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(57) Sang ché dé xuat hop phan va phuong phap sdy d€ bdo quan vat liéu c6 hoat
tinh sinh hoc dé& bi tic dong, nhu peptit, protein, hormon, axit nucleic, khang thé,
thudc vacxin, nim men, vi khun (probiotic hodc loai khéc), virut va/hoac huyén
phu t€ bao, trong qua trinh bao quan. Hop phin nay bao gém thanh phan hydrat
cacbon va thanh phan chéat tang cudng thuy tinh, trong d6 thanh phan hydrat
cacbon bao gdém hoén hop di-, oligo- va polysacarit va chit tang cuong thuy tinh
bao gém ion clia axit hitu co va san pham thuy phan protein. Hgp phén nay dugc
bao ché bang cach phan t4n tat ca cac thanh phan ran trong dung dich va sau d6
dugc 1am dong lanh tiic thi dé tao thanh hat nho, day hoac giot. Phuong phép say
wu tién clia cac hat, day hodc giot dong lanh dugc bat ddu bang buGe thanh loc
nhanh va 1am 6n dinh cau tric cta cdc hat dong lanh dudi 4p suét chan khong
thap hon 2000 mTorr (266,64 Pa) sau d6 1a budc sdy so cidp dudi 4p suit chan
khong cao hon 2000 mTorr va & nhiét d0 mong mudn. Trong budc sdy thi cap va
cudi cung cla vat liéu, 4p suat chan khong hoan toan va nhiét do tang dan dugc
stt dung, dé thu duoc hoat tinh nuéc mong mudn cudi ciing cua vat liéu kho.
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Linh vue k§ thuat dwoc dé cap
Séang ché dé cap dén linh vuc 1am On dinh vt li€u sinh hoc trong cAu tric thiy
tinh kho.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Viéc bao quan céu triic va chirc ning cia cc vat lidu sinh hoc trong qué trinh
bao quan dai han & nhiét d6 va do 4m cao la rat quan trong dbi vai cac nganh cong
nghiép thuc phém, duoc phém dinh dudng va nganh duoc. Céc vat lidu sinh hoc dé bi
tac dong, nhu protein, enzym, t& bao, vi khudn va virut can phai thuong xuyén duge bao
quan dai han cho dén khi st dung. Qua trinh lam dong lanh don thudn thuong dugc thuc
hién khi phuong phap sy 1a c¢6 hai hoic khong thich hop cho thanh pham. P& bao quan
& trang thai kho - sdy thang hoa dang 14 phuong phap phd bién nhit. Cac phuong phap
khac, nhu sdy bang khong khi méi truong, sdy trong chin khong & nhiét Ao mdi truong
(sdy chan khong), hoic sdy bang cach cho cac giot suong mi min tiép xtic véi khong
khi 4m (sdy phun) va siy bing cach hut 4m thuong 1a khong thich hop dbi véi cac chit
c6 hoat tinh sinh hoc d& bi tic dong, nhu vi khuan va virut con séng hozc da bi 1am yéu
di. Nhiét d6 sdy cao duoc sir dung trong céc phuong phap nay gdy ra su hu hdng dang
ké cho chinh céc chét ¢ hoat tinh sinh hoc nay.

Thong thudng, quy trinh sdy thing hoa c6 thé 1am mét déng ké hoat tinh va lam
hu hai chét c6 hoat tinh sinh hoc do su tao thanh tinh thé bing trong qué trinh sdy chim.
Séy thing hoa két hop céc stc ép do ¢4 qua trinh lam dong lanh va siy. Budc lam dong
lanh ctia quy trinh nay c6 thé c6 cac tac dung khéng mong mudn, nhu 1am bién tinh
protein va enzym, va phd v& té bao. Cac hu hong gy ra do budc 1am déng lanh c6 thé
duoc tranh, & mot mirc dd nhat dinh, béng cach bd sung hop chit hodc chit bao V€ cryo
vao dung dich. Cac chét bao vé nay thuong la cac hoa chét c6 dd tan cao ma dugc thém
vao ché phdm dé bao vé mang té bao va protein trong qua trinh 1am déng lanh va dé
tang cuong tinh 6n dinh trong qué trinh bao quan. Cac chit lam én dinh phd bién bao
gbém dudng nhu sucroza, trehaloza, glyxerol, hodc sorbitol, & ndng dd cao (Morgan et

al., 2006; Capela et al., 2006). Cac disacarit, nhu sucroza va trehaloza, 1a cac chét bao
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v€ cryo tu nhién c6 tinh chit bao vé tt. Trehaloza 14 cht bao vé cryo déang quan tdm do
n6 thyc sy duge phan 1ap tlr thuc vat va cac sinh vat séng ma van & trang thai tam ngung
hoat dong trong didu kién kho han. Trehaloza dugc chi ra 13 chit bao v€ hitu hiéu cho
nhiéu vt liéu sinh hoc, (xem Crowe, J. H., 1983). M6t sb sang ché bdc 16 viée st dung
trehaloza hodc trehaloza két hop véi céac chét bao vé cryo khac dé bao vé protein va céc
dai phan tir sinh hoc khéc, nhur enzym, huyét thanh, b thé huyét thanh, khéng thé, khang
nguyén, protein phat huynh quang va thanh phan vacxin trong qué trinh 1am déng lanh,
sdy va tai hydrat hoa (Patent M§ sb 5,556,771).

Tuy nhién, ¢c6 mdt s6 han ché lién quan dén viéc st dung trehaloza hodc cac
disacarit hogc monosacarit khac khi 1am chét bao vé cryo duy nhat. Trehaloza khong thé
thdm vao té bao du d& bao vé cac thanh phan hoat tinh nim trong thé tich noi bao, didu
ndy c6 thé din dén tinh khong én dinh khi bao quan cta céc chat duoc sy thang hoa
nay. Ngoai ra, ndng d6 trehaloza 16n hon 60% khéi luong cia moi trudng bao quan nhét
dinh dbi khi 13 can thiét. Mot vAn dé thdm chi 1a nghiém trong hon lién quan dén viée
str dung trehaloza 13 & chd céc vat liéu sinh hoc dugc bao quan bfmg cach sir dung mot
minh trehaloza khong c6 tinh 6n dinh bao quan trong khoang thoi gian kéo dai, dac biét
1a khi duoc bdo quan trong mdi trudng nhiét d6 va/hodc d6 4m cao. Do d6, vin tdn tai
nhu ciu phat trién ché phdm va quy trinh sdy t6i vu lam giam thiéu cac tht thoat do sy
trong khi van dat dugc d6 dn dinh bao quan thich hop cua vat liéu dugc se“iy nay.

Mot s& van dé lién quan dén trehaloza va quy trinh sdy thang hoa di duoc giai
quyét bang cach sir dung hdn hop céc ché phdm cu thé va sdy chan khong & trang thai
thity tinh, cu thé 1a c4c loai thay tinh duong (Patent M¥ sb 6,190,701). Trong céc ché
phém nay, chét c6 hoat tinh sinh hoc dugc bao vé bén trong chit nén thay tinh chéng lai
cic moi trudong khong than thién nhu nhiét 46 va d6 4m cao. Tuy nhién, trong céc ché
phﬁm nay, sy c6 mdt cua nudc dudi dang hoi dm trong moi trudong cb tac dung nhu la
chét 1am déo va c6 tac dung 1am giam nhiét d6 chuyén thiy tinh (Tg) ctia chét nén thuy
tinh. G ham lwong nudce cao hon, Tg ndy duge lam giam dang ké dén murc d6 ché phim
khd nay & trang thai cao su hoic déo khong mong mubn & nhiét d6 phong.

. Uudiém ctia viéc duy tri dang thiy tinh ctia ché phdm nay bao gdm lam tang tinh
4n dinh vat ly ctia chét va lam gidm céc phan tng lién phén tir c6 hai. Thao luan chi tiét
vé& mit héa ly clia céc twong tac polyme thyc phdm-nude nhu lién quan dén trang thai

thity tinh va nhiét d6 chuyén ctia ching c6 thé tim thdy trong 4n phAm M. Le Meste et
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al. 2002. Tuy nhién, cc han ché ctia hé v6 dinh hinh nhu tinh khong bn dinh vat ly va
tinh phan ng héa hoc cao hon, la rdo can trong qua trinh thuong mai héa rong rii ctia
ching.

Do d6, tdn tai nhu ciu vé hop ph?m 1am 6n dinh hiru dung cho pham vi rong cac
vét liéu sinh hoc. Nhu ciu khac nita dang ton tai 1a hop phén 13m 6n dinh ma c6 thé duoc
st dung hiéu qua trong ca quy trinh sy thing hoa va quy trinh sdy bao gdm budc sy
bang nhiét d6 moi trudomg. Cling ¢6 nhu ciu vé hdn hop hop phén it tbn kém hon hop
phan hién dang duoc st dung. Cubi cling, va quan trong 13, ¢6 nhu cdu vé hén hop hop
phan cung cip méi truong 6n dinh dé bao quan vat liéu sinh hoc trong khoang thoi gian
kéo dai & nhiét do ting va d6 4m thay ddi ma c6 thé gip phai trong qua trinh van chuyén
va bao quan vt liéu, ma van gitt dugc luong hoat tinh dang ké nho vao viéc tai hydrat
héa.

T4t ca cac nhu cdu nay dugce dap tmg bdi hdn hop hop phan, phurong phap sdy va

cac hop phén vat liéu sinh hoc dugc bao quan thu dugc theo sang ché.

Ban chat k§ thuit cia sang ché

Séng ché d& xuat hop phan va phuong phép siy dé bao quan vat liéu ¢4 hoat tinh
sinh hoc dé bi tac dong, nhu peptit, protein, hormon, axit nucleic, khang thé, dugc chét,
vacxin, nAm men, vi khudn (probiotic hodc dang khéc), virut va/hodc huyén phu té bao,
trong qua trinh bdo quan.

Hop phan theo sang ché bao gém hdn hop hydrat cacbon cua di-, oligo- va
polysacarit va céc ion ctia axit hitu co, t6t hon 14 axit xitric va hodc axit ascorbic. Ché
phim nay dugc bao ché bing cach phan tan tit ca cac thanh phén rén trong dung dich.
Dung dich ndy dugc lam dong lanh tirc thi bang cac cach d3 biét trong 1inh vyc nhu nito
long hodc d4 kho dé tao thanh cac hat nh, day hodc giot. Cac hat dong lanh c6 thé duoc
b&o quan trong t0 lam lanh sau (khoang tir -30°C dén -80°C) dé st dung sau & trang thai
dong lanh hodc duge dit 1én céc khay & trang thai dong lanh dé sy trong to sdy thing
hoa truyén thdng. Phuong phép sy uu tién tlly v dugc bat dAu bang budc thanh loc
nhanh va 1am 6n dinh c4u trac cua céc hat dong lanh duéi &p sudt chan khong thip hon
<2000 mTorr (266,64 Pa), sau do 1a bude siy so cap dudi 4p sudt chan khoéng 16n hon

>2000 mTorr va ¢ nhiét d6 mong mudn. Trong budc say thir cap va cudi cling cta vat
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liu, ap suét chan khong dﬁy da va nhiét d¢ tang dugce st dung, dé thu duge hoat tinh
nuéc mong mudn cudi cling cua vat lidu kho.

Theo mot phuong an cu thé, vat lidu sinh hoc bao gém vi khudn séng (vi duy, vi
khuan probiotic). Vi du vé c4c vi sinh vat thich hop bao gbém, nhung khong gidi han &,
ndm men nhu Saccharomyces, Debaromyces, Candida, Pichia va Torulopsis, nAm mdc
nhu Aspergillus, Rhizopus, Mucor, Penicillium va Torulopsis va vi khuan nhu cac chi
Bifidobacterium, Clostridium, Fusobacterium, Melissococcus, Propionibacterium,
Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Kocuriaw, Staphylococcus,
Peptostrepococcus, Bacillus, Pediococcus, Micrococcus, Leuconostoc, Weiss ella,
Aerococcus, Oenococcus va Lactobacillus. Vi du cu thé vé cac vi sinh vt probiotic thich
hop s€ dugc dai dién boi cac loai sau va bao gém tAt ca cac kiéu sinh hoc nu6i céy nam
trong cac loai nay: Aspergillus niger, A. oryzae, Bacillus coagulans, B. lentus, B.
licheniformis, B. mesentericus, B. pumilus, B. subtilis, B. natto, Bacteroides
amylophilus, Bac. capillosus, Bac. ruminocola, Bac. suis, Bifidobacterium adolescentis,
B. animalis, B. breve, B. bifidum, B. infantis, B. lactis, B. longum, B. pseudolongum, B.
thermophilum, Candida pintolepesii, Clostridium butyricum, Enterococcus cremoris, E.
diacety lactis, E faecium, E. intermedius, E. lactis, E. muntdi, E. thermophilus,
Escherichia coli, Kluyveromyces fragilis, Lactobacillus acidophilus, L. alimentarius, L.
amylovorus, L. crispatus, L. brevis, L. case 4 L. curvatus, L. cellobiosus, L. delbrueckii
ss. bulgaricus, L farciminis, L. fermentum, L. gasseri, L. helveticus, L. lactis, L.
plantarum, L. johnsonii, L. reuteri, L. rhamnosus, L. sakei, L. salivarius, Leuconostoc
mesenteroides, P. cereviseae ( damnosus ), Pediococcus acidilactici, P. pentosaceus,
Propionibacterium freudenreichii, Prop, shermanii, Saccharomyces cereviseae,
Staphylococcus carnosus, Staph, xylosus, Streptococcus infantarius, Strep, salivarius
ss. thermophilus, Strep. Thermophilus va Strep, lactis.

