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Linh vuc ky thuat duoc dé cap

Séng ché dé cap dén thé dot bién cia vi khuan axit lactic, nhu
Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus va Streptococcus thermophilus,
c6 tinh khang khang sinh D-xycloserin va/hoac cac khang sinh tuong duong vé
mat chitc nang, va khi phat trién trong sita tao ra céu trdc cai thién dong thoi
duy tri dugc céc dac tinh sinh trudng khic clia chiing b6 me. Ngoai ra, sang ché
con d€ cap dén giong cdy, nhu giong khoi dong (men céi), chia thé dot bién
ndy, va c4c san phdm sita Ién men béng giong cdy nay.

Tinh trang ky thuat ctia sing ché

Nganh cong nghiép thuc phdm sit dung nhiéu vi khudn, dic biét 1a vi
khuédn axit lactic, khong nhitng dé cai thién vi va ciu tric cia thuc phdm ma
cdn dé kéo dai thoi han sit dung ctia nhitng thyc phdm nay. Trong nganh cong
nghiép ché bién sita, vi khudn axit lactic dugc sit dung mot cdch rong rai khong
nhitng dé axit héa sita (bing cich 1én men) ma con dé tao céu tric cho san
phdm ma chiing dugc dua vio.

Trong s6 céc vi khudn axit lactic dugc st dung trong cong nghiép thuc
phdm, c6 thé ké dén cic giong Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus va Bifidobacterium. Vi khuén axit lactic thudc cic
giong nay dugc st dung mot cach rong rai & dang riéng ré hoic két hop véi céc
vi khudn khdc nhu Lactobacillus delbrueckii lodi phu bulgaricus d& san xuit
cdc san pham thuc phdm, cu thé 1a cdc san phdm 1én men. Pic biét, chiing dugc
st dung trong pha ch€ men dé ding trong san xut sita 1én men, vi du sita chua.
Mot s6 vi khudn trong s6 chiing déng vai trd chi phdi su phét trién ciu tric clia
san phdm 1én men. Dic tinh ndy c6 lién quan mat thiét v6i qué trinh san sinh
polysacarit.

Xu huéng hién nay trong sita chua 1a huong vi diu va céu tric dac. Ngay
nay, diéu nay dat dugc bang cdch sir dung giéng cdy tao ra huong vi diu va b
sung chét 1am dac hoac protein dé thu dugc do dic mong mudn. Cic nha san
xudt sita chua mong muon 1am sao c6 thé san xuét ra sita chua c6 cic dic tinh
nay ma khong cin bd sung chat lam dic. Diéu nay s& gitip ho gidm chi phi va
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mang lai mot nhin san phidm sach hon. Mot cdch vo cing hdp din dé dat dugc
diéu nay 1a can phai c6 giong khéi dong tao ra cau tric dac.

Pé dap tng yéu cdu cla nganh cong nghiép, can thu dugc ching vi
khuén axit lactic tao ciu tric méi, cu thé 12 Lactobacillus delbrueckii 1oai phu
bulgaricus va Streptococcus thermophilus, duing dé tao céu tric cho céc san
phdm thuc phdm. Cu thé 1a cin c6 chiing Lactobacillus delbrueckii loai phu
bulgaricus tao ciu tric méi c6 thé dugc slt dung cing véi chling Streptococcus
thermophilus tao ciu tric méi.

Thé dot bién khang D-xycloserin clia mot s& vi khudn khdc nhau da dugc
mo ta nhung chua timg biét ring céc thé dot bién ndy c6 thé dugc sir dung dé
cai thién cdu tric cho sin phidm sita. Thé dot bi€n cua Streptococcus
thermophilus ciing nhu cta Lactobacillus delbrueckii 1oai phu bulgaricus chua
ting dugc mo ta.

Ban chat ky thuat cuia sang ché

Téc gia sang ché da bat ngd phat hién ra ring nhém thé dot bién khéng
D-xycloserin ctia vi khudn axit lactic tao ra ing suét cat va/hoac do cing gel
cao hon so véi chiing b me khi vi khudn nay dugc st dung dé 1én men sita.

Téc gia sing ché di tim ra phuong phap thu nhan ching vi khuén axit
lactic tao c4u tric khang thudc khang sinh D-xycloserin va/hoéc cic khang sinh
tuong dwong vé mit chifc ning va nhém cdc chiing vi khudn axit lactic khing
D-xycloserin thudc loai Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus va
Streptococcus thermophilus c6 cdc dac tinh tao ciu tric tot.

Phut hop v6i nhitng phat hién ddng ngac nhién néu trén, sing ché dé xuit
ching vi khuén axit lactic tao cau tric, nhu chung Lactobacillus delbrueckii
loai phu bulgaricus va Streptococcus thermophilus, khang D-xycloserin va/hoac
khang thudc khéng sinh twong duong vé mat chiic ning va phuong phéap thu
nhan chiing nay. Tiép theo, sing ché dé cap dén gidng cdy, nhu giong khoi
dong, chita thé dot bién va cdc san phdm t sita, nhu sin phidm sita 1én men
dugc 1én men béng gidng cdy nay.

Mo ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 mo t4 qu4 trinh axit héa (su thay déi do pH theo thdi gian) trong
sita & 43°C khi dung ching b6 me Lactobacillus delbrueckii loai phu
bulgaricus CHCC13995 va hai thé dot bién D-xycloserin cia CHCC13995 la
CHCC12944 va CHCC12945.
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Hinh 2 mo ta @ng suat cit (tinh theo (Pa) dugc do & toc do cat 300 1/s)
trong sita nguyén kem vGi 2% sita bot gdy & 43°C khi dung ching b6 me
Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus CHCC13995 va hai thé dot bién
D-xycloserin cia CHCC13995 1a CHCC12944 va CHCC12945.

Hinh 3 mé ta do ciing gel (tinh theo (Pa) dugc do & toc do cat 300 1/s)
trong sita nguyén kem v6i 2% sita bot gdy & 43°C khi ding ching b6 me
Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus CHCC13995 va hai thé dot bién
D-xycloserin caia CHCC13995 1a CHCC12944 va CHCC12945.

