan ctia né & trang thai khé ciing dugc danh gié.

1. Diéu ché dich vi khuan axit lactic

Chung FC46 hoéc chiing FC cha me dugc céy theo ty 1€ 4% vao trong mai truong
Difco M17 (BD) duoc bd sung glucoza dén nong do sau cling 14 0,5% va duoc nudi cy
O nhiét do 25°C trong 16 gio dé didu ché dich nuéi céy so bd. 4% dich nuoi céy so bd
duoc cly vao trong kiéu méi truong giéng nhur méi truong & trén va dugce nudi cay ¢nhiét
d625°C trong 16 gi¢ dé thu 10 1 dich nuéi ciy. Dich nudi ciy duoc li tam (3000 vong/phiit,
10 phut), va phan ndi 1én trén bé mit dugc loai bd bang cach ling gan. Sau do, phan con

lai duoc rira hai 1an véi nude mudi sinh 1y dé diéu ché dich vi khuan axit lactic trong do
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ching FC46 hoac chung FC cha me dugc co.

Bt sita tach béo duoc bd sung theo ty 1€ 10% vao timg dich vi khuén axit lactic
trong s6 cac dich vi khuén axit lactic da diéu ché, sau do xir Iy déng khé theo phuong
phép thong thudng sir dung thiét bi siy dong kho (FD-81, Tokyo Rikakikai Co., Ltd.),
bang cach do thu duoc vi khuén axit lactic duoc 1am dong khé (ching FC46 va ching FC
cha me, moi chiing khoang 50 g).

Vi khuén axit lactic duoc 1am déng khé thu duoc (chiing FC46 va ching FC cha
me, moi chiing khoang 0,5 g) dugc dit vao cac tii dung ¢ khéa kéo lam bang mang
mong vo tring (LAMIZIP (nhan hi€u da dang ky); dugc san xuét boi Seisannipponsha
Ltd.) va dugc bao quan dudi cac didu kién béng t6i ¢ nhiét d6 37°C (thir nghiém thoéi
héa ting téc). S lugng sbng ctia chiing FC46 hoic ching FC cha me trong vi khuén axit
lactic duoc 1am déng khé dugc do theo thoi gian tinh tir lic bat dau thir nghiém nay (ngay
thir nhat), va ty 16 sdng sét (%) dugc tinh.

Bang 5 thé hién cac két qua.
Bang 5

Ty 16 sng sot (%) sau khi bao quan ¢ 37°C

Ngay thirnhdt | Sau 3 tudn Sau 4 tudn

Chung FC46 100,0 14,67 6,03
Ching FC

100,0 1,58 0,07
chame

Chting FC cha me bi tiéu diét nhanh chong trong khi bao quan & nhiét d6 37°C, va

sb luong sdng ctia chung FC cha me sau 3 tuan 14 3,2x10° (cfu/g) (ty 1& sdng s6t: khoang
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1,6%). Nguoc lai, chting FC46 thé hién sb luong sdng rét cao 1,1x10% (cfu/g) (ty 16 séng
s6t: khoang 14,7%). Cac két qua ndy dé xac nhan ring chiing FC46 tinh 6n dinh khi bao
quan t6t hon so véi ching FC cha me ngay ca & dang bot kho trong cac didu kién hiéu
khi.
Danh muc trinh tu

SEQ ID NO: 1 thé hién trinh ti bazo ctia gen 16S rARN ctia ching L. cremoris FC

theo séng ché.
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YEU CAUBAO HO

1. Vikhuén axit lactic 1a Lactococcus lactis subsp. cremoris FCA6 (s6 dang ky: NITE BP-
03310) hodc ching ciy chuyén cia né,

chiing cdy chuyén 13 vi khuén axit lactic ma thudc Lactococcus lactis subsp.
cremoris va ¢6 cac dic tinh vi khuan hoc, céc dic tinh hinh thai, cic dic tinh sinh ly, cac
dac tinh dong héa ngudn cacbon, céc dic tinh sinh polysacarit nhét, tinh dung nap axit,
va kha ning sng s6t dudi cc didu kién kho va céc didu kién hiéu khi gidéng nhu cac dic
tinh cta Lactococcus lactis subsp. cremoris FC46.
2. Vi khuén axit lactic theo diém 1, vi khudn nay ¢ trang thai kho.
3. Men cho su 1én men bao gom vi khuén axit lactic theo diém 1 hodc 2.