Theo mdt phuong 4n, ché phdm chira hdn hop hydrat cacbon cua di-, oligo- va
poly-sacarit, ma cac vt liéu c6 hoat tinh sinh hoc dugc gin vao dé. Vi du vé polysacarit
thich hop, bao gdm nhung khéng gi6i han &, xenluloza axetat phtalat (CAP), carboxy-
metyl-xenluloza, pectin, natri alginat, mubi cia axit alginic, hydroxyl propyl metyl
xenluloza (HPMC), metyl xenluloza, carrageenan, gdm gellan, gébm guar, gom acacia,
gdm xanthan, gébm d4u locust, chitosan va dan xudt cua chitosan, colagen, axit

polyglycolic, tinh bt va tinh bdt bién tinh. Vi du v& oligosacarit thich hop, bao gbm
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nhung khong gidi han &, xyclodextrin, inulin, FOS, maltodextrin, dextran, v.v.; va céc
hdn hop ctia ching. Vi du vé disacarit thich hop, bao gdm nhung khong gidi han ¢,
lactoza, trehaloza, sucroza, v.v.. Theo mgt phwong an cu thé, polysacarit dugc wu tién
13 natri alginat hodc gém gellan. Tét hon 13, hdn hop hydrat cacbon chita, theo phan
trim khéi lugng ctia chit khé toan phin, tir 0,1 dén 10% polysacarit, tir 1 dén 10%
oligosacarit va tir 10 dén 90% disacarit. Theo phuong 4n bd sung, hdn hop hydrat cacbon
chtra di-, oligo- va polysacarit theo ty 1& khdi lugng 14 10:0,1-4:0,1-2, va ot hon 13, trong
d6 ty 1& khdi luong ctia disacarit/oligosacarit/polysacarit 13 tix khoang 10:0,2:0,1 dén
10:2:1.

Theo phuong an khéc nita ctia sing ché, polysacarit trong hdn hop hydrat cacbon
duoc lién két chéo véi ion kim loai héa tri hai dé tao thanh hydrogel rin chéc.

Theo phuong 4n khac, hop phan chira lugng dang ké hop chit tdng cuong thuy
tinh bao gém mudi axit hitu co nhu axit lactic, axit ascorbic, axit maleic, axit oxalic, axit
malonic, axit malic, axit suxinic, axit xitric, axit gluconic, axit glutamic, va cac mubi
tuong tu. Mudi ¢6 thé bao gém cac cation nhu natri, kali, canxi, magié, va cac cation
tuong tu. Vi du bao gém natri xitrat, natri lactat, natri maleat, magié gluconat, natri
ascorbat, va mudi tuong tu. Mudi c¢6 nhiét do chuyén thy tinh cao (Tg) va do tan cao
duoc uu tién. Axit hitu co dugce wu tién nhat 13 axit xitric va mudi ctia né (vi dy, natri
hodc kali xitrat, trinatri xitrat dehydrat) va axit ascorbic va mubi ctia né (vi du, natri
ascorbat, kali ascorbat, magié ascorbat). Téng lugng cac ion xitrat hodc ascorbat dugc
wu tién trong hop phan khé 13 sao cho ty 18 mol cta céc ion ddi véi sé mol ctia hop chét
hydrat cacbon nam trong khoang tir 0,01 dn 0,3 va t6t nhét 1a ndm trong khoang tr 0,1
dn 0,2.

Céc chét ting cudng thay tinh hitu dung khéc bao gdm protein, san phdm thiy
phan protein, polypeptit va axit amin. C4c chat nay bao gdm gelatin, albumin, protein
nuéc sita, protein dau tuwong, casein, caseinat, globulin mién dich, protein d4u tuong,
protein ddu Ha Lan, protein hat bong hodc thuc phim khic va protein bo sita hodc
protein thuc vét va/hodc cac san pham thily phan ciia chung. Vi du vé axit polyamin bao
gbm polyalanin, polyarginin, polyglyxin, axit polyglutamic va chét twong tu. Axit amin
hitu dung bao gdm lysin, glyxin, alanin, arginin hodc histidin, cling nhu axit amin ky
nude (tryptophan, tyrosin, leuxin, phenylalanin, v.v.) va metylamin nhu betain. Tong

lugng duge wu tién ca protein, san phdm thity phan ciia protein va axit amin trong hop
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phin kho 13 khoang tir 1% dén 30% tdng khdi lugng cta hdn hop hydrat cacbon va tbt
nhat 13 tir 5% dén 20% khdi luong hydrat cacbon. Ly tuong 13, cac hop chat ma 1a hop
chat duoc coi 12 an toan (Generally Recognized As Safe - GRAS) duoc wu tién hon so
vé6i cac hop chat khong phai 1a GRAS.

Cén luu ¥ rang luong thich hop cia chét ting cuong thiy tinh trong hop phén c6
thé phu thudc vao céc tinh chét mong mubn cla hop phﬁn khé. Viéc xac dinh lugng
thich hop cia chét tang cudng thily tinh can dwoc thuc hién theo didu kién bao quan
mong mudn. Vi dy, hop phén chira hdn hop hydrat cacbon va protein hogic san pham
thity phan protein co6 thé dugc s dung dé tang cuong tinh bn dinh héa hoc cua vat liéu
sinh hoc trong khi dang duoc bao quan & nhiét d6 va 6 4m twong ddi vira phai, nhu
25°C va 25% RH. Céc ion xitrat ¢6 thé dugc wu tién tao thanh chit ting cudng thiy tinh
dé thu duoc loi ich bd sung la lam 4n dinh & nhiét dd va d6 4m cao hon. Hodc, ¢6 thé ¢
truomg hop 14 hdn hop cta ion xitrat va/hodc ascorbat v6i chit ting cudng thiy tinh
khac, nhu protein hodc san pham thiy phéan protein, dwoc wu tién hon dé tao thanh hop
phén nay.

Tét hon, néu quy trinh trén vat liu sinh hoc va hop phin nay 13 bang cach bd
sung hdn hop hop phan khé toan phan vao mdi trudng nudi cdy cd dic hodc dung dich
moi truong chira vét liéu sinh hoc. Khéi lugng cua vat li€u sinh hoc trong méi truong
nudi cdy thuong nim trong khoang tir 5% dén 30% khdi lwong/thé tich, va tét hon 1a
khoang tir 10% dén 20% khdi lugng/thé tich. Khdi lwgng bd sung ctia hdn hop hop phan
trong mdi truong nudi cdy thudng nam trong khoang tir 10% dén 60%, va tot hon 1a ndm
trong khoang tir 20% dén 40%. Ham luong chét rin cudi ciing trong huyén phu dic da
trén nam trong khoang tir 20% dén 60% va cu thé hon 14 nim trong khoang tir 30% dén
50%. Tt hon 14, dung dich duoc trén & nhiét do phong hodc duoce lam néng nhe dé giup
hoa tan vat liéu trong dung dich nhét (vi dy, tir 20°C dén 40°C). Theo mdt bién thé cua
sang ché, tong lugng hdn hop hydrat cacbon trong ché pham dugc diéu chinh dé thu
duoc d6 nhét va ty trong ché phim mong mubn ma cho phép sdy hiéu qua trong khi van
tranh dugc sy tao thanh cao su hodc tao bot qué mic cé thé x4y ra trong budc séy. Do
nh6t ciia bot nhio duge vu tién ndm trong khoang tir 1.000 cP d¢én 500.000 cP, va khoang
duoc wu tién nhét 13 tir 10.000 cP dén 300.000 cP. D6 nhét va ty trong mong mudn cia
b6t nhio cudi ciing c6 thé thu dwoc bang phuong phép bat ky di biét trong linh vuc nay,
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vi du, diéu chinh nhe lugng polysacarit trong hdn hop hydrat cacbon hoic bz‘“mg cach
khtr khi hodc phun khi nhu khong khi, nito, cacbon dioxit, argon v.v..

Bot nhdo vat li¢u sinh hoc theo sang ché thudng dugce lam dong lanh tirc thi dén
nhiét 4o nam trong khoang tir -30°C dén -180°C, t8t hon 13, ché phdm nay dugc lam
dong lanh tirc thi trong nito long bing cach phun swong, chay nho giot hodc phun vao
bé nito 1ong. Gom céc hat nho, hat, day hodc giot tir bé nito 1ong va sy trong t0 siy
thang hoa hoic ti sdy chan khéng, hodc bao quan ching trong tu lanh séu (khoang tir -
30°C dén -80°C) dé sur dung sau & dang dong lanh hoic cho dén khi séy.

N6i chung, cac k¥ thuat sdy hitu dung bao gdm sdy phun; lam dong kho sau do
nghién d& micron hoa bot; phun swong 1én bé mit lanh, sau d6 lam thang hoa va thu
gom bdt dd micron héa; sdy bay hoi dung dich khéng dong lanh trong 16 chan khong
hodc thiét bi bay hoi ly tdm & nhiét d§ 1én hon nhiét d¢ lam dong lanh bdt nhio (khoang
tlr -20 dén 50°C), sau do nghién dén kich thude hat mong mubn. Céc hat bt thu duoc
1a giéng thuy tinh hodc két tinh bén trong véi phan 16n cac nguyén liéu thiy tinh pha
trén bé mit. Uu diém cua viée pht nguyén liéu thuy tinh 1én vat liéu sinh hoc 1a 1am
tang tinh On dinh vat 1y ctia san phdm va lam gidm cac phan Ung li€n phéan tr ¢6 hai bén
trong hat. Theo phuong 4n dugc wu tién, cic hat déng lanh dwoc chuyén 1én cac khay
va dugc dua ngay dén budng sdy chan khong ma & d6 quy trinh sy dién ra theo ba budc
chinh bao gdm: (1) bude thanh loc nhanh va lam én dinh c4u truc tuy y cua cdc hat dong
lanh dudi &p suat chan khéng thip hon <2000 mTorr, (2) budc sy so cép dudi &p suét
chan khéng 16n hon >2000 mTorr va & nhiét d6 16n hon diém dong lanh cuia b6t nhio,
va (3) budc sdy thir cap va cubi cling clia nguyén liéu thuy tinh v6 dinh hinh duéi ap
sudt chan khong ddy du va nhiét do ting dan trong thoi gian di dé 1am giam hoat tinh
nuéce ctia ché phdm sdy kho dén 0,3 Aw hodc nho hon.

Hop phﬁn sinh hoc khé va én dinh ¢6 thé duoc sir dung truc tiép dudi dang bong,
hodc duogc nghién thanh bt va sang dén kich thu6c hat trung binh nim trong khodng tir
10 pm dn 1000 pm. Ché phdm nay c6 thé duoc st dung truc tiép cho dong vAt, bao
gbm ngudi, dudi dang bot co dic, dudi dang chit 16ng hoan nguyén, (vi du, dd ubng),
hodc né ¢6 thé duge két hop & dang bong hodc bot vao thuc phém hodc thirc an chan
nudi san co.

Céc wu diém nay va uwu diém khac va cac ddu hiéu cua séng ché s& duge md ta

dAy dt hon trong phin md ta chi tiét vé cac phuong 4n duoc wu tién dudi day.
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MO ta vin tit cac hinh vé

Fig. 1 thé hién d6 6n dinh cip t6c cua vi khuén probiotic ¢ ban sin va vi khuin
probiotic trong hgp phan khé theo sang ché.

Fig. 2 thé hién anh hudng ciia cac ty 16 mol khéc nhau gitra chit tdng cuong thuy
tinh va hdn hop hydrat cacbon trong hop phin dbi véi d6 én dinh cta probiotic (L.
paracasei) trong diéu kién bao quan cip téc (37°C va 33%RH).

Fig. 3 thé hién anh huéng cta hop phan theo sang ché dbi voi d6 dn dinh bao
quan ctia vi khuan probiotic L. acidophilus. D6 6n dinh ciia vi khudn probiotic khé duoc
kiém tra & diéu kién bao quan cap tdc 12 24°C va 33%RH trong 537 ngay.

Fig. 4 thé hién anh hudng ctia nhidu chét ting cudng thuy tinh khéc nhau dbi véi
d6 6n dinh bao quén cta vi khuén probiotic L. acidophilus. Do 4n dinh cta vi khudn
probiotic khé duoc kiém tra & didu kién bao quan cip tdc 13 24°C va 43%RH trong 180
ngay.