Hinh 4 mo6 ta @ng suat cit (tinh theo (Pa) dugc do & toc do cat 300 1/s)
trong sita nguyén kem vGi 2% sita bot gdy & 43°C khi dung ching b6 me
Streptococcus thermophilus CHCC13994 va 2 thé dot bién D-xycloserin cha
CHCC13994 1a CHCC13235 va CHCC13236.

Hinh 5 mo6 ta do ciing gel (tinh theo (Pa), dugc do & toc do cat 300 1/s)
trong sita nguyén kem vGi 2% sita bot gdy & 43°C khi dung ching b6 me
Streptococcus thermophilus CHCC13994 va 2 thé dot bién D-xycloserin clia
CHCC13994 1a CHCC13235 va CHCC13236. '

Mo ta chi tiét sang ché
Dinh nghia

Trong ban mo ta nay thuat ngit "vi khudn axit lactic" duoc sit dung dé
chi vi khudn gram duong, vi yém khi hodc ky khi, 1én men dudng két hop san
sinh axit bao gém axit lactic 12 axit dugc tao ra chii y&u, axit axetic va axit
propionic. D3 phat hién ra ring vi khudn axit lactic hitu ich nhét trong cong
nghiép thudc bo “Lactobacillales” gom Lactococcus spp., Streptococcus spp.,
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., PseudoLeuconostoc spp., Pediococcus
spp., Brevibacterium spp.., Enterococcus spp. va Propionibacterium spp. Ngoai
ra, vi khudn san xuat axit lactic thuoc nhém vi khudn ky khi nghiém ngit,
bifidobacteria, nghia 1a Bifidobacterium spp., thudng chita trong nhém vi khuén
axit lactic. Chiing thudng xuyén duoc sit dung & dang cic giong vi khudn ding
cho thuc phdm & dang riéng 1é hoic két hgp vdi vi khudn axit lactic khic. Vi
khudn axit lactic, bao gom vi khuin cta céc loai Lactobacillus spp. va
Streptococcus thermophilus, thudng dugc cung cip cho nganh cong nghiép ché
bién sita & dang giong dong lanh hoic dong-kho dé nhan giong giong khéi dong
vGi s0 luong 16n hoac con duge goi 1a cic giong "Frozen Direct Vat Set" (F-
DVS), du dinh dé cay truc ti€p vao binh hoac thing 1én men dé sin xuat sin
phdm sita, nhu sian phdm sita 1én men. Cic giong nhu vay dugc goi chung 1a
"giong khéi dong" hodc "men cai".

Thuat ngit "sita" dugc hiéu 1a chét dugc tiét ra & dang sita thu dugc bang
cach vat sita dong vat c6 vii bat k¥, nhu bo, ciru, dé, trau hoac lac da. Theo mot
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phuong 4dn dugc uu tién, sita nay la sita bo. Thuat ngit sita ciing bao gom dung
dich protein/chit béo dugc tao ra tr nguyén liéu thuc vat, vi du nhu sita dau
nanh.

Thuat ngit "co chét sita" c6 thé 1a nguyén liéu sita tho va/hodc da ché
bién c6 thé dugc dua di 1én men theo phuwong phép theo sang ché. Do vay, co
chét sita c6 thé sit dung bao gém, nhung khong chi giéi han &, dung dich/huyén
phi clia sita hodc san phdm giéng sita bat ky chita protein, nhu sita nguyén kem
hoac sita c6 ham luong chit béo thap, sita giy, nudc sita con lai sau khi tich bo
ra khoi sita, sita bot hoan nguyén, stta dac, sita bot, nudc sira, vang sita hoa tan,
lactoza, nuGc céi tir qua trinh két tinh lactoza, dich dac protein nudc sita, hoac
kem. Hién nhién 13, co chét sita c¢6 thé c6 nguén goc tir dong vat cé vii bat ky, vi
du nhu 1a sita hau nhu tinh khiét cia dong vat c6 vd, hoac sita bot hoan nguyén.

Tét hon 13, it nhat mot phan protein trong co chat sita 1 protein tu nhién
cé trong sifa, nhu casein hoac protein nuéc sita. Tuy nhién, mot phan protein ¢
thé 1a protein khong c6 trong tu nhién trong sita.

Tru6c khi 1én men, co chét sita c6 thé dugc dong hod va duoc thanh
trung theo phuong phap da biét trong linh vuc.

"Doéng héa" dugc stt dung trong ban mo ta ndy c6 nghia 1a tron k§ dé thu
dugc huyén phi hodc nhil twong c6 thé hoda tan. Néu buc dong héa duoc thuc
hién true khi 1én men, n6 c6 thé dugc thuc hién sao cho chét béo trong sita
dugc pha v thanh céc kich ¢ nho hon dé n6é khong con tich riéng ra khoi sita.
Budc nay c6 thé dugc thuc hién bang céch cho sita di qua c4c voi phun nho & ap
sudt cao. '

“Tiét tring bang phuong phdp pasteur” nhu dugc st dung trong ban mo
ta nay nghia 12 x{t 1§ co chat sita d€ 1am gidm hoic loai bd su c6 mit ciia cic
sinh vt séng nhu cac vi sinh vat. T6t hon 13, tiét truing bang phuong phap
pasteur dugc thuc hién bang cach duy tri nhiét do cu thé trong khoang thoi gian
cu thé. Nhiét do cu thé thudng dat dugc bing cdch dun néng. Nhiét do va
khoéng thoi gian c6 thé duoc chon dé tiéu diét hodc 1am bt hoat mot s6 vi
khuén nhu vi khudn c6 hai. Bu6c 1am lanh nhanh cé thé dugc thuc hién sau do6.

“Qua trinh 1én men” trong cdc phuong phdp theo sang ché nghia 1a qua
trinh chuyén héa hydrat cacbon thanh rugu hodc axit nhd tic dong cia vi sinh
vat. T6t hon 13, qua trinh 1én men trong cdc phuong phédp theo sdng ché bao
gdm qua trinh chuyén héa lactoza thanh axit lactic.

Céc quy trinh 1én men dugc sit dung dé san xudt cdc san phdm sita 1én
men la da bi€t va chuyén gia trong linh vuc k§ thuét nay s€ biét ciach lua chon
cdc diéu kién quy trinh thich hgp nhu nhiét do, oxy, so lugng va dic tinh cia vi
sinh vat va thdi gian quy trinh. Hién nhién 13, cdc diéu kién 1én men duoc lua
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chon sao cho hé tro dat dugc muc dich clia sang ch€, tic 1a dé thu duoc san
phdm sita & dang rin hoac dang 16ng (san phim sita 1én men).