4. Men cho su 1én men theo diém 3, con bao gdbm Streptococcus thermophilus.

5. Men cho su 1én men theo diém 4, men nay la thé cong sinh cta Lactococcus lactis
subsp. cremoris FC46 (s6 dang ky: NITE BP-03310) hoic ching cdy chuyén ctia nd, va

Streptococcus thermophilus.
6. Men cho su 1én men theo diém 4 hodc 5, men nay ¢ trang thai kho.
7. Ché pham ding qua dudng miéng chira vi khuén axit lactic theo diém 1 hodc 2.

8. Ché pham ding qua dudng miéng theo diém 7, ché pham nay 1a thuc phim 1én men
hozc d6 ubng 1én men.

9. Phuong phép san xut thuc phdm 1én men hodc do udng 1én men, phuong phap nay
bao gom budc cy vi khuan axit lactic theo diém 1 hoc 2 hodc men cho su 1én men theo
diém bét ky trong sb cac diém tir 3 dén 6 vao trong nguyén liéu thd ding cho thuc phdm

1én men hodc do uong 1én men va Ién men nguyén liéu tho.
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DANH MUC TRINH TU

<110> FUJICCO CO., LTD.

<120> Chung vi khudn axit lactic m&i va ché phdm chira ching vi khuén axit lactic méi nay

<130> P21-046WO
<160>1
<170> Patentln version 3.5

<210>1

<211> 1507

<212> ADN

<213> Lactococcus lactis subsp. cremoris

<220>
<221>
<222>
<223>gen 16S rARN

<400>1

gagtttgatc ctggctcagg acgaacgctg geggegtgec taatacatge aagttgageg
atgaagattg gtgcttgcac caatttgaag agcagcgaac gggtgagtaa cgegtgggga
atctgccttt gagcggggga caacatttgg aaacgaatgc taataccgca taacaacttt
aaacataagt tttaagtttg aaagatgcaa ttgcatcact caaagatgat cccgegttgt
attagctagt tggtgaggta aaggctcacc aaggcegatga tacatagecg acctgagagg
gtgatcggcc acattgggac tgagacacgg cccaaactcc tacgggaggce agcagtaggg
aatcttcggc aatggacgaa agtctgaccg agcaacgcecg cgtgagtgaa gaaggttttc
ggatcgtaaa actctgttgg tagagaagaa cgttggtgag agtggaaagc tcatcaagtg
acggtaacta cccagaaagg gacggctaac tacgtgccag cageecgeggt aatacgtagg
tcccgagegt tgteceggatt tattgggegt aaagegageg caggtggttt attaagtctg
gtgtaaaagg cagtggctca accattgtat gcattggaaa ctggtagact tgagtgcagg
agaggagagt ggaattccat gtgtagcggt gaaatgcgta gatatatgga ggaacaccgg
tggcgaaagc ggctetetgg cctgtaactg acactgaggce tcgaaagegt ggggagceaaa
caggattaga taccctggta gtccacgecg taaacgatga gtgctagatg tagggagcta
taagttctct gtatcgcagc taacgcaata agcactccgce ctggggagta cgaccgcaag
gttgaaactc aaaggaattg acgggggcecc gcacaagegg tggagcatgt ggtttaattc
gaagcaacgce gaagaacctt accaggtctt gacatactcg tgctattcct agagatagga
agttccttcg ggacacggga tacaggtggt geatggttgt cgtcageteg tgtegtgaga
tgttgggtta agtcccgcaa cgagegeaac cectattgtt agttgecatce attaagttgg
gcactctaac gagactgccg gtgataaacc ggaggaaggt ggggatgacg tcaaatcatc
atgcccctta tgacctgggce tacacacgtg ctacaatgga tggtacaacg agtcgegaga
cagtgatgtt tagctaatct cttaaaacca ttctcagttc ggattgtagg ctgcaactcg
cctacatgaa gtcggaatcg ctagtaatcg cggatcagcea cgecgeggtg aatacgttcc
cgggcctigt acacaccgec cgtcacacca cgggagttgg gagtacccga agtaggtige
ctaaccgcaa ggagggcgct tcctaaggta agaccgatga ctggggtgaa gtcgtaacaa
ggtagcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1507
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