Fig. 5 thé hién anh hudng ctia cac ty 16 san phdm thiy phan protein/duong khac
nhau dén d6 6n dinh bao quan (35°C va 43%RH) ctia vi khudn probiotic Bifidobacterium
lactis.

Fig. 6 thé hién su t6i wu d6 pH dbi v6i do on dinh t6i da ctia vi khuén probiotic

L. rhamnosus (diéu kién bao quan cép toc & 40°C va 33%RH trong 8 tudn).

M6 ta chi tiét sang ché

Dinh nghia

Puoc hiéu 1a thuat nglt dugc st dung trong ban mo ta chi nhim muc dich mé ta
céc phuong an cu thé, va khong nhdm giéi han sang ché. Nhu duge st dung trong ban
md ta va trong cac diém yéu cau bao ho kém theo, dang sb it "mot" bao gdm ca dang s6
nhiéu trir khi ndi dung chi 18 theo cach khac. Do d6, vi du, khi ndi "mot protein" s& bao
gém mot protein hodc hdn hop ctia hai hosc nhiéu protein; khi ndi "enzym", "vi khuén",
Vv.v., s€ bao gém mot loai hozc hon hop nhiéu loai, va tuong tu.

Dé mo ta va yéu cau bao hd sdng ché, thuét ngit sau s€ dugc sir dung theo cac

dinh nghia duogc dua ra dudi day.
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"Vat liéu sinh hoc", "hop ph?m sinh hoc", hodc "ché phﬁm ¢6 hoat tinh sinh hoc"
chi céc ché phém, ma & dang cho phép hoat tinh sinh hoc ctia cac thanh phén hodc chét
c6 hoat tinh sinh hoc c6 hi€u qua mdt cach rd rang.

"Chét tang cudng thiry tinh" 13 hop chit héa hoc ¢ kha ning tao thanh ciu tric
v6 dinh hinh hodc thuy tinh & nhiét d6 thip hon nhiét d6 t6i han, nhiét d6 chuyén thay
tinh (Tg). Néu chét ting cudng thiy tinh duge sdy khé & duéi Tg cia nd, thiy tinh s&
duoc tao thanh. Tuy nhién, néu chét ting cudng thuy tinh dugc siy kho & trén Tg cla
né, thi thiy tinh s& khéng dugc tao thanh. Trong qué trinh hinh thanh cAu tric thiy tinh,
hop chét sinh hoc ¢6 thé duge gin trong cAu truc thiy tinh. Chat ting cudng thuy tinh
thich hop dé sir dung theo sang ché bao gdm, nhung khéng gi6i han &, mubdi cta axit
hitu co nhu axit lactic, axit ascorbic, axit maleic, axit oxalic, axit malonic, axit malic,
axit suxinic, axit xitric, axit gluconic, axit glutamic, va axit twong tu. Mubi c6 thé bao
gém céc cation nhu natri, kali, canxi, magié€, phosphat va céc cation tuong tu. Cac chét
tang cuong thuy tinh hitu dung khéc bao gdm protein, san phim thity phan protein,
polypeptit va axit amin. Hon hop ciia cac chat tao thily tinh ciing dwoc d& xudt trong mot
hop phan duy nhat. Quy trinh dugc sir dung dé thu duoc ciu tric thiy tinh cho muc dich
clia sang ché thuong 14 1am thing hoa va/hodc 1am bay hoi dung méi. Ly tuéng 13, hop
chat ma 14 hop chit GRAS duoc wu tién hon so véi cac hop chét khong phai 1a GRAS.

"Hydrat cacbon" hodc "hop chét polyhydroxy" chi cic sacarit chira chi yéu 1a
cacbon, hydro, va oxy. Sacarit thuong chira mach chinh 14 duong gdm cac don vi clu
truc 1ap lai lién két & dang mach th?mg hoac khong théng, mot s6 ching chira cdc nhom
héa hoc mang dién duong hodc dién am. Cac don vi lap nay co thé nim trong khoang
tir hai dén vai tridu. Céc sacarit hiru dung bao gdm dudng khir va dudng khong khir va
ruou dudng, disacarit, oligosacarit, polysacarit tan trong nudc va cic din xudt cia
ching. Hai monosacarit duoc lién két v6i nhau tao thanh disacarit. Hai monosacarit
duogc sir dung dé tao thanh disacarit c6 thé gidng hodc khac nhau. Vi du vé cac disacarit
ma c6 thé duogc str dung trong hdn hop hydrat cacbon theo sang ché bao gdm, sucroza,
trehaloza, lactoza, maltoza, isomaltoza. Disacarit sulfat héa cling c6 thé duoc st dung.
Sé lugng nhd cdc monosacarit dugce lién két v6i nhau (cu thé 14 tr ba dén muoi) tao
thanh oligosacarit. Monosacarit dugc st dung dé tao thanh oligosacarit c6 thé 1a céc
thanh phin dudng giéng hodc khac nhau. Vi du v& oligosacarit thich hop dé sir dung bao

gdm, inulin, maltodextrin, dextran, fructo-oligosacarit (FOS), galacto-oligosacarit
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(GOS), mannan-oligosacarit (MOS) va hén hop cta chiung. S6 lwong 16n céc
monosacarit dugc lién két v6i nhau (cu thé 14 16n hon mudi) tao thanh polysacarit.
Monosacarit dugc sir dung d tao thanh polysacarit ¢6 thé 14 céc thanh phin dudng gibng
hoic khic nhau. Vi du vé polysacarit thich hgp dé sir dung bao gdm, nhung khéng giéi
han ¢, metylxenluloza, hydroxypropylxenluloza, hydroxyetylxenluloza, va
hypromeloza; tinh bdt hodc cac phan doan tinh bdt hoa tan, gdm xanthan, gém guar,
pectin, carrageen, galactomannan, gdm gellan, bao gdm dan xuét bat ky cua céc hop
chét nay, xenluloza axetat phtalat (CAP), carboxy-metyl-xenluloza, natri alginat, mudi
cua axit alginic, hydroxyl propyl metyl xenluloza (HPMC), gobm acacia, gom d4u locust,
chitosan va din xuét ctia chitosan, collagen, axit polyglycolic, tinh bdt va tinh bot bién
tinh va xyclodextrin.

Ché phim hodc hop phin "6n dinh" 1a ché phim trong d6 vat liéu ¢6 hoat tinh
sinh hoc gan nhu van giit dwoc d6 6n dinh vét 1y, d6 én dinh hoa hoc, va/hoic hoat tinh
sinh hoc cua n6 khi bado quan. B9 dn dinh c6 thé duoc x4c dinh & diéu kién nhiét do va
d6 4&m duoc chon trong khoang thoi gian duge chon. Phuong phép phan tich xu thé c6
thé duoc st dung dé uée luong han str dung du kién trudce khi vat liéu thue su duoc bao
quan trong khodng thoi gian d6. Vi dy, d6i véi vi khudn séng, d6 6n dinh duge xac dinh
1a thoi gian cn d& mat 1 log CFU/g ché phdm khé trong didu kién x4c dinh trude vé
nhiét d6, d6 4m va khoang thoi gian.

"Kha ning sdng s6t" dbi v6i vi khuén, chi kha ning tao thanh khuin lac (CFU
hoic Pon vi tao khuan lac) trén méi truong dinh dudng thich hop cho sy phat trién cta
vi khuan. Kha nang sdng sét, dbi véi virut, chi kha ning gy nhifm va sao chép trong té
bao chil thich hop, din dén su tao thanh mang trén tham té bao chu.

Nhiét d6 phong hoic diéu kién "xung quanh" 13 didu kién & mot thoi diém nhat
dinh trong mdi trudng nhat dinh. Cu thé 13, nhiét ¢ phong xung quanh 1a 22-25°C, 4p
sudt xung quanh, va d6 4m xung quanh duoc xac dinh d& dang va s& thay déi phu thudc
vao thoi gian trong nam, thoi tiét va diéu kién khi hau, d6 cao, v.v.

"Hoat tinh nudc" hodc "Aw" trong trudng hop hop phin ché phdm sy, dé chi
tinh kha dung ctia nudc va 14 trang thai nang lugng cia nudce trong hé thdng. N6 duoc
xé4c dinh 12 4p suét hoi ctia nudc phia trén mau chia cho 4p suit hoi ctia nu6ce tinh khiét

o cung nhiét d§. Nudc cét tinh khiét c6 hoat tinh nuéc ding béng mot hodc Aw=1,0.
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"D 4m twong d6i" hodc "RH" trong trudng hop d6 6n dinh bao quan dé chi lugng
hoi nudc trong khong khi ¢ nhiét d6 nhét dinh. 6 4m tuong dbi thuong thép hon d6 4m
can thiét 4 1am bio hoa khong khi va dugc thé hién theo ti 18 phin traim d6 4m bao hoa.

"Kho" va céc bién thé ctia nd dé chi trang thai vat ly dugc khit nude hodc khan,
tire 13, gdn nhur khong c6 chét 1ong. Say bao gém vi du, siy phun, siy ting sbi, siy dong
khé, va sdy chan khéng.

"Lam d6ng kho" hodc sdy thing hoa chi quy trinh bao ché hop phan & dang kho
bang cach lam dong lanh nhanh va khir nuéc & trang thai déng lanh (d6i khi dugc goi 1a
su thing hoa). Qu4 trinh 1am déng khé dién ra & nhiét d6 ma din dén su két tinh céc
polyme. Quy trinh nay c6 thé dién ra trong chin khéng & ap sudt dit dé duy tri san phdm
d6ng lanh, t5t hon 13 thip hon khoang <2000 mTOR .

"Séy so cap" hodc "sdy long", lién quan dén cic quy trinh duoc moé ta trong ban
md t&, chi su sy khir nudce dién ra tir thoi gian tan chay cc hat dong lanh dén diém bét
dAu sdy thir cp. Cu thé 13, phan 16n budc sdy so cép didn ra bang cach 1am bay hoi kéo
dai, trong khi nhiét d6 san phdm van thip hon dang ké so v6i nhiét d6 ctia ngudn nhiét.
Quy trinh nay c6 thé dién ra trong chan khong & 4p suét dii ¢é duy tri san phdm tan chay,
t6t hon 14 16n hon khoang >2000 mTorr.

"Say thir cAp", lién quan dén quy trinh dugc mé ta trong ban mé ta, chi budc sdy
dién ra & nhiét d6 16n hon nhiét ¢4 déng lanh ctia ché pham va gin véi nhiét d6 cta
ngudn nhiét. Quy trinh nay c6 thé dién ra trong chan khong & &p suit du dé lam giam
hoat tinh nudc ctia ché phim, t6t hon 13 thip hon khoang <1000 mTorr (133,32 Pa).
Trong quy trinh siy ché phdm cu thé, budc sdy thi cip lam giam hoat tinh nuéc ciia ché
phim dén Aw bang 0,3 hodc nho hon.

Hop phin va phuong phép sdy theo sang ché giai quyét van dé & chd cung cép
cac ché phdm kho hodc déng lanh & quy mé cong nghiép va hidu qua vé chi phi chira
vét lidu c6 hoat tinh sinh hoc dé bi tic ddng, nhu peptit, protein, hormon, axit nucleic,
khéang thé, thudc, vacxin, nAm men, vi khudn, virut va/hodc huyén phu té bao, ¢ han st
dung duoc kéo dai dang ké & trang thai kho. Sang ché d& xuét hop phin bao quan va
phuong phép sy bao gdm vat liéu sinh hoc dugce bao quanh bai cdu tric thiy tinh v6
dinh hinh cia hop chit hoa tan cao. Quy trinh 1am d6ng lanh va siy bao gém bude: tron
vat li€u sinh hoc va hop phﬁn trong bdt nhéo long, lam dong lanh tire thi bt nhdo chira
hop phén nay trong nito 1ong dé tao thanh giot, ddy hoic hat, thanh loc cac hat dong
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lanh nay trong chan khong cao, sau do6 séy vat liéu c6 hoat tinh sinh hoc trong su tao
thanh dudng thiy tinh bing cach lam bay hoi hoi 4m trong diéu kién &p suit giam trong
khi van c4p nhiét cho hop phén nay.