Trong ban mo ta nay, men cdi ding cho sita chua 1a giéng c4y vi khuin
bao gom it nhat mot chiing Lactobacillus delbrueckii 1oai phu bulgaricus va it
nhat mot ching Streptococcus thermophilus. Theo d6, "sita chua" dung dé chi
san phdm sita 1én men thu dugc bang céch cdy va 1én men sita v6i hén hop gém
ching Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus va chling Streptococcus
thermophilus.

7z

Trong ban mo ta nay, thuat ngi "ing suét cat" x4ac dinh do nhét. Do nhét
(don vi 1a Pa s) dugc dinh nghia la tng suat cat (Pa) / t6c do cat (1/s).

Tri s6 Gng sudt cét dugc bdo cdo & dang tiéu chudn trong sdng ché & toc
do cat = 300 1/s. C4c thlt nghiém cadm quan da chi ra ring (dit liéu khong duoc
chi ra) twong quan t6t nhét giita phép do luu bién va do nhét cam quan /do dic
khi nu6t duge phat hién khi stt dung do nhét do 6 téc do cat 300 1/s.

Trong ban mo ta nay, thuat ngit "thudc khang sinh tuong duong vé mit
chitc nang" cén phai hiéu 1a thudc khang sinh cé cing phwong thitc tic dung
hodc c6 cung dich v6i D-xycloserin, nhu vi du nhu cac chét c ché D-alanyl-D-
alanin ligaza khic, vi du nhu vancomycin (Tytgat va dong tac gia (2009), Curr.
Med. Chem. 16(20) : 2566-2580) va cac chat ic ché D-alanine raxemaza khéc,
vi du nhu O-carbamoyl-D-serin, alaphosphin va haloalanin (Holtje (2004), The
Desk Encyclopedia of Microbiology: 239-258).

Thuat ngit "khédng D-xycloserin va/hoédc thudc khang sinh twong duong
v& mit chiic nang" trong ban mo ta c6 nghia 1a mot chiing vi khudn dot bién cu
thé khong bi tiéu diét, hodc bi tiéu diét cham hon dang ké so véi ching chua
gay dot bién tuong ¥ng ma tir d6 chung dot bién nay dugc tao ra khi c6 mit
thu6c khang sinh nay trong moi truong nudi cdy. Tuy thudc vao néng do cta
chat khidng sinh trong moi trudng nuoi cdy, tinh khidng ciing c6 thé duogc thé
hién thong qua cdc dac tinh sinh truéng bi€n déi ctia chling dot bién va chiing
chua gay dot bién. Vi du, ndong do thudc khéng sinh thap trong moéi trudng nuoi
cdy s€ ngan ngira hodc lam gidm déng k€ su sinh trudng cla ching chua gay
dot bién trong khi su sinh trudéng cta ching dot bién khong bi anh hudng. Tot
hon 13, ching chua dot bién c6 thé duoc sit dung 1am chiing déi chitng man cam
trong danh gia tinh khang bao gobm ching CHCC13995 va CHCC13994.

Vi du 1 va 2 cha sang ché€ tuong ting minh hoa su phan lap chung dot
bién khing D-xycloserin cta Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus va
Streptococcus thermophilus. Dua trén co s& cac phuong phap duge dé cap trong
Vi du 1 va 2, chuyén gia trong linh vuc s& dé dang c6 thé lva chon luong D-
xycloserin hoac luong thudc khang sinh twong duong vé mit chic nang hitu
hiéu d6i v6i mdi ching bé me chua dot bién dé tieu diét phan 16n cac t€ bao
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thuoc chiing b6 me trong khi khong tiéu diét hoic tiéu diét cham hon ddng ké
ching dot bién khdang D-xycloserin va/hodc thudc khing sinh tuong duong vé
mat chic nang.

~n

Trong ban mo ta nay, thuat ngit "thé dot bién" cin phai hiéu 1a ching thu
duoc tir, hodc chiing c¢6 thé thu dugc tir ching theo sang ché (hodc ching bo
me) bang cich vi du nhu k¥ thuat di truyén, xit 1§ bing phong xa va/hodc bang
héa chat. Thé dot bién nay ciing c6 thé 1a thé dot bién xdy ra ngiu nhién. Tot
hon néu thé dot bién nay 1 thé dot bién twong duong vé mat chitc nang, vi du
nhu thé dot bién c6 cdc dic tinh (vi du nhu lién quan dén do nhét, do cing gel,
hau vi, huong vi, qua trinh axit héa sau d6, t6c¢ do axit hoa, va/hoac do khoe ciua
thé thuc khuén) vé co ban giong, hoic duoc cai thién, so v6i ching b6 me. Thé
dot bién nhu vay 12 mot phan clia sang ché. Diac biét 13, thuat ngit “thé dot bién”
dé chi ching thu duoc bang céch cho ching theo sang ché qua bude xi 1y dot
bién theo cdch thong thudng bao gébm x{r 1y bang hoéa chat gay dot bién nhu
etan metan sulphonat (EMS) hoac N-metyl-N'-nitro-N-nitroguanidin (NTG),
4nh sang UV hodc dé qu4 trinh dot bién xay ra mot cdch ngiu nhién. Thé dot
bién c6 thé dugc cho qua mot s6 bude xir 1y dot bién (mot bude xt 1y can phai
hiéu 12 mot budc gay dot bi€n, theo sau 1a buGe sang loc/chon loc), nhung t6t
hon 1a khong 16n hon 20, hoac khong 16n hon 10, hoac khong 16n hon 5, buéc
xit 1§ (hodc budc sang loc/chon loc) dugc thuc hién. & thé dot bién dugc wu tién
theo sdng ché, it hon 1%, hoac it hon 0,1%, it hon 0,01%, it hon 0,001% hoac
tham chi it hon 0,0001% nucleotit trong bd gen vi khuin da dugc thay béng
nucleotit khac, hoac bi khuyét, so v6i chiung bd me.