Sang ché dua trén sy phat hién ndi bat réng vat liéu sinh hoc ¢6 thé dugc bao vé
trong cAu triic thiy tinh ma v& vAn con hoat tinh dang ké. Khi vat lidu sinh hoc nay dugc
két hop v6i hdn hop hop phan va dugc sy chin khéng theo séang ché, d 6n dinh cao
hon thu dugc trong khoang thoi gian kéo dai tiép xtc v6i didu kién nhiét d6 va d6 4m
khic nghiét. Sang ché bao gdm céc hop phin chira vat lidu sinh hoc, hén hop ctia hydrat
cacbon hoa tan va mubi axit carboxylic ting cudng thiy tinh. Hop phan theo sang ché
vbn khac biét vé cdu trac vat ly va chitc niing ctia ching so véi hop phan duong khong
nhét hodc ¢ dic ma duoc sdy don gian trong quy trinh sdy dién hinh. Vi du, Patent My
s6 6,919,172 boc 16 hop phﬁn bot duge tao sol khi dé st dung trong phéi, ma c¢6 chira
hdn hop céc hydrat cacbon khac nhau va natri xitrat. Tuy nhién, hop ph?ln dugc mo ta
theo patent nay khong c6 hop chét dang protein bd sung can thiét cho d6 6n dinh bd
sung va dé tao thanh c4u tric vat Iy mong mudn trong qu4 trinh sdy dung dich c6 ndng
d6 dudng cao. Hop phan duge mé ta theo patent nay cfing khong c6 d nhét hoidc cu
tric hydrogel, ma cho phép sdy hidu qua dung dich tan chdy hoic khong dong lanh dé
tao thanh thiy tinh dugc ting cuong. Nguoc lai, hop phin va quy trinh sdy theo sang
ché khic phuc dugc tat ca cac vAn dé nay ma van thu dugc vat liéu sinh hoc c6 dd bn
dinh cao.

CAu truc thiy tinh dugc tang cuong thuong thu dugc trong gidi phap k§ thuat da
biét bang cach tao bot hodc dun sbi dung dich trong chan khong d tao thuan loi cho
viéc séy hiéu qua. Budc tao bot thuong din dén viéc sbi qua mirc va phun trao dung
dich — diéu khong tranh khoi khi sdy dung dich khong duoc lam dong lanh, va do dé,
chi ¢ thé thu duoc luong rat nho dung dich trong lo hodc binh (xem vi du Patent M§ )
6,534,087, trong d6 do day cua san phém duoc tao bot cudi cung la nhé hon 2 mm). Hop
phén va phuong phép sdy theo sang ché tranh dugc sy sbi va tao bot ché phim nho d6
c6 thé nap duoc nhiéu nguyén liéu hon nhiéu trén mdi dién tich séy va, do do, c6 thé d&
dang mé& rong quy md dé san xuét sé luong 16n nguyén lidu ma khéng can sir dung cac
binh va khay hodc thiét bi dugc thiét k& chuyén dung.

Pham vi rdng cac vat liéu sinh hoc c6 thé duge st dung v6i hop phén theo sang

ché dé tao thanh mbi truong bao quan chira nuée theo sang ché. Mbi trudng bao quan
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nay sau dé c6 thé dugc dua qua quy trinh sdy theo sang ché dé tao ra bot kho dn dinh
chuira vat liéu sinh hoc. Cac vat liéu sinh hoc nay, bao gém, nhung khong gidi han 6:
enzym, nhu enzym tuy, lipaza, amylaza, proteaza, phitaza, lactat dehydrogenaza;
protein, nhu insulin; vacxin; virut, nhu adenovirut; t& bao, bao gém t€ bao chua c6 nhan
dién hinh (bao gdm vi khudn) va t bao nhan chudn, cac vat lidu sinh hoc khéc, bao gbm
thude, axit nucleic, va tai lipit.

Vi khudn probiotic dugc cho thy 13 dic biét ¢ loi nhe hop phan va phwong phap
sdy theo sang ché. Bot probiotic kho 6n dinh dugc bao ché theo hop phén va phuong
phép theo sang ché bao gém budc tron mdi trudng nudi cy méi, déng lanh hodc kho
ctia vi khuan probiotic v&i hdn hop hydrat cacbon va hop chét ting cudng thuy tinh, 1am
ddng lanh tirc thi ché phém nhét trong nito 16ng dé tao thanh giot, day hoac hat rin dong
lanh, va sdy chan khong bang cach bit diu str dung 4p suét chan khong da dé thanh loc
va 1am 6n dinh c4u trc cua cac hat dong lanh, lam ting nhiét do ché phém cao hon nhiét
dd lam dong lanh va cung cép ngu@)n nhiét 20°C va cao hon dé tao thuén loi cho viéc
loai bé nudce so clp. Viée duy tri nhiét d ctia ché pham cao hon diém déng lanh c6 thé
duoc thuc hién béng céch diéu chinh ap suét chan khong va béng su dn nhiét dén ché
phim. Pé hoan thanh quy trinh sdy va 1am giam thém hoat tinh nuéc ciia ché phim
xudng dudi Aw 0,3 hoic thap hon, bude sdy thir cdp duoc ap dung & &p suét chan khong
t6i da va & nhiét d6 taing dén 70°C. Hop phdn nay c6 thé vin 6n dinh trong diéu kién
bao quéan khéc nghiét nhu 40°C va 33%RH trong 60 ngay hodc lau hon.

Bao ché hop phin

Hop phén dé bao ché bot bn dinh, dong lanh hodic khd ctia vat liéu sinh hoc theo
sang ché, chita hdn hop hydrat cacbon va chét ting cudng thuy tinh. Cac nguyén liéu
nay, khi duoc trdn véi vat liéu c¢6 hoat tinh sinh hoc dugc vu tién tao thanh hat, day hoac
giot trong nito 16ng va c¢6 thé dugc sy hidu qua trong cAu trac thiy tinh vo dinh hinh
theo phuong phap cia sang ché va cung cip luong 16m céc hop phin dn dinh kho d& bao
quan va str dung vat liéu c6 hoat tinh sinh hoc nay (xem Fig. 1 — dbi v6i cac quan sét
vat Iy va hoat tinh nudc (Aw) ctia cac ché phdm khac nhau sau khi sdy). H3n hop hydrat
cacbon tao ra tinh én dinh ciu tric cho ché phém va/hoic loi ich bao vé vé mat vat ly
va hoa hoc cho vt liéu c6 hoat tinh sinh hoc va ngén chdn hodc lam giam cac tac dung

bét 1oi dua trén viéc hoan nguyén hodc tai hydrat hoa.
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Phén doan polysacarit trong hdn hop hydrat cacbon ¢6 thé tao ra d6 nhét dic cho
ché phim va kiém soét t6t hon cc dic tinh vé ty trong ctia ché phadm dudi 4p suét chan
khong va d6 bén ciu tric duoc gia ting cho hop phan ché pham sdy kho theo sang ché.
Polysacarit dugc wu tién, cu thé 13 v6i cac sinh vat sbng, 14 gom tan trong nuéc, do tinh
chét khac biét ctia ching 13 tao thanh gel nhét & nhiét d6 vira phai. Gom & ndng d6 nhat
dinh con dugc phét hién ra la 1am 4n dinh hiéu qua cAu tric ché phém trong chan khong,
béng cach tao ra d6 nhét va ty trong thich hop cho ché phdm va cho phép sdy hidu qua
ché phim trong budc sdy 1ong so cap & d6 nhét cu thé. Mot sb gdm con c6 thé tao thanh
hydrogel béng cach lién két chéo véi cac cation hoa tri hai hodc da hoa tri (vi dy, alginat,
pectin, chitosan) hodc nho cac thay ddi nhiét d6 hoac pH (vi dy, gelatin, CMC, CAP,
g6m gellan). Dung dich dugc tao hydrogel s& ngan ngira cac van d@ lién quan dén sdy
chan khong dung dich khong dugc dong lanh.

Phéan doan disacarit trong hdn hop hydrat cacbon bao gdm céc dudng va rugu
duong khac nhau. Disacarit duoc vu tién 14 disacarit khong gy két tinh va/hodc 1am
hong hodc 1am mét dn dinh vt lidu c¢6 hoat tinh sinh hoc trong ché phim & nhiét do
dong lanh (vi duy, thép hon -20°C) va trong qua trinh loai nuéc. Vi duy, vét li€éu c6 hoat
tinh sinh hoc ¢6 thé dugc gén vat ly trong cac dudng tao thuy tinh nhw sucroza, lactoza
hoic trehaloza dé ting cuwong su duy tri cdu triic phén tir trong subt qua trinh sdy va tao
ra d6 cing cAu tric cho chit nén vo dinh hinh & trang thai kho. Disacarit thich hop s&
thay thé hiéu qua nudc tir qua trinh hydrat héa bi mét khi sdy, dé ngin ngira su hu hai
cho mang té bao va su bién tinh enzym (xem tdng quan trong 4n phim Crowe et al.,
1998). Cac chirc ning khac cta disacarit trong hop phan ¢6 thé bao gém viéc bao vé vat
lidu c6 hoat tinh sinh hoc khoi sy tiép xtc véi anh sang c6 hai, 0XYy, chét oxy hoa va hoi
4m. Disacarit thich hop phai dé dang hoa tan trong dung dich. Trehaloza 13 chit bao vé
dac biét thu hut boi nd 1a disacarit khong khir duge tim théy ¢ thuc vat va sinh vat séng
(vi du, vi khuin, ndm va dong vat khong xuong sdng nhu c6n trung va giun tron) ma
duy tri & trang thai ngu trong giai doan khé han. Trehaloza duogc chi ra 14 chit bao vé c6
hiéu qué cho nhiéu vat liéu sinh hoc khac nhau bao gém protein va cac dai phan tr sinh
hoc khéc, nhu enzym, huyét thanh, khang thé, khang nguyén va thanh phin vacxin
(Sanchez et al.,, 1999, Intl. J. Pharm. 185, 255-266; Esquisabel et al, 1997, J.
Microencapsulation, 14, 627-638). Trong mét sb trudng hop, c6 thé ¢ loi khi bao gém

hai hoic nhiéu hon hai disacarit khac nhau nhu hon hop trehaloza va sucroza dé trc ché
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su tao thanh tinh thé, ting cudng tinh én dinh ctia ché phim vat liéu c6 hoat tinh sinh
hoc sdy khé trong diéu kién bao quan trong khoang thoi gian kéo dai va giam chi phi.

Phin doan oligosacarit trong hdn hgp hydrat cacbon bao gdm inulin,
maltodextrin, dextran, fructo-oligosacarit (FOS), galacto-oligosacarit (GOS), mannan-
oligosacarit (MOS) va hdn hop ctia ching. Céc oligosacarit nay lam giam mat s6 van dé
lién quan dén viéc st dung mot minh trehaloza 1am chét bao vé cho nhiéu vat li€u sinh
hoc duoc bao quan. Mic du rat hiru hiéu trong viéc bdo v¢ vat liéu sinh hoc trong qua
trinh khir nuéc va tai hydrat hda, nhung mot minh trehaloza déng vai trd 1am chét lam
bn dinh khéng tao ra tinh 8n dinh bao quan mong mudn trong khoang thoi gian kéo dai,
dic biét 1a trong mdi trudng nhiét d6 va/hodic d6 4m cao. VAn dé nay dugc giai quyét
theo sang ché bing cach bd sung oligosacarit, t5t hon 13 inulin, vao hén hop hydrat
cacbon.

Ty 18 khéi luong duoc wu tién cla céc sacrit trong hdn hop hydrat cacbon 13
10:0,1-4:0,1-2 disacarit/oligosacarit/polysacarit va t6t hon 13, ty 18 khdi luong cua
disacarit/oligosacarit/polysacarit ndm trong khoang tir 10:0,2:0,1 dén 10:2:1. Tt hon 13,
hdn hop hydrat cacbon chira, theo phdn trim khdi lugng chat kho toan phan 13, tir 10
dén 90% disacarit, tir 1 dén 10% oligosacarit va tir 0,1 &én 10% polysacarit.

Chét ting cudng cAu tric thity tinh theo séng ché bao gdm mudi cta axit hitu co
nhu axit lactic, axit ascorbic, axit maleic, axit oxalic, axit malonic, axit malic, axit
suxinic, axit xitric, axit gluconic, axit glutamic, va cédc axit tuong tu. Mudi c6 thé bao
gém cac cation nhu natri, kali, canxi, magié, mubi dém, dém phosphat va cac cation
tuong tu. Vi du bao gdm natri xitrat, natri lactat, natri maleat, magi€ gluconat, natri
ascorbat, kali ascorbat, mudi dugc dém phosphat va mubi tuwong tu. N6i chung, cac anion
da hoa tri tao thanh thity tinh dé dang hon vé6i Tg cao hon so véi céc anion héa tri mdt.
Anion dugc wu tién s& cé Tg cao va do tan du dé vc ché sy két tinh va nho d6 tao thanh
céu tric thity tinh bén. Trong mot sb trudng hop, cac hdn hop mudi hitu co ¢ thé 14 hiru
dung (vi du natri xitrat va natri ascorbat). Natri xitrat dugc thiy 14 twong tac véi cac
nhém hydroxyl ctia phan tir dudng va tao thanh lién két qua nhém carboxyl cia nd, ma
din dén su tdng manh nhiét do chuyén thuy tinh ctia sucroza dugc thiy tinh hoa (Kets
et al, 2004. Citrate increases glass transition temperature of vitrified sucrose
preparations Cryobiology, 48:46-54). Natri xitrat 1a chit phu gia thuc phdm phd bién
dugc x4c nhdn 1a GRAS (21 CFR 184.1751 - Natri xitrat). Cac chirc ning khéc ctia natri

-16-



23128

xitrat trong hop phan ndy c6 lién quan dén kha ndng dém cua nd va ngédn nglra cic thay
d6i manh vé& d6 pH ctia mdi trudng long trong qué trinh 1am déng lanh, ma c6 thé dan
dén su bién tinh cua protein duoc sdy thing hoa.

Céc chit ting cudng thiy tinh thich hop khac ma dugc bao gdm trong hop phan
dé 1am tang thém tinh n dinh cua nd bao gdm protein, san phdm thuy phan protein,
polypeptit va axit amin. Tt hon 13, casein hodc ddu Ha Lan va t8t hon nita 13, casein
thily phan hogc protein ddu Ha Lan thiy phén, duoc str dung. "Protein thity phan" dé chi
protein duge dwa qua qué trinh thity phan mét phin hodc hoan toan bing axit hodc enzym
dé tao ra protein dugc thity phan c¢6 khéi lwong phén tir nAm trong khoang tir 1 kDa dén
50 kDa. T4t hon 13, it nhit 20% co chét protein duoc chuyén héa thanh peptit c6 khdi
lwong phan tlr ndm trong khoang tir 200 dén 2000 dalton. Protein thity phan nay gan nhu
c6 cling thanh phan axit amin vé6i protein ddy du va c6 thé thu dugc tir nhidu ngudn
thuong mai bét ky. Vi it gay di ing, protein dugc thiy phan cé thé dugc st dung thuan
loi trong mot s6 thue phim cho déi tugng tiéu dung nhay cam nhu tré so sinh va ngudi
cao tudi.

Luong chét ting cudng thiy tinh duge st dung trong hop phan s& thay dbi phu
thudc vao toan bo hop phén va diéu kién bao quan séy dugc du dinh cta nd. Théng
thuong, ty 16 mol ctia chét ting cudng thiy tinh véi tbng hydrat cacbon s& nim trong
khoang tir 0,01 dén 0,3. Hop phin duoc vu tién chira ty 16 mol ndm trong khoang tir 0,1
dén 0,2.

Hop phan dugce wu tién chira thanh phin hydrat cacbon véi luong ndm trong
khoang tlr 0,5% dén 90% bao gdm it nhit 14 di-, oligo- va polysacarit va thanh phin
protein bao gdm tir 0,5% dén 40% 1a protein thity phan. T4t hon nita 13, hop phan nay
chira tir 30% dén 70% 14 thanh phan hydrat cacbon va khoang tir 10% dén 40% la thanh
phan chit ting cudng thiy tinh nhu protein thuy phén protein va axit carboxylic, trong
d6 thanh phan hydrat cacbon chtra tir khoang 10% dén 90% va tbt hon 1a trong khoang
tir 40% dén 80% la disacarit; khoang tir 1% dén 10% va t&t hon nita 13 khoang tir 5%
dén 10% la oligosacarit; va khoang tir 0,1 dén 10% va t6t hon 13 nim trong khoang tur
5% dén 10% la polysacarit. Hop phin ndy con chira mudi ctia axit hitu co ma dugc xem
13 thanh phan chit ting cuong thiy tinh khéc va chira khoang tir 0,5% dén 20% axit
carboxylic, tinh theo téng khéi lugng ctia hop phin.
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Dung dich chtra vt liéu sinh hoc va hop phan lam 8n dinh theo séng ché c6 thé
bao goém lwong dang ké chét rén toan phan (c4c thanh phin khéng bao gdm dung méi,
nhu nuéc), nam trong khoang tir 20% dén 60%, 6t hon 1a tir 30 dén 50% khéi luong.
Phan 16n cac chét rén toan phén c6 thé bao gém vat liéu ¢6 hoat tinh sinh hoc, hdn hop
hydrat cacbon va chat tdng cuong thiy tinh. Vi dy, vat liéu cé hoat tinh sinh hoc c6 thé
c¢6 mit trong ché phim & ndng d6 ndm trong khodng tlir 5% dén 30% khéi luong/thé tich,
t6t hon 1a khoang tir 10 dén 20% khéi lwong/thé tich. Khéi lugng ctia hdn hop hop phin
trong moi truong nudi cdy thudng ndm trong khoang tlir 10% dén 60%, t&t hon 1a tix 20
dén 40%. D6 nhét cta ché phim theo sang ché thuong 16n hon 1000 centipoazo (cP);
tot hon 14, 16n hon 5000 cP; va t6t nhét 13 16n hon 10.000 cP.

Phuong phap bao ché ché phdm khd dn dinh

Céc k¥ thuat siy khac nhau c6 thé duge st dung hidu qua & sdy hop phén nay.
Céc phuong phap nay, du it phirc tap hon va it tén kém hon sdy thing hoa hogc sdy chan
khéng, nhung thudng lam héng vat lidu sinh hoc nhiéu hon. Nhiéu vat liéu sinh hoc ¢6
xu huéng thay ddi toan bd hinh dang va céc phan mg khéng mong mudn nhiéu hon khi
duoc bio quan bang cach sir dung phuong phap dién ra & nhiét 6 moi truong hodc cao
hon so véi khi phuong phép sdy thing hoa hodc sdy lanh dugc sir dung. Két qua 13, ngay
ca khi cac chat bao vé d3 biét hién nay duoc str dung, hoat tinh ctia nhiéu vat liéu sinh
hoc dugec tai hydrat hoa vira khong thoa mén trong khé néng ctia né, vira thap hon déng
ké néu duogc bao quan boi nhiét d6 séy thép.

Phuong phéap duge wu tién dé bao ché ché phim kho 8n dinh chira vat lidu cé
hoat tinh sinh hoc bao gdm budc: (1) bao ché ché pham bét nhio nhét bang cach tron
vét liéu c6 hoat tinh sinh hoc v&i hop phan theo sang ché trong dung dich nudc, (2) lam
dong lanh tic thi ché phdm bot nhio ndy dé tao thanh céc hat dong lanh ran, (3) tuy v,
dua céc hat dong lanh ny qua 4p sudt chan khong cao trong thoi gian ngén dé thanh loc
cac hat nay va l1am 6n dinh c4u tric cua ching, (4) loai nu6c bang cach 1am bay hoi hoi
Am & nhiét d6 cao hon nhiét d6 lam dong lanh ché phdm, (5) lam giam tiép hoat tinh
nuéc ctia ché phdm xudng thdp hon 0,3 Aw trong diéu kién chan khong hoan toan va
nhiét do tang.

Vi dy, dang kho ctia vat lidu c6 hoat tinh sinh hoc c¢6 thé duge bao ché thanh dung

dich hozc huyén phu chtra hdn hop bot ctia hop phan nay. Hn hop hop phan nay c6 thé
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dugc hoa tan vao dung dich nudc 4m kém theo khudy bang canh cit thip trudc khi lam
lanh va trdn véi vat li¢u c6 hoat tinh sinh hoc. V4t liéu c6 hoat tinh sinh hoc, nhu virut
hodc vi khuan dugce nubdi céy, c6 thé duge ¢6 va tach khoi moi trudong nudi céy b%mg
cach ly tdm hoac loc trudce khi tai tao huyén phu thanh ché phém. Hodc, toan b nudce
trong ché pham duoc cung cp trong chat long chira vat liéu sinh hoc duge c6. Huyén
pht duoc gitt ¢ nhiét d6 cao hon nhiét 4o phong mét it va hdn hop bt hop ph?ln kho6
duoc bd sung tu tur vao huyén phu Am (25°C dén 40°C) chtra vat liéu sinh hoc. Huyén
pht duge khudy nhe trong may tron kiéu hanh tinh cho dén khi tt ca cac thanh phin
duoc phéan tan hoac hoa tan hoan toan va bdt nhdo déng nhét thu duoc.

Dung dich nhét sau d6 c6 thé duorc lién két chéo dé tao thanh hydrogel (phu thude
vao dic tinh polysacarit) bang cach bd sung ion kim loai hodc thay ddi nhiét d6 hoic pH
clia bdt nhdo va sau d6 sdy theo phuong phap sdy theo sang ché. Hoic, bot nhio c6 thé
dugc 1am déng lanh tic thi bing cach phun mu qua voi, nho giot hodc phun trong da
khd hoic bé nito long dé tao thanh céc hat nhé hoic giot, ddy hoic hat rin. Céc hat rén
d6ng lanh c6 thé duge bao quan trong mdy lam lanh sdu & nhiét d6 trong khoang tir -
30°C dén -80°C dé sir dung sau dudi dang san phém doéng lanh 4n dinh hodc cho dén
khi sdy. Phuong phap sdy duoc wu tién 1a sdy chan khong trong d6 nhiét d6 san phim
dugce duy tri cao hon mot chit so v6i nhiét d6 ddng lanh ctia nd. Giot hodc hat déng lanh
dugc dit 1én khay & kha nang nap nim trong khoang tir 0,1 kg/sq ft dén 1,5 kg/sq ft va
dugc sdy theo phuong phap theo sang ché. TSt hon 13, quy trinh sdy duoc bt dau bang
bude thanh loc nhanh, cho phép san pham thich nghi v&i nhiét d6 ban diu va cAu tric
clia c4c hat dong lanh duge néi 1ong va dn dinh va khong khi du dugc khtr. Thuong 13,
bude thanh loc dién ra trong khoang tir 1 dén 60 phut phu thudc vao d6 nhét ciia san
phdm va viéc nap vao khay. Céc hat hodc hat nhé van cn duy tri & dang déng lanh rn
trong toan bd budc thanh loc. Sau d6, nhiét d6 san pham duoc dua 1én cao hon nhiét do
ddéng lanh cta no6 va budce séy SO cép dugc thuc hién tiép cho dén khi toan bd nuéce tu
do dugc lam bay hoi khoi san pham. Khi nhiét do ché phim dat dén nhiét 46 mong
mubn, nhiét dugc diéu chinh dé duy tri nhiét d6 d6 va budce sdy long so cip bing cach
lam bay hoi dugc thuc hién. O budce nay, ché phém da dugc lam tan va sy bay hoi nuGe
dugc tang tbc didn ra ma khong can dun s6i hoic tao bot. Quy trinh séy duoc hoan thanh

bang pha siy thir cp bd sung & do chan khong t6i da va nhiét do tang.
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Phuong phép thong thudng trong giai phap k¥ thuat da biét bao gdbm budc tao
bot kéo dai va/hodc ban tde va sdi manh ma c6 thé 1am hong céc chét sinh hoc d& bi tac
dong va gly ra cac kho khan cho viéc ap dung quy md cong nghiép & dung tich nap cao
(xem vi du Patent M¥ s 6,534,087, trong d6 4p suét chin khong dugce st dung gy ra
su s0i va tao bot manh). Tuy nhién, hop phan va phuong phap theo séng ché tranh duoc
su s6i hodc tao bot ctia ché phém trong khi van dat duoc tbc do séy nhanh hon dang ké
va cho phép dung tich nap ché phim cao. Ngoai ra, viéc khir khi hoan toan va hidu qua
bot nhdo 16ng nhét 14 kho khin va c6 thé cin khoang thoi gian kéo dai. Céc trd ngai nay
déu dugc giai quyét theo sang ché bing cach st dung hop phan thich hgp ma cho phép
bude sdy long so cdp hiéu qua tao thanh céu truc thiy tinh ma khong xay ra qua trinh
s0i va tao bot qua mirc. Viéc nap cac hat ran dong lanh 1én khay trai nguoc véi bot nhio
hoc xird nhét cho phép dung tich nap cao hon nhiéu trén mdi dién tich sdy trén céc
khay so véi dat biang giai phap k¥ thuat da biét.

Theo mot vi du duge uu tién cua sang ché, vat lidu sinh hoc 1a méi trudng nuoi
chy vi khuan probiotic séng c6 dic. Tét hon 13, hdn hop hop phan bot chira tir 1 dén 4%
natri alginat hogc gém gellan, tir 50 dén 75% trehaloza, tir 1 dén 10% inulin hodc FOS,
tir 10 dén 20% san phim thiiy phan protein, nhu san phim thity phén casein, nudc sita,
dau Ha Lan, ddu tuong hodc hat bong va tir 1 dén 10% natri xitrat hodc natri ascorbat.
MBoi truong nudi cdy probiotic ¢6 thé 13 méi, déng lanh hodc da duoc sdy & dang bot
kho. H3n hop hop phan duge bd sung vao méi trudng nudi cdy probiotic ¢d dic dé tao
ra ham lugng ran ctia hdn hop dung dich 1a tir 40 dén 60% (khi luong) va pH duoge diéu
chinh dén khoang tir 6,5 dén 7,5 bang ion phosphat hodc xitrat. Dung dich dugc trén ¢
nhiét dd cao hon mgt chut so véi nhiét d¢ phong (thuong nam trong khoang tir 25°C dén
37°C) cho dén khi tit ca cac thanh phin dwoc hoa tan hoan toan. Bot nhdo nhét duge
cho nho giot trong nito 1ong dé tao thanh cac giot hodc hat nho ma sau d6 dugc 14y ra
khoi nito 1éng, dugce bao gdi trong céc tii va duge bao quan trong may 1am lanh siu &
nhiét d6 -80°C cho dén khi séy.