Trong ban mo ta ndy, thuat ngit “bién di” c4n phai hiéu 1a ching twong
duong v€ mat chiic nang véi chung theo sang ché, vi du nhw, c6 cac dac tinh (vi
du nhu lién quan dén do nhét, do ciing gel, hau vi, huong vi, qua trinh axit héa
sau d6, toc do axit héa, va/hoic do manh clia thé thuc khuén) vé€ co ban giong
-hodc cai tién so véi chiling theo sang ché. C4c bién di nay, c6 thé dugc x4dc dinh
bang cich sir dung cac k¥ thuat sang loc thich hop, 1a mot phan ciia sdng ché.

Viéc sit dung thuét ngit "mot" va cdc tir tuong ty trong ndi dung cla ban
mo ta sang ché (dic biét 1a trong nodi dung ctia phin yéu cau bao ho kém theo)
- duoc hiéu 12 bao ham ca s6 it 14n s6 nhiéu, trir khi ¢6 chi dan khéc trong ban mo
ta hodc miu thudn mot cich rd rang véi ndi dung ban mo ta. Cac thuat ngit "bao
gdm", "c6", "gdm" va "chita" dugc hiéu nhu 1a thuat ngit khong gidi han (tic 13,
c6 nghia "bao gébm, nhung khong chi giGi han &,") trir khi c¢6 chi dan khéc. Viéc
néu cic tri sO riéng r& nam trong khoang nay, trir khi c6 chi din khéc trong ban
mo ta, va méi tri s6 riéng 1& dugc két hop vao ban mo ta nhu thé né duge néu
mot cdch riéng ré€ trong ban mo ta nay. Tt ca cdc phuong phap dugc mo ta
trong ban mo ta nay c6 thé duoc thuc hién theo trinh tu thich hop bét ky trir khi
¢6 chi dan khéic trong ban mo ta hoac miu thun mot cach rd rang véi noi dung
ban mo ta. Viéc st dung vi du bat ky va tat ca cac vi du, hoac ngdn ngit dugc

-7-



24154

18y 1am vi du (vi di;, "nhu") dugc néu trong ban mo ta nay, chi nham minh hoa
10 hon siang ch€ va khong nham giéi han pham vi ctia sing ché trir khi c6 chi
dan khéac. Khong c6 cich dién dat nao trong ban mé ta duoc hiéu 1a chi ra yéu
t6 khong duoc bao ho bat ky can thi€t dé thuc hién sdng ché.

Viéc thuc hién va cdc khia canh clia sang ché&

D-xycloserin (D-4-amino-isoxazolidon) 1a thu6c khéng sinh tc ché
alanin raxemaza, D-alanyl-D-alanin ligaza, D-alanylalanin syntaza va D-alanin
permeaza gy ra su phan giai t& bao. D-alanin raxemaza 1a can thiét dé san xuat
D-alanin — mot phan khong thé thi€u cla 16p peptidoglycan clia thanh t& bao.
Thé dot bién cia Mycobacterium khang D-xycloserin san sinh D-alanin qué
muc nhd viéc gia ting sy biéu hién clia gen D-alanin raxemaza (Caceres va
“dong tdc gia (1997), J. Bacteriol. 179: 5046-5055). Do vay, cic tic gia sing ché
du tinh ring c6 thé phan lap thé dot bién ngiu nhién clia ching vi khudn axit
lactic ma c6 kha nang san sinh D-alanin cao hon. Céc thé dot bién nhu vay duoc
phén lap va dugc mo ta dac trung.

Chuyén gia trong Iinh vuc k¥ thuat nay s& nhan ra ring cic khing sinh
khéc c6 cung phuong thic tic dung hoac cling dich v6i D-xycloserin c6 thé
dugc sir dung riéng 1€ hodc cling véi D-xycloserin dé phan lap thé dot bién
thudc loai dugc néu trong ban mo ta. Vi vay, sang ché nay ciing bao ham viéc
st dung cac khing sinh tuong duong vé mat chic nang nhu vy, nhu céc chét
tic ch€ D-alanyl-D-alanin ligaza hodc D-alanin raxemaza khéc.

Thuat ngit "chat khing sinh twong dwong vé mat chic ning véi D-
xycloserin" dugc sir dung trong ban mo ta nay bao gém hop chét bat ky can trd
qud trinh tong hop D-alanin, qud trinh van chuyén D-alanin vio t€ bao, qué
trinh diéu ch€ D-alanyl-Dalanin tit D-alanin hodc qua trinh két hop D-alanyl-D-
alanin vao don vi két cau cia peptidoglycan polyme. Cic khéng sinh nhu vay
bao gom, nhung khong chi gidi han &, khéng sinh ttic ché cic enzym D-alanin-
raxemaza, D-alanyl-D-alanin ligaza, D-alanylalaninse syntaza va D-alanin
permeaza. Céac khédng sinh twong duong vé mit chiic nang véi D-xycloserin bao
gom, nhung khong chi giéi han &, vancomyxin, O-carbamoyl-D-serin,
alaphosphin va haloalanin.

Pa phat hién ra ring mot s6 thé dot bién khdng D-xycloserin cta
Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus va Streptococcus thermophilus
khi phat trién trong sira tao ra cdu tric cai thién so vé6i chiing bd me déng thoi
duy tri dugc cac dac tinh sinh truéng khéc cia ching b me.

Phit hop v6i nhitng phat hién ddng ngac nhién néu trén, theo khia canh
thit nhét, sing ch€ d¢ cap dén phuong phép thu nhan chiing vi khuén axit lactic
tao ciu tric. Phuong phép nay bao gom cac budc:

a) tao ra vi khuén axit lactic chliing b6 me;
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b) phan 1ap thé dot bi€n khang D-xycloserin va/hoic thudc khéng sinh
tuong duong vé mat chic nang v6i D-xycloserin clia chiing b6 me; va

c) chon loc thé dot bién néu khi phit trién trong sita né tao ra céu tric tot
hon, nhr dugc xdc dinh bdi ing suét cét 16n hon va/hoic do ciing gel 16n hon,
so v6i ching b6 me, bang cach d6 thu dugc ching vi khudn axit lactic tao ciu
trac.