Phuong phép sy vi khuin probiotic sdng théng thudng bao gdm bude: rai cac
hat ran d6ng lanh 1én khay thanh 16p ddng nhét & dung tich nap ndm trong khoang tir
100 dén 1500 g/sq ft va cac khay duge dit ngay vao to sdy thing hoa. Ap suét chan
khong sau d6 dugc dat & khoang 1000 mTOR hoac thép hon va phu thudc vao kich

thudc clia ti sy thing hoa va kiéu ngudn nhiét, nhiét d6 cac gia dugc didu chinh dé duy
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tri cac hat & khoang -20 dén -30°C. Hat dong lanh ran duge cho phép thanh lgc trong
khbéng tir 1 dén 60 phut va d6 chan khéng dugc diéu chinh dén khoang tir 2000 dén
10.000 mTorr va su truyén nhiét dugc tang dé nang nhiét do ché phém dén khoang tur -
10°C dén +0°C. Diéu kién nhiét do va ap suit chan khong nay duoc duy tri trong budc
sdy 1ong so cAp ma c6 thé kéo dai tir vai gid va 1én dén 24 gid phu thude vao dung tich
nap 1én khay. Tai mot s6 diém trong quy trinh sdy so cip, tdc d6 bay hoi dung mdi cham
lai va nhiét d6 ché phim bit dau ting do su cAp nhiét du thira trong khoang sdy. Diém
ndy chi ra két thiic budc sdy so cép theo sang ché. Khi dung mdi dugc 14y ra khoi ché
pham, hop chét tao thiy tinh trong dung dich dugc ¢b va dic hon cho dén khi nd ding
chay dudi dang chét 1ong va tao thanh c4u tric v6 dinh hinh va/hogc gidng thiy tinh 6n
dinh.

Budc séy tha cép sau d6 dugc thuc hién & do chan khong t61 da va nhiét d6 ché
phdm nim trong khoang tir 30°C dén 50°C. Muyc dich ctia budce sy thir cAp 14 nham loai
b6 hoi 4m vAn bi gitt lai hodc lién két con lai va tao ra hop phén 4n dinh trong qué trinh
bao quan trong khoang thoi gian dai & nhiét d6 moi trudng. Bude sdy thit cip c6 thé kéo
dai trong vai gio va diém két thiic ctia n6 1a khi ché pham khé hoan toan va hoat tinh
nuée ctia nd thdp hon 0,3 Aw.

Phuong phéap séy theo sang ché tao ra vat liéu c6 hoat tinh sinh hoc tic 1a duoc
boc trong ciu tréic thiy tinh v6 dinh hinh, nhd d6 ngin dugc sy mo gip hosc bién tinh
clia protein va lam chdm dang ké cac twong tic hogc phan ting chéo ctia phén tir, do tinh
Iwu ddng ctia hop chit va cac phén tir khac trong hop phan thuy tinh vo dinh hinh gidng
thity tinh duoc giam dang ké. Mién la c4u tric ran v6 dinh hinh dugc giit ¢ nhiét d6 thip
hon nhiét d6 chuyén thity tinh ctia né va hoi 4m con lai van tuong dbi thap (tic 14, dudi
Aw 0,5), vi khudn probiotic van c6 thé trong d6i én dinh. Can luu ¥ ring viéc thu duoc
cdu tric thiy tinh khong phai 1a diéu kién tién quyét cho tinh én dinh dai han vi mét sb
vat liéu sinh hoc c6 thé hoat dong t6t hon & trang thai két tinh nhidu hon.

Céu tric thuy tinh da dugc séy c6 thé duge sur dung toan bg, duoc cat thanh cac
hinh dang va kich thuéc mong mudn, hodc duge tan va nghién thanh bt chay tu do tao
ra quy trinh xt ly xudi dong d& dang nhur déng tu wét hodc khé, tao hat, tao vién nén,
nén, tao vién tron hoic loai quy trinh phan phéi bét ky khac. Céc quy trinh tan, nghién,
xay hodc tan thanh bdt déu d3 duoc biét rd trong linh vue. Vi dy, may nghién kiéu bua,

may nghién khong khi, may nghién dap, may nghién khi nén, may nghién dang baa, may
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nghién Wiley, hoac thiét bi nghién tuong tu co thé duoc st dung. Kich thudc hat duoc
wru tién 12 nho hon khoang 1000 um va t6t hon 13 nhé hon 500 pm.

Hop phéan va phuong phap duge mé ta trong ban md ta 1am 6n dinh v4t liéu sinh
hoc va bao quan hoat tinh ctia né trong thoi gian bao quan kéo dai & nhiét @6 cao hon
nhiét d6 moi truong va do Am tuong dbi. Vi du, hop phén duge kiém tra tinh 8n dinh
bang cach dua ching qua nhiét do tang t6c (vi du, 40°C) va do 4m cao (vi du 33%RH)
va xdc dinh hoat tinh sinh hoc ctia ché phdm. Vi du d6i vé6i vi khuln probiotic séng, két
qua tir cac nghién ciru ching minh réng vi khudn duge bao ché trong cac hop phan nay
12 én dinh trong it nhét 60 ngay. Tinh 4n dinh dugc dinh nghia la thoi gian mét di mot
log CFU/g. Ché pham nay 6n dinh ngay ca khi ndng do cao ctia vat lidu c6 hoat tinh sinh
hoc dugc st dung. Do d9, ché phém ndy thuan loi & chd ching cé thé duoc van chuyén
va dugc bdo quan & nhiét d6 béng hodc cao hon nhiét d¢ phong trong khoang thoi gian
dai.

Vi du thwe hién sang ché
Céc vi du duéi ddy duoc dua ra & minh hoa, ma khong lam gidi han sang ché

duoc yéu cau bao ho.

Vidul

Bao ché hop phan khé va én dinh

Hdn hop hydrat cacbon co ban

Khoang 70 g trehaloza (Cargill Minneapolis, MN), khoang 5 g Inulin dung ngay
(Cargill Minneapolis, MN) va khoang 3 g natri alginat (ISP Corp., Wayne, NJ) dugc
tron ddng déu & dang khd.

Hdn hop chit ting cudng thiy tinh co ban

Khoang 17 g san phim thiy phan casein hodc san pham thiy phan d4u Ha Lan
(san phdm thity phan duoc siéu loc, Marcor, Carlstadt, NJ) va 5 g natri xitrat hodc natri
ascorbat (Sigma, St. Louis, MO) dugc tron déng nhét & dang kho.

Lam 6n dinh vi khudn probiotic

Dich ¢6 dac méi cta Lactobacillus rhamnosus (100 ml & 10% chét rin, truc tiép
tir san phdm thu hoach 1én men) dugc bd sung vao thung tron va dugc gitt & nhiét do

35°C. Khoang 78 g hdn hop hydrat cacbon co ban va khoang 22 g hdn hop chét ting
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cuong thuy tinh co ban duge thém tir tir vio méi trudmg nubi cdy probiotic va bude tron
duoc tién hanh & nhiét d6 35°C trong 10 phut. B6t nhdo nhét sau d6 dugce chuyén sang
binh c6 ddy dugc khoét 16 va cho chay nho giot vao bé chira nito 16ng. Céc hat sau d6
dugc 14y ra khoi nito 1ong va dugce chuyén di sdy ngay lap tirc.

Séy cac hat dong lanh chira vi khuén probiotic

Hat dong lanh dugc trai 1én khay ¢ dung lugng nap la 200 g/sq ft va duogc dit
ngay lén gia trong méy siy thang hoa (Model 25 SRC, Virtis, Gardiner, NY). D6 chan
khéng sau d6 duoc diéu chinh dén khoang tir 2000 dén 2700 mTorr va nhiét d6 gié duoc
nang 1én +30°C. Cac thiét 1ap nhiét d6 va ap suét chan khong nay duoc duy tri trong 5
gio. Tuy y, nhiét dd cua cac hat dong lanh duge l1am thich nghi dén khoang -20°C trudce
khi bat dau sdy long so clp bang cach st dung ap suit chin khéng béng khoang 1000
mTorr va dé cho céc hat rén dong lanh duoc thanh loc trong khoang 10 phat. Sau doé
bude sdy so cAp duge tiép tuc bing cich didu chinh 4p suét chan khong dén khoang tix
2000 dén 2700 mTorr va nhiét d6 gi4 duoc nang 1én dén +30°C. Cac thiét 14p nhiét 46
va 4p suét chan khéng nay dugc duy tri trong 5 gid. Sau d6 1a bude sdy thir cAp duoc
tiép tuc & chan khong hoan toan (150-200 mTorr) va nhi¢t d§ gid dugc duy tri trong
khoang tir 30°C dén 50°C thém 3 gid nita. Ché phdm duoc siy kho hoan toan va hoat
tinh nudc clia né dwge xac dinh bang dung cu Hygropalm Awl (Rotonic Instrument

Corp., Huntington, NY.) & Aw = 0,23.

Vidu2

D6 6n dinh bao quéan cua vi khuén probiotic kho

Fig. 1 thé hién d6 6n dinh bao quéan trong hai diéu kién bao quan cép tdc khac
nhau 12 40°C va 33%RH va 30°C va 43%RH ctia vi khuan probiotic dn dinh khé tir Vi
du 1 va vi khuin probiotic khé c6 ban trén thi truong (Culturelle, Amerifit, Inc.,
Cromwell, CT). Vi khuan probiotic thuong mai mit hoan toan kha nang sdng sét ctia nd
trong mot vai tuan diu tién trong didu kién bao quan duoc cAp tdc, trong khi hop phin
kh6 chira vi khuin probiotic theo sang ché chi mat 1,18 log sau 60 ngay & 30°C va
43%RH va chi mit 1,09 log & 40°C va 33%RH.

Vidu3
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San xuit quy md 16n hop phan khé én dinh chira vi khudn probiotic Lactobacillus
rhamnosus.

Lactobacillus rhamnosus (400 g dich c6 dong lanh tir ngudn thuong mai) dugc
lam tan chdy & 37°C trong mdy tron kiéu hanh tinh v kép (DPM, Iqt, Ross Engineering,
Inc. Savannah, GA,) va ham lugng chét rén duoc diéu chinh dén 10% khéi luong chét
rdn bang nuée cat). Khoang 212 g trehaloza (Cargill Minneapolis, MN), khoang 20 g
Inulin dung ngay (Cargill Minneapolis, MN), khoang 12 g natri alginat (ISP Corp.,
Wayne, NJ), khoang 136 g san phdm thiy phan casein (san phim thily phan siéu loc,
Marcor, Carlstadt, NJ) va khoang 20 g natri ascorbat (Sigma, St. Louis, MO) dugc tron
d6ng nhét & dang kho. Hon hop bot duoc bd sung tir tir vao moi truong nudi cay probiotic
va budc tron dugce tién hanh & 40 RPM va 37°C trong 10 phut. Bot nhdo sau d6 duogc
chuyén sang binh c¢6 day duge khoét 18 va dé cho chay nho giot vao bé chira nito 16ng.
Sau do, cac hat nay duoc léy ra khdi nito 1ong, dugc dit trong c4c tdi 14 nhom bit kin va
dugc bao quan trong ti 1am lanh siu & -80°C trong vai tudn.

Dé sy, cac hat déng lanh dwoc rai ddu lén khay & dung tich nap nim trong
khoang tir 500 d&én 1500 g/sq ft va cac khay duogc dit 1én gia trong ti sdy thing hoa
(Model 25 SRC, Virtis, Gardiner, NY). Budc sdy 16ng so cip duoc bit dau bang cach
diéu chinh 4p suit chan khong dén khoang tir 2000 dén 2700 mTorr va nhiét do san
pham dugc nang 18én va duoc lam 6n dinh trong khoang tir -10 dén -5°C. Theo thoi gian
(khoang tlr 10 dén 16 gid), nhiét d6 san phim duogc ting dén khoang tir 20 dén 25°C tai
thoi diém d6 bude sy thir cép duoc bit ddu & chan khong t6i da (tir 150 dén 200 mTorr)
va nhiét d6 san phdm dugc duy tri trong khoang tir 30 dén 40°C thém 14 gid nita. Ché

phém duoc séy kho hoan toan va hoat tinh nuéc cia né duoc xac dinh & 0,23 Aw.

Vidu4

San xudt quy md 1én hop phin khé bn dinh chia vi khudn probiotic
Bifidobacterium lactis.

Bifidobacterium lactis (400 g dich c¢6 dic dong lanh tir ngudn thuong mai) duogc
1am tan chay & 37°C trong may trén kiéu hanh tinh vo kép (DPM, Iqt, Ross Engineering,
Inc. Savannah, GA.). Khoang 212 g trehaloza (Cargill Minneapolis, MN), khoang 20 g
Inulin dung ngay (Cargill Minneapolis, MN), khoang 12 g natri alginat (ISP Corp.,
Wayne, NJ) va khoang 20 g natri ascorbat (Sigma, St. Louis, MO) duoc tron ddng nhat
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& dang kho. Hén hop bot duge bd sung tir tir vao mdi trudng nudi cy probiotic. Khoang
136 g san phim thiy phan d4u Ha Lan (san phim thiy phén dwoc siéu loc, Marcor,
Carlstadt, NJ) dugc hoa tan trong 80 g nude cat va hdn hop duoc chiéu vi song trong
thoi gian ngén hogc 1am 4m trong bdn nuwde dén 60°C cho dén khi hoa tan hoan toan va
sau d6 1am ngudi xubng 35°C. Bot tron khd va dung dich chira san pham thity phan
protein dau Ha Lan duoc bd sung vao dich ¢ dic probiotic va budc trén dugc tién hanh
& 40 RPM va 37°C trong 20 phut. Sau d6, bot nhio duoc chuyén sang binh c6 day duogc
khoét 18 va dé cho chay nho giot viao bé chira nito 10ng. Cac hat ndy sau d6 duoc ldy ra
khéi nito 16ng, dugce dit trong tai 14 nhom bit kin va dugc bao quan trong t 1am lanh
sau & -80°C trong vai tun.

Dé sy, hat dong lanh duoc rai déu 1én khay & dung tich nap 1a 800 g/sq ft va cac
khay duoc dit 1én gia trong ti siy thing hoa (Model 25 SRC, Virtis, Gardiner, NY).
Budc sy long so cip duoc bét ddu bang cach diéu chinh 4p sudt chan khong dén khoang
tlr 2000 dén 2700 mTorr va nhiét d6 san pham dwoc nang 1én va duoc lam bn dinh trong
khoang tir -10 dén -5°C. Theo thdi gian (khoang tir 10 dén 16 gid), nhiét d6 san phim
dugc ting dén khoang tir 20 dén 25°C tai d6 bude sdy thir cip duoc bit ddu & d6 chan
khong t6i da (tir 150 dén 200 mTorr) va nhiét d6 san phdm duoc duy tri & khoang tir 30
dén 40°C thém 14 gids niva. Ché phim duoc sdy khé hoan toan va hoat tinh nuéc ciia né

duoc xac dinh ¢ 0,23 Aw.

Vidu5

Bao ché ché phdm hydrogel chira vi khudn probiotic Bifidobacterium lactis:

Bot nhiio cd dic chita probiotic Bifidobacterium lactis duge bao ché theo Vi du
1. Thém 0,5 g canxi phosphat dibazo sau d6 1a 0,5 g gluconolacton duge bd sung vio
ché phdm co ban nay. B4t nhdo duoc dé cho cting lai & nhiét do phong trong 2 gid tiép
theo dé tao thanh hydrogel ran. Gel rin dugc cit 14t thanh cac sgi moéng va dai, st dung
may cat/méy thai mong c6 trén thi trudmg. Cac soi méng ndy duge nap truc tiép 1én khay
& dang w6t hodc duoc lam ddng lanh tire thi trong nito long va dugc nap 1én khay & dung
tich nap 1a 500g/sq ft va dugc dit trong th sdy thang hoa dé siy nhu duoc md ta trong
Vi du 3. Hoat tinh nuéc (Aw) ctia ché phdm 14 0,05 (dugc x4c dinh bing HygroPalm
Awl, Rotonic Huntington, NY). Ché phdm khé duoc nghién thém thanh bot min sir dung

may nghién dang bua chudn va dwoc sang qua ludi 50-250 micron.
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Vidu6

Tbi wu hoa ty 18 mol gifra chat tdng cudng thiy tinh va hdn hop hydrat cacbon

Mot s6 hop phan chira cac ty 16 mol khac nhau ctia chét tdng cuong thiy tinh va
hdn hop hydrat cacbon dugc bao ché theo Vi du 1. Méi truong nuoi céy c6 déc cna vi
khuén probiotic L. paracasei thu dugc tir ngudn thuong mai va dugc bao ché trong hop
phan khé nhu duge mé ta trong Vi du 1 trir viée bdt nhio duoc nap ngay lén khay &
dang udét ma khong can bude lam dong lanh tirc thi va thanh loc. B6t nhio duoc séy
trong céc giai doan so cAp va thir cip nhu duge mo ta trong Vidu 1 va 3 ngoai trir vi€c
nhiét do gid dugc nang 1&n 40°C trong cac giai doan sdy so cAp va thi cAp. Bot én dinh
dugc dua vao diéu kién bao quan cap tde & 37°C va 33%RH trong 84 ngay. Fig. 2 thé
hién anh hudng cta céc ty 16 mol khac nhau dén tinh 6n dinh coa vi khuin da duoc séy.
Céc két qua cho thiy rang ty 1 mol t6i wu gitra cht tdng cudng thily tinh va hdn hop
hydrat cacbon ndm trong khoang tir 0,12 dén 0,15.

Vidu?7

Anh huéng cta hop phin theo sang ché dén d6 6n dinh bao quan cia vi khudn
probiotic L. acidophilus

Hop phéan chira hdn hop hydrat cacbon va hdn hop chét tang cudng thay tinh nhu
duge mo ta trong Vi du 1 duge bao ché. Mbi trudong nudi cdy cd dic cua vi khudn
probiotic L. acidophilus thu dugc tir nguén thwong mai va duoc bao ché trong hop phan
kho nhu duge md ta trong Vidu 1 va 3 va bot bn dinh dugc dua vao didu kién bdo quan
cép téc & 24°C va 33%RH trong 537 ngdy. Fig. 3 thé hién tinh dn dinh t5t hon cia
probiotic dugc biao ché v6i hop phan theo sang ché. Céac két qué chi ra ring kha niang
sdng s6t clia probiotic chi bi giam 0,18 log trong 537 ngdy béo quan trén gia trong cac

di€u kién xac dinh.

Vidu 8

Anh huong cta céc chét ting cudng thiy tinh khac nhau dén tinh én dinh bao
quan ctia vi khuén probiotic L. acidophilus.

Mot s6 hop phan chira hdn hop hydrat cacbon nhu duge mé ta trong Vidu 1 va

hén hop chét ting cudong thily tinh chira san phdm thily phan casein va natri xitrat hodc
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natri ascorbat hozc hdn hop ca hai dugc bao ché. Mobi trudng nuodi céy c6 dac cua vi
khuan probiotic L. acidophilus thu dugc tir ngudn thwong mai va duoc bao ché trong
hop phﬁn khd nhu dugc mo ta trong Vi du 1 ngoai trir viéc bot nhdo dugc nap ngay 1én
khay & dang uét ma khong can budc lam dong lanh tice thi va thanh loc. Bot nhdo dugc
sdy kho & céc giai doan sdy so cAp va thi cAp nhu duoc mé ta trong Vidu 1 va 3 va bot
6n dinh dugce dua vao diéu kién bao quan cip tdc & 24°C va 43%RH trong 180 ngay.
Fig. 4 chi ra 4nh hudng ctia cac hop chét ting cudng thuy tinh khic nhau dén tinh én
dinh ctia vi khudn d3 dugc sy kho. Céc két qua cho thiy rang tinh 6n dinh t6t hon dang
ké thu dugc bing cach bao gém chét ting cudng thuy tinh bd sung trén dinh cta san
phim thity phan protein. Cu thé, viéc bao gdm c4c lwong bing nhau clia natri axetat va
natri ascorbat tao ra hop phin 6n dinh nhit. Cc két qua tir hai Vi du 5 va 6 cling goiy
ring céc chat ting cudng thiy tinh khac nhau ¢6 thé ¢é hiéu qua hon hodc thim chi c6

thé c6 tac dung 1am mét 6n dinh tiy theo ching vi khuén.

Vidu9

Anh hudng ciia céc ty 1& san phim thily phan protein/dudng khéc nhau dén tinh
bn dinh bao quan ctia vi khudn probiotic Bifidobacterium lactis.

Mdt s6 hop phan chita hdn hop hydrat cacbon va chét ting cudng thiy tinh nhu
dugc mo ta trong Vi du 1 va hop phan chira cac lugng bang nhau nhung & nhiéu ty 18
khac nhau ctia san pham thity phan d4u Ha Lan/trehaloza c6 hodc khéng c6 natri ascorbat
duoc bao ché. M6i trudng nudi cdy c¢b dic ctia vi khudn probiotic Bifidobacterium lactis
thu duoc tur nguén thuong mai va dugc bao ché trong hop phﬁn khé nhu duge mo ta
trong Vidu 1 va 3 va bot dn dinh duoc dua vao didu kién bao quan cép tbe & 35°C va
43%RH trong 7 tudn. Fig. 5 chi ra anh hudng cta cac ty 18 1:4, 1:2,5 va 1:1,5 clia sén
pham thily phan d4u Ha Lan/trehaloza c6 hoic khong c6 natri ascorbat dén tinh 6n dinh
cta vi khudn d3 duge séy. Céc két qua goiy réng tinh &n dinh t&t hon dang ké thu duoc
& ty 18 tang ctia san phdm thily phan dau Ha Lan/trehaloza. Cu thé, ty 16 san phim thay
phan ddu Ha Lan/trehalo 1:1,5 tao ra hop phe‘in 4n dinh hon. Viéc bao gém natri ascorbat
& ty 1& san phdm thity phan déu Ha Lan/trehaloza cao hon din dén tinh 4n dinh t6t hon

so voi ché pham loai trir natri ascorbat.

Vidu 10
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T6i wu pH cho tinh 8n dinh t8i da cua probiotic L. rhamnosus.

Mot s hop phén chira hdn hop hydrat cacbon va chit ting cuong thiy tinh nhu
dugc mo ta trong Vidu 1 ¢ cdc d@6 pH khac nhau dugc bao ché. Mbi trudng nudi chy cb
dic cta vi khudn probiotic L. rhamnosus thu duoc tir nguén thuong mai va dugc diéu
ché trong hop phﬁn kho6 nhu duge mb ta trong Vi du 1 va 3. Bt 6n dinh duoc dua vao
diéu kién bao quan cip téc & 40°C va 33%RH trong 8 tuln. Fig. 6 thé hién anh huéng
clia 6 pH clia bot nhdo dén tinh én dinh cta vi khuén da sdy. Cac két qua goi y ring
tinh 6n dinh t6i uu dat duoc & d6 pH trung tinh (~7).

Vidull

Bot kho bn dinh chura enzym:

Ché phdm hydrogel chira 40 phén trim khéi lugng phitaza (BASF, GmBH) dugc
bao ché bang cach tron 400 g hdn hop hydrat cacbon va 200 g hdn hop chét ting cudng
thuy tinh nhu duge mé té trong Vi du 1 va 4 va 400 g phitaza trong 1000 ml nuGe. Ché
phdm hydrogel da cit duoc 1am déng lanh ttc thi trong nito 16ng va dugc sdy trong 10
chan khong & nhiét d6 sdy so cap va thi cap 1a 50°C. Pé x4c dinh dung tich nap va tinh
6n dinh bao quéan cua cac ché phdm duoc sdy kho: miu kho duoc can chinh xac (<100
mg) trong 6ng vi ly tAm. Bb sung 200 ul dimetyl sulfoxit (DMSO). Ché phdm dugc hoa
tan trong d¢m DMSO béng céch lac tron. B sung 0,8 ml dung dich chitra NaOH 0,05N,
0,5% SDS va axit xitric 0,075M (mudi trinatri) vio mau nay. Cac 6ng nay dugc siéu 4m
trong 10 phut & 45°C, sau d6 ly tim nhanh & téc d6 5000 vong/phut trong 10 phuat. Tung
phan nho cta dung dich DMSO/NaOH/SDS/xitrat trong subt dugc 14y vao céc giéng
clia dia vi thé va duoc phan tich ham lwong protein biang cach sir dung phwong phép
phan-tich Bradford. Tinh 6n dinh ctia hop phén kho chira enzym 6n dinh sau khi tiép
xuc véi nhiét do 95°C trong 20 phut 1a cao hon dang ké so v6i enzym kho khong c6 hop

phén theo sang ché.