Do vay, theo khia canh thit nhat, sing ch& dé xuat phuong phap thu nhan
thé dot bién vi khuén axit lactic tao ra ing sudt cit va hoac/do ciing gel tang khi
phat trién trong sita, phuong phap nay bao gém cic budc:

a) tao ra vi khuén axit lactic ching b6 me;

b) phan lap thé dot bién khang D-xycloserin va/hodc thudc khéng sinh
trong duong vé mat chitc nang D-xycloserin ctia chiing bé me; va

c) chon loc thé dot bi€n néu né tao ra ciu tric t6t hon, nhu duge x4c
dinh boi ting suat cat 16n hon va/hoac do cing gel 16n hon, so véi chiing b6 me
khi phat trién trong sita, bing cich d6

thu nhan thé dot bién vi khudn axit lactic tao ra tng sudt cit va/hoic do
cing gel tang khi phat trién trong sia.

Viéc tao ra ciu tric t6t hon khi st dung thé dot bién di chon loc so véi
chiing b6 me, nhu dugc xdc dinh boi tng suat cit 16n hon va/hoac do cing gel
16n hon, xdy ra & ca sita nguyén kem va sita c6 ham luong chit béo thap.

Theo mot phuong 4n dugc uu tién, sita 1a sira bo. Tot hon 13, sita 13 sita
bo nguyén kem.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién, chiing vi khuén axit lactic b6 me 1 vi
khuén axit lactic dugc chon tit nhém bao gém Lactobacillus delbrueckii loai
phu bulgaricus va Streptococcus thermophilus. Tuy nhién, viéc sit dung céc vi
khudn axit lactic khdc, nhu vi khudn Lactococcus spp., Streptococcus spp.,
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Pediococcus spp., Brevibacterium spp.,
Enterococcus spp., Propionibacterium spp., va Bifidobacterium spp., ciing 1a
mot phén cla sdng ché.

Theo mét phuong 4n dugc wu tién, thé dot bién thu duoc tir bude & chiing
vi khuén axit lactic b6 me trong/trén moi trudng sinh trudng chia D-xycloserin
va/hodc thuéc khing sinh twong dwong vé€ mat chitc nang D-xycloserin va phan
lap thé dot bién cla ching bd me ma khong bi tiéu diét bdi D-xycloserin
va/hodc thuéc khang sinh trong dwong vé mat chic nang D-xycloserin hoic bj
tiéu diét cham hon déng ké so véi phan 16n céc t€ bao khong dot bién duoc thir
nghiém. Tuy nhién, sdng ch& bao gém nhiing céch phan lap thé dot bién khing
D-xycloserin va/hodc thudc khing sinh twong dwong vé mat chitc ning D-
xycloserin khéc ma chuyén gia trong linh vuc nay da biét. Do d6, chiing b& me

-0-



24154

dugc sir dung trong phuong phap theo khia canh thi nhat ctia sing ché 14 chiing
khong khang D-xycloserin va/hoac thudc khang sinh twong duong vé mit chic
nang D-xycloserin (hodc khdng D-xycloserin va/hodc thudc khang sinh tuong
dwong vé mat chitc nang D-xycloserin kém hon) .

Theo mot phuong 4n, thé dot bién c6 thé 1a thé dot bién ngiu nhién
khang D-xycloserin va/hoac thudc khdng sinh twong duong vé& mit chiic ning
D-xycloserin.

Theo mot phuwong 4n khac, phuong phép theo sdng ché c6 thé bao gom
budc gay dot bién (vi du nhu bang cich diéu tri bang héa chit hoic diéu tri
bing phong xa, hodc bang cdc k¥ thuat di truyén) chiing b me, vi du nhu trudc
hodc trong buéc b.

Do vay, theo mot phuong dn, thé dot bién c6 thé thu duoc bing cich sinh
dot bién ching b6 me bang cic phuong phép vi du nhu diéu tri bing héa chat
hoac di€u tri bang phong xa, hodc thé dot bién thu duoc bing cic ky thuat di
truyén.

Thuat ngit "ciu tric" hoac "vi gidc" c6 nghia 1a tuong tic vé mat vat 1y
va héa hoc ciia san phdm trong miéng.

Céc phuong phdp x4c dinh cau tric cla sita bao gom do tng suit cit (do
nh6t) hodc do citng gel clia sita da 1én men va cdc phuong phédp nay sin cé va
da biét trong linh vuc va dugc néu 1am vi du duéi day.

Thé dot bién dugc chon loc, & budc c), néu né tao ra cu tric t6t hon,
nhu dugc xdc dinh boi ing suét cat 16n hon va/hodc do ciing gel 16n hon, trong
stfa d4 1én men so v6i chiing bé me khi dugc cdy véi ciing mot luong nhu chiing
b6 me, ching han nhu véi luong it nhat 1 10 t€ bao trong mot ml.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién, thé dot bién tao ra do nhét trong sita
dugc do du6i dang tng sudt cat (Pa) & téc do cit 300 1/s cao hon it nhat khoang
5%, cao hon it nhat khoang 10%, cao hon it nht khoang 15%, cao hon it nhat
khoang 20%, cao hon it nhat khoang 25%, cao hon it nhit khoang 30%, cao
hon it nhdt khodng 35%, cao hon it nhat khoang 40%, cao hon it nhit khoing
50%, so vé6i do nhét dugc tao ra bdi ching bé me.

Theo mot phuong 4n uu tién khéc, thé dot bién tao ra do cting gel trong
sita cao hon it nhat khoang 5%, cao hon it nhit khoang 10%, cao hon it nhit
khoing 15%, cao hon it nhét khoang 20%, cao hon it nhat khoang 25%, cao
hon it nhét khoang 30%, cao hon it nhat khoang 35%, cao hon it nhét khoang
40%, cao hon it nhét khoang 50%, so véi do cling gel dugc tao ra boi chiing bs
me.

Tat hon 13, thé dot bién tao ra do nhét trong sita bd nguyén kem duge bd
sung 2% sita bot gdy 16n hon khodng 105Pa dugc do duéi dang tng sudt cit
(Pa) & toc do cat 300 1/s sau 12 gid sinh trudng trong sita & 37°C khi dugc cdy
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v6i luong it nhét 12 10* t& bao trong mot ml sita trong trudng hop ching
Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus va 16n hon khoang 75Pa dugc do
duéi dang dng suét cat (Pa) & toc do cat 300 1/s sau 12 gid sinh trudng trong
stta & 37°C khi dugc cdy véi lugng it nhat 1a 10* t€ bao trong mot ml sita trong
truong hop ching Streptococcus thermophilus.

Theo mot phuong 4n duge wu tién, thé dot bién tao ra do ciing gel trong
sita bd nguyén kem dugc bS sung 2% sita bot gdy 16n hon khoang 80Pa sau 12
gid sinh trudng trong sita & 37°C khi dugc cdy vé6i luong it nhat 1a 10* t€ bao
trong mot ml sita trong truong hop chliing Lactobacillus delbrueckii loai phu
bulgaricus va 16n hon khoang 140Pa sau 12 gi¢ sinh trudng trong sita & 37°C
'khi dugc cdy véi luong it nhat 12 10* t€ bao trong mot ml sita trong trudng hop
chiing Streptococcus thermophilus.

Theo khia canh thit hai, séng ch€ dé xuat ching vi khuén axit lactic c6
thé thu dugc theo phuong phép theo khia canh thit nhat ctia sdng ché.

Theo mot phuong 4n dugc uu tién, ching vi khudn axit lactic 1a chling
duogc chon tir nhém bao gém Lactobacillus delbrueckii 1oai phu bulgaricus va
Streptococcus thermophilus.

Theo mot phuong 4n wu tién khéc, ching vi khuén axit lactic tao ra do
nhét trong sita bd nguyén kem dugc bo sung 2% sita bot gdy 16n hon khoang
105Pa duoc do duéi dang iing suit cét (Pa) ¢ toc do cat 300 1/s sau 12 gid sinh
trudng trong sita ¢ 37°C khi dugc cdy véi lugng 10* t€ bao trong mot ml sita
trong truong hop chung Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus va 16n
hon khoang 75Pa duoc do duéi dang dng suat cit (Pa) & téc do cit 300 1/s sau
12 gid sinh trudng trong sita & 37°C khi dugc cdy véi luong it nhat 10* t€ bao
trong mot ml sita trong trudng hop ching Streptococcus thermophilus.

T6t hon 13, chling vi khudn axit lactic tao ra do cing gel trong sita bd
nguyén kem dugc b6 sung 2% sita bot gy 16n hon khoang 80Pa sau 12 gid sinh
trudng trong sita & 37°C khi dugc cay véi luong it nhat 10* t&€ bao trong mot ml
sita trong trudng hop ching Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus va
16n hon khoang 140Pa sau 12 gio sinh trudng trong sita & 37°C khi dugc cay véi
lugng it nhat 10* t& bao trong mot ml sita trong trudng hgp chiing Streptococcus
thermophilus.

Theo khia canh thit ba, séng ché dé xuat ching vi khuén axit lactic thudc
loai Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus, dugc chon tir nhém bao
gom: chung CHCC12944, da dugc luu git tai Deutsche Sammlung von
Mikroorganimen und Zellkulturen véi s6 truy nhap DSM 24019, chling
CHCC12945, da dugc luu giir tai Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen vé6i s truy nhap DSM 24020, va thé dot bién va céc bién di
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ctia chiing. Thé dot bi€n va céc bién di nay c6 cac dac tinh ing sudt cat va/hoac
do ciing gel cua chung da luu giit ma tir d6 chiing dugc tao ra.

Theo khia canh thit tu, sing ché dé xuat ching vi khuén axit lactic thudc
loai Streptococcus thermophilus, dugc chon t nhém bao gom: chung
CHCC13235, da duoc luu giit tai Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen véi s@ truy nhap DSM 24010, chung CHCC13236, da dugc luu
giit tai Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen véi s6 truy
nhap DSM 24011, va thé dot bién va c4c bién di cha ching. Thé dot bién va cc
bién di nay c6 cic dic tinh @ng sudt cat va/hodc do cling gel cla chung tir da
Iru git ma tir d6 ching dugc tao ra.

Theo khia canh thit nam, sang ché dé xudt ching vi khudn axit lactic
thuoc loai Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus khang D-xycloserin
va/hodc thudc khang sinh twong duong vé mat chitic niang c6 dac tinh d6 cing
gel va/hoidc ting sudt cit giong hodc cai thién so véi ching CHCC12944, da
duoc luu giit tai Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
v6i s6 truy nhap DSM 24019 hoac chung CHCC12945, da dugc luu giir tai
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen véi s6 truy nhap
DSM 24020.

Theo khia canh thtt sdu, sang ché dé xuét ching vi khuén axit lactic
thuoc loai Streptococcus thermophilus khang D-xycloserin va/hoac thudc khang
sinh twong dwong vé mat chitc nang c¢6 dic tinh do cing gel va/hoac tng suat
cat giong hodc cai thién so vdi ching CHCC13235, da dugc luu gift tai
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen véi s6 truy nhap
DSM 24010 hoac ching CHCC13236, da dugc luu giir tai Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen véi s6 truy nhap DSM 24011.

Theo khia canh thit bdy, sdng ch& dé xuit ché phdm chita ching vi khuén
axit lactic theo cdc khia canh tir khia canh thd hai dén khia canh thi sau cua
sdng ché.

Theo mot phuong 4n, sdng ché dé xudt ché phdm bao gom:

i) chiing thudc loai Streptococcus thermophilus theo khia canh thit hai,
thit bon hoic khia canh thit sdu clia sing ché; va

ii) chung thuoc loai Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus theo
khia canh thit hai, ba hoac khia canh thit nam cta sang ché

& dang hén hop hoidc ¢ dang kit nhiéu thanh phan.

Theo mot phuong 4n, tot hon 1a ché phdm nay bao gom it nhat 10° CFU
(don vi hinh thanh t&€ bao) cta chung thudc loai Lactobacillus delbrueckii loai
phu bulgaricus; va it nhat 10" CFU cua ching thuoc loai Streptococcus
thermophilus. Theo mot phuong 4n khdc, ch€ phdm nay bao gom it nhét 10"
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CFU (don vi hinh thanh t€ bao) cia ching thudc loai Lactobacillus delbrueckii
loai phu bulgaricus; va it nhat 10" CFU ctia ching thudc loai Streptococcus
thermophilus.

Theo mot phuong 4n dugc wu tién, ché phdm nay c6 thé c6 1oi néu dugc
dung lam giong khaéi dong, va & dang dong lanh, dong-kho hodc dang 1ong.