Vidu 12

Bot khé On dinh chtra vacxin virut gy thiéu mau truyén nhidm & cd hdi
(infectious salmol anemia virus - ISAV)

Bot nhio c¢d dic ctia vacxin ISAV (Novozyme, Pan Mach) dugc bao ché theo Vi

du 4 ngoai trir 20 ml dung dich chitosan 4% trong axit axetic 0,5% dugc bd sung vao
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bot nhdo chira dich ¢6 vacxin ISAV, hdn hop hydrat cacbon va chét ting cuong thiuy
tiﬁh. 0,5 g canxi phosphat dibazo dugc thém vao, sau d6 thém 0,5 g gluconolacton. Bot
nhio duge dé cho cimg ¢ nhiét do phong trong 2 gid tiép theo dé tao thanh hydrogel ran.
Gel rin dugc cét 14t thanh céc soi mong va dai, st dung may cit lat/cét thai mong cd
trén thi truong. Céc soi méng nay duoc nap truc tiép 1én khay & dang udt hodc dugce lam
dong lanh tire thi trong nito long va dugc nap 1én khay & dung tich nap 1a 1500g/sq ft va
dugc dit trong ti sdy thang hoa dé sdy nhu duge mo ta trong Vi du 3. Hoat tinh nuéc
(Aw) ctia ché phim 13 0,25. Ché phim khé dugc nghién thém thanh bot min st dung
méy nghién dang bua tiéu chun va duge sang qua rdy 50-150 micron. Hop phan ISAV
khé 6n dinh duogc st dung dé chung qua dudng miéng bang cach phu hop phin khé 1én

trén thtrc &n thuong mai va cho ¢4 hdi Atlantic an.

Vidu 13

Bao ché mdi cho loai xAm 14n

Mbi duoc tao vién tron cho cac loai xam 14n duoc hudng dich cu thé theo sang
ché dugc bao ché chira thube diét con tring. 200 g ché phém nhu dugc mo ta trong Vi
du 9 duge bao ché va duge bd sung vao 200 gm nuéc. Thém 90 gm Rotenone va 0,5 gm
canxi phosphat dibazo, sau d6 1a 0,5 gm gluconolacton vao dung dich nay. Bot nhéo
dugc sdy phun ngay trong thiét bi sdy phun cong nghiép chudn, va ché phim khé duogc
st dung dé huéng dich loai xAm 14n cu thé ma khong c6 tac dung giy hai ctia cht doc

doi véi moi truong hodc hé sinh thai & gan.

Vidu 14

Bao ché ché phém probiotic thuc vat dugc bao vé:

Chat kiém soét sinh hoc nhu Rhizobacteria duoc diéu ché trong hop phan kho
theo Vi du 4. Tinh hiéu qua ctia hop phan Rhizobacteria khd dugc danh gia trén su phat
trién cdy rau diép trong didu kién hé vi sinh vat da biét. Cac lidu gbm 100 mg hop phén
Rhizobacteria khd trén mdi cay dugc cdy vao cac binh c6 cat va duoc trdng véi cac cy
rau diép con trudc khi ndy mam (24 gi®y). Liéu dudng chit 1a 5 ml dung dich Hoagland
v0 tring duoc st dung cho céc cdy trong binh. C4c binh dugc sip xép nglu nhién trong

budng nudi duge duy tri & 28°C véi chu ky sang 12 gio. Clt mdi 7 ngay sau khi cdy, cay
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va cét dinh dugc 14y c4n than ra khoi binh. R& cdy dugc rira trong dém phosphat v6 tring
(pH = 7,0), va s do chiéu dai r& duoc ghi lai.
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Tai liu tham khao

Noi dung ctia céc tai liéu dudi day dugce két hop béng cach tham khao.

Tai liéu Patent My va don Sang ché:

6,190,701 Composition and method for stable injectable liquids, March 1999,
Roser et al

6,964,771 Method for stably incorporating substances within dry, foamed glass
matrices, September 1997, Roser et al

5,766,520 Preservation by formulation formation, June 1998, Bronshtein.

16,534,087 Process for preparing a pharmaceutical composition, June 2001,
Busson and Schroeder.

6,884,866 Bulk drying and the effects of inducing bubble nucleation, April 2005,
Bronshtein.

7,153,472 Preservation and formulation of bioative materials for storage and
delivery in hydrophobic carriers, December, 2006, Bronshtein.

2008/0229609, Preservation by Vaporization., June 2005, Bronshtein.

6,306,345 Industrial scale barrier technology for preservation of sensitive
biologicals materials at ambient temperatures, October 2001, Bronshtein et al

7,381, 425, Preservation of bioative materials by freeze dried foam, September
2006,Truong-le, Vu.
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YU CAU BAO HO

1. Hop phﬁn 1am bn dinh khé chuia vat liéu c6 hoat tinh sinh hoc, thanh ph?m hydrat
cacbon véi lugng nam trong khoang tir 0,5% dén 90%; va thanh phéan protein v&i luong
nam trong khoang tir 0,5% dén 40% la protein dong vat hodc thyc vat dugc thiy phan,
mdi ty 1é phan tram nay duoc tinh theo téng khéi luong cta hop phén,

trong d6, vat liu cé hoat tinh sinh hoc nay bao g6m virut con séng, da chét hoic
bi lam yéu, Vi khuén, nim men, moi truong nudi céy té bao, protein, peptit, vacxin, thudc
hozc hdn hop ciia chiing;

trong d6 hop phin nay con chira thanh phdn axit carboxylic chiém khoang tur
0,5% dén 20% tdng khéi luong hop phin, trong d6 thanh phén axit carboxylic bao gdm
axit lactic, axit ascorbic, axit maleic, axit oxalic, axit malonic, axit malic, axit suxinic,

axit xitric, axit gluconic, hodc muoi ctia chiing hodc hon hgp ctia chiing.

2. Hop phén lam 8n dinh khé theo diém 1, trong d6 thanh phan hydrat cacbon 1a it
nhét mot sacarit dugce chon tir nhém bao gém oligosacarit, polysacarit va disacarit, trong
do oligosacarit c6 lugng ndm trong khoang tir 5% dén 10%, disacarit c6 luong nim trong
khoang tir 40% dén 80%, va polysacarit ¢6 lugng nim trong khoang tlr 5% dén 10% tinh
theo tong khdi lugng cua thanh phén hydrat cacbon.

3. Hop phan 1am 8n dinh kho theo diém 1, trong d6 thanh phan protein duoc thuy
phén bao gbm casein duoc thily phén, protein nudc sita duge thity phan, protein ddu Ha

Lan dugc thuy phén, protein dau twong dugc thily phan va hén hop ctia ching.

4. Hop phan lam n dinh kho theo diém 2, trong d6 thanh phan polysacarit bao gdm
xenluloza axetat phtalat (CAP), carboxy-metyl-xenluloza, pectin, natri alginat, mubi cua
axit alginic, hydroxyl propyl metyl xenluloza (HPMC), metyl xenluloza, carrageenan,
gom gellan, gobm guar, gom acacia, gdbm xanthan, gdom d4u locust, chitosan va dan xuét
cua chitosan, collagen, axit polyglycolic, tinh bot va tinh bdt bién tinh va hdn hop cta

ching.

5. Hop phan 1am 6n dinh khé theo diém 2, trong d6 thanh phan oligosacarit 1a

xyclodextrin, inulin, maltodextrin, dextran, fructo-oligosacarit (FOS), galacto-
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oligosacarit (GOS), mannan-oligosacarit (MOS) va hdn hop ctia chiing.

6. Hop phéan 1am én dinh khé theo diém 1, trong d6 thanh phan hydrat cacbon bao
gdm thanh phin disacarit duoc chon tir nhém bao gdm trehaloza, sucroza, lactoza, va

hdn hop cta ching.

7. Hop phén 1am n dinh kho theo diém 1, trong d6 thanh phan hydrat cacbon bao
gbm oligosacarit véi lugng ndm trong khoang tir 5% dén 10%, disacarit voi luong nim
trong khoang tir 40% dén 80%, va polysacarit v&i lugng nim trong khoang tlr 5% dén
10%.

8. Hop phan lam 6n dinh kho theo diém 1, trong d6 hop phan nay dugc sdy kho &
trang thai thay tinh v6 dinh hinh.

9. Hop phén 1am 6n dinh khé theo diém 2 hodc 7, trong d6 ty 1€ khéi lugng cua
disacarit/oligosacarit/polysacarit nim trong khoang tir 10:0,2:0,1 d&n 10:2:1.

10.  Hop phan lam 6n dinh khé theo diém 1, trong d6 vat liéu c6 hoat tinh sinh hoc
bao gém vi khuén probiotic, vi khuan thyuc vat, vi khuan dét, protein tai t& hop hodc hdn

hop ctia chiing.

11.  Hop phin lam én dinh kho theo diém 1, trong d6 hop phan nay thu dugc bang
phuong phap bao gdm céc bude:

(a) két hop vét liéu c6 hoat tinh sinh hoc v&i hdn hgp bao gém thanh phén hydrat
cacbon, thanh phan protein va thanh phan axit carboxylic nhu duoc x4c dinh trong diém
1 trong dung mdi chira nuéc dé tao thanh bot nhio nhét; (b) lam dong lanh tirc thi bot
nh#o trong nito 16ng dé tao thanh cc hat nho, hat, giot hodc diy ddng lanh rin; (c) siy
so cAp ché pham bing cach lam bay hoi, trong chin khéng, & nhiét 4§ ché phim cao hon
nhiét d6 lam dong lanh ctia né; (d) sdy thir cép ché phdm & d6 chan khong t6i da va nhiét

d6 12 20°C hoic cao hon trong thdi gian dit dé lam giam hoat tinh nudc ctia ché phim.

12 Hop phﬁn 13m 6n dinh kho theo diém 1, trong d6 vat liéu co6 hoat tinh sinh hoc

-34-



23128

bao gdm enzym, hormon, hodc chit khang sinh.

13.  Phuwong phap bao ché dé tao ra hop phan lam 6n dinh khé bao gdm bude: (a) két
hop vat liéu c6 hoat tinh sinh hoc véi hdn hop bao gdm thanh phin hydrat cacbon, thanh
phan protein va thanh phn axit carboxylic nhu dugc x4c dinh trong diém 1 trongdung
moi chira nude dé tao thanh bot nhdo nhét; (b) 1am dong lanh tire thi bt nhio trong nito
long dé tao thanh céc hat nho, hat, giot hoac day dong lanh ran; (©) séy SO cép ché phém
bang cach 1am bay hoi, trong chan khéng, & nhiét d6 ché phim cao hon nhiét d6 lam
dong lanh ctia né; (d) sdy thir clp ché phim & d6 chan khong t6i da va nhiét d6 1a 20°C
hoidc cao hon trong thoi gian du dé 1am giam hoat tinh nu6e ctia ché phim nay;

trong d6 vét li€u co hoat tinh sinh hoc bao g@)m virut con séng, d4 chét hoic bi
1am yéu, vi khudn, nAm men, moi truong nudi cy té bao, protein, peptit, vacxin, thudc

ho#c hdn hop ctia chung.

14. Phuong phap bao ché theo diém 13, phuong phap nay con bao gom budc lam
cho hat nho déng lanh rén thich nghi v6i méi trudng trude khi bit dau budc siy so cép;
trong d6 buéc 1am cho thich nghi bao gém viéc duy tri hat nho déng lanh rin & do chan

khéng va nhiét do thip hon diém déng lanh ctia ché phdm.

15. Phuong phap bao ché theo diém 13, trong d6 hop phin lam dn dinh khé duoc
sdy & trang thai thuy tinh vo dinh hinh.

16. Phuong phap bao ché theo diém 13, trong d6 bot nhdo dwoc hda rin thanh
hydrogel rin béng cach thay ddi do pH hoac nhiét d6 hoac béng cach lién két chéo céac
chudi polyme trude khi lam dong lanh tirc thi.

17. Phuong phap bao ché theo diém 13, trong d6 budc sdy so cap dugc tién hanh
trong 4p sudt chan khéng cao hon 2000 mTorr (266,64 Pa).
18. Phuong phép bao ché theo diém 13, trong d6 hoat tinh nuéc (Aw) cua hop phin

1am 6n dinh khé 13 Aw<0,3 hodc thip hon.

19. Phuong phap bao ché theo diém 13, trong d6 vat liéu ¢ hoat tinh sinh hoc bao
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gdm vi khuén probiotic, vi khuén thuc vat, vi khudn dit, protein tai t& hop hodc hdn hop

cua chung.

20.  Phuong phép bao ché theo diém 13, trong do vat li€u c6 hoat tinh sinh hoc bao

gom enzym, hormon, hodc chat khang sinh.

21. Ché phdm ding qua dudng miéng chita hop phan lam 6n dinh khé theo diém 1,
trong dé ché phém nay la ¢ dang chét long duge hoan nguyén, bot dugce nghién, vién

nén, vién tron nhd, hodc vién nang.

22. Ché pham ding qua dudng miéng theo diém 21, trong d6 ché phdm nay ¢ dang

thuc pham hozc thirc 4n chin nuoi.
23. Ché phdm dung dudng miéng chira hop phan 1am 6n dinh khé theo diém 1, trong

dé ché phém nay dugc ti€u thu dudi dang thuc phém, thirc an chan nudi, dugce phém

dinh dudng, dugc pham hodc san pham vacxin.
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