Theo khia canh thi tdm, sdng ch&€ d€ cap dén phuong phap san xudt san
phdm sita, nhu sin pham sita 1én men, bao gdm budc 1én men co chat sita bing
ching vi khuin axit lactic theo khia canh bat ky trong s6 c4c khia canh tit khia
canh thit hai dén khia canh thit sdu clia sing ché& hodc ché phdm theo khia canh
thit bay cia sdng ché, bing cach d6 thu dugc san pham sita.

Nho d6, san phdm sita dugc san xudt theo phuong phép nay tuong iing
chita chiing vi khuén axit lactic theo khia canh bdt ky trong s6 céc khia canh tix
khia canh thit hai dén khia canh thit sdu clia sang ché& hodc ching vi khudn axit
“lactic ctia ch€ pham theo khia canh thit bay clia sing ché.

Theo phuong phdp nay, co chat sita c6 thé dugc lén men bing chiing
theo sang ché, nhu ching thudc loai Streptococcus thermophilus truGe, trong,
hodc sau khi lén men bang ching theo sing ché, nhu ching thudc loai
Lactobacillus.

Hon nita, phuong phdp nay c6 thé bao gébm budc bd sung enzym vio co
chat sita trudc, trong va/hoac sau khi 1én men, nhu enzym dugce chon tir nhém
bao gém: enzym c6 thé lién két chéo véi cc protein, transglutaminaza, aspartic
proteaza, chymosin, va rennet.

Theo khia canh thit chin, sdng ch& dé xuit san phdm sita, nhu san phdm
stta 1én men (vi du nhu sita chua hoac kem sita) hoac phomat (vi du nhu phomat
tuoi clia pasta filata), c6 thé thu dugc theo phuwong phép theo khia canh thit tim
cua sang ché.

Sén phidm sita bao gom vi khu4n axit lactic.

Sén phdm sita c¢6 thé tuy ¥ chita thanh phin duoc chon tir nhém bao gém:
nuGc qua co dic, sird, giong vi khudn probiotic, chét tao mau, chat 1am dic,
chat tao huong, va chit bdo quan; va/hodc tuy ¥ & dang san phdm kiéu khudy,
san phdm truyén thong, hodc san phdm udng duoc.

Theo khia canh thit mudi, sing ch€ dé xudt san phdm sita chita chling vi
khuin axit lactic theo khia canh bat ky trong s6 cac khia canh tit thit hai dén thit
sdu cua sang ché.

Theo khia canh thd mudi mot, sdng ché dé cap dén viéc sit dung ching
vi khuén axit lactic theo khia canh bat ky trong s6 cic khia canh tir thit hai dén

thit sdu dé san xuét sin phdm sita 1én men.

Sang ché€ dugc minh hoa r6 hon béi phan vi du khong gidi han sau day.
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Vi du thuc hién sang ché

Vi du 1: St dung D-xycloserin dé phan lap thé dot bién & Lactobacillus
delbrueckii loai phu bulgaricus c6 cac dic tinh Iuu bién duoc cai thién.

Vit liéu va cic phuong phép
Chiing
Lactobacillus delbrueckii 1oai phu bulgaricus CHCC13995

Lactobacillus delbrueckii 10ai phu bulgaricus CHCC12944 (thé dot bién
khiang D-xycloserin cia CHCC13995)

Lactobacillus delbrueckii 1oai phu bulgaricus CHCC12945 (thé dot bién
khang D-xycloserin cia CHCC13995)

Phan ldp thé dot bién

Dé phan lap thé dot bién cha chiing Lactobacillus delbrueckii 1o phu
bulgaricus CHCC13995, t&€ bao bat nguén tir mot khudn lac duy nhét duge cay
vao moi trudng canh MRS chita D-xycloserin v6i lugng nim trong khoang tir
50-100 pg/ml va dugc cho phit trién dén mic t6i da. C4c t€ bao dugc pha loang
va dugc dua 1én dia MRS va céc khudn lac dugc sang loc dua trén kha nang
phat trién trén dia vi dinh phan véi su c6 mat clia D-xycloserin v6i lugng nam
trong khoang tir 50-100pug/ml. Thong thudng, 25% khuén lac thu duoc dugc x4c
dinh 1a céc khudn lac phét trién nhanh véi sy c6 mit clia D-xycloserin. Cic
khuan lac nay dugc chon dé nghién ctu tiép. Thé dot bién khéng D-xycloserin
da chon loc dugc tinh ché ti€p va dugc dénh gis kha nang phit trién trén sita.
Trong qua trinh nay, quan sit thdy rang mot s thé dot bién tao ra céu tric t6t
hon ddng k€ so v6i chiing bé me trong cic diéu kién nhu viy.

Luu bién hoc

Thuc hién phan tich Ivu bién hoc trén luwu bién k& StressTech do
ReoLogica Instruments AB, Sweden cung c4p, sau khi sinh trudng trong moi
trudng sita bo nguyén kem c6 bd sung 2% sita bot giy.

Két qua

Hai din xuét thé dot bién cia CHCC13995, c¢6 tén CHCC12944 va
CHCC12945, tao ra cdu tric t6t hon déng ké v6i ing sudt cit (d6 nhét) ciing
nhur do ciing gel gia tang so véi chiing bé me. Diéu nay 1a hién nhién chi bing
cach khudy pipet trong sita 1én men. Hon nifa, quan sat thiy ring lugng nuéc
sfa clia cdc thé dot bién khéc nhau 13 khdc nhau va luong nuéc sita nay tré
thanh mot trong s6 cdc thong s6 dugc ding dé chon loc thé dot bién dé nghién
cttu ti€p (xem Bang 1 dudi day). Thé dot bién dugc chon 1a nhing thé dot bign
c6 mic dong tu thap: thé dot bién 1 va thé dot bien 11 trong vi du dusi day
(Bang 1) twong dng véi thé dot bién CHCC12944 va CHCC12945, tuong Gng.
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Bang 1: Thé dot bién 1 va thé dot bién 11 dugc chon trong s6 20 thé dot bién,
do thé tich nudc sita tao ra la thdp. Cac 6 trong 1a thé dot bién khong gy dong
tu sita. 2 thé dot bién dugc xdc dinh 1a CHCC12945 va CHCC12944, tuong tng.

Thé | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 [ 12 |13 |14 |15 |16 | 17 [ 18 | 19 | 20
dot ‘
bién

ml 4 |16 | - 17 | 8 8 | 10522 |- 16 | 7 5 15 | 32 [ 11 | - 16 | 20

~ ml nuéc sita sau khi sinh trudng trong 24 gi® trong 100ml sita B & 43°C

Cac thit nghiém luu bién thuc hé trg cho viéc quan sit do dic ting lén
(Bang 2 va Hinh 2 va 3). Su gia ting do cing gel ctia thé dot bién CHCC12945
va CHCC12944 nim trong khoang tir 52% dén 59%. Ung suit cit ciing cao hon
nhung khong nhiéu nhu 1a d6i véi do cing gel (Bang 2 va céc hinh 2 va 3).

-Bang 2

Mau Ung suit cit (Pa) & toc do cét 300 Do cing gel 6 1HZ (Pa)
1/s
CHCC13995 99 58,55
CHCC12945 108,5 93,20
CHCC12944 108 89.05

Mot di€u 12 luu bién dugc cai thién nhung thé dot bién nay s& kém hdp
dan néu céc dac tinh quan trong khic nhu su axit héa bi anh hudng. Dit kién
axit héa khi sinh trudng trong sita bd nguyén kem c6 bd sung 2% sita bot giy &
43°C clia thé dot bién dugc chon loc 1a twong tw nhu dit kién axit héa ctia chiing
b6 me twong tng (Hinh 1).

Két luan

Thé dot bién Lactobacillus delbrueckii loai phu bulgaricus D-xycloserin
néu trong ban mo ta c6 thé dugc két hop vao giéng cdy, ching han nhu gidng
khéi dong, tao ra cu tric t6t hon mong muon.

Vi du 2: Sit dung D-xycloserin dé phan lap thé dot bién cia Streoptococcus
thermophilus c6 cac dac tinh Iuu bién hoc dugc cai thién.

Vat liéu va cic phuong phap
Chiing
Streptococcus thermophilus CHCC13994
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Streptococcus thermophilus CHCC13236 (thé dot bién khang D-
xycloserin cia CHCC13994)

Streptococcus thermophilus CHCC13235 (thé dot bién khing D-
xycloserin cia CHCC13994) '

Phan ldp thé dét bién:

Pé phan lap thé dot bién cla Streptococcus thermophilus CHCC13994,
t& bao bat nguén tir mot khudn lac duy nhat dugc cdy vao moi trudng canh
M17+2% lactoza chita D-xycloserin v6i luong ndm trong khoang tix 50-
70ug/ml va dugc cho phat trién dén mic t6i da. Céc t&€ bao dugc pha loang va
duoc dua lén dia M 17+2% lactoza va cdc khuén lac dugc thu nhéan va sang loc
trén dia vi chuidn do dua trén kha ndng sinh truéng véi su c¢6 mat cua D-
xycloserin v6i lugng ndm trong khoang tir 50-70pg/ml. Thong thuong, 25%
khuén lac thu dugc dugc x4c dinh 13 cic khudn lac phét trién nhanh véi su c6
mit cha D-xycloserin. Cic khudn lac nay dugc chon dé nghién ctu ti€p. Thé
dot bién khang D-xycloserin chon loc dugc tinh ché ti€p va dugc danh gia kha
nang phat trién trén sita. Trong qu4 trinh dénh gid, quan sit thiy mot s6 thé dot
bién tao ra cau tric tot hon dédng ké so vé6i chiing b6 me trong cic di€u kién
nay. Luong nudc sita cling dugc do nhu 1a chi s6 cho thay do cing gel cao hoac
thép.

Luu bién hoc

Thuc hién phan tich luu bién hoc trén luu bi€n k& StressTech do
- ReoLogica Instruments AB, Sweden cung cép, sau khi sinh trudng trong sita bo
nguyén kem c6 bd sung 2% sita bot gdy.

Két qua

Hai din xudt thé dot bién cia CHCC13994, c6 tén CHCC13235 va
CHCC13236, tao ra c4u triic t6t hon so vé6i chliing bd me. Diéu nay 1a hién nhién
chi bing cach khudy pipet trong sita 1én men. Hon nita, quan sat thdy ring
luong nuéc sita cha cac thé dot bién khac nhau 1a khic nhau va lugng nudc sita
ndy try thanh mot trong s6 cic thong s6 dugc ding dé chon loc thé dot bién dé
nghién citu tiép (xem Bang 3 duéi day). Thé dot bién dugc chon, s6 9 va s6 13
trong bang 3, 13 hai thé dot bién c6 mic dong tu thdp. Hai thé dot bién nay
tuong tng 1a CHCC13236 va CHCC13235.

Béng 3: 2 thé dot bién s6 9 va s6 13 dugc lua chon trong s6 20 thé dot bién.

Thé | 1 2 3 4 516 7 8 9 |10 {11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 | 18 |19 | 20
dot
bién

ml 12 {20 (10 |55|7 {10 (75|12 |7 |22 ]65]- 6,5 |7 7516 10 | 10 | 5 6

ml néc sita sau khi sinh trong trong 24 gid trong 50ml sita B & 37°C.

-16-




24154

Cac thlr nghiém luu bién thuc hé trg cho viéc quan sat do dic ting lén
(Hinh 4 va Hinh 5). Thé dot bién CHCC13236 c6 ting suit cat ting 15% va do
cimg gel tang 19%, trong khi thé dot bién CHCC13235 chi thé hién su gia ting
v€ do cing gel (23%) (Bang 4).

Bang 4

- Mau Ung suit cit (Pa) & t6c do cit 300 1/s | DO cing gel & 1HZ (Pa)
CHCC13994 69,6 136,6
CHCC13236 79,7 162,5
CHCC13235 64,9 167,3

Lién quan dén kha nang axit hoa, dit kién nay ctia thé dot bién da chon
loc 1a giong véi dit kién cta chiing bé me (dit liéu khong dugc chi ra).

Két luan

Thé dot bién Streptococcus thermophilus D-xycloserin néu trong ban mo
ta c6 thé dugc két hgp vao giong cdy, ching han nhu giong khéi dong, tao ra
ciu tric t6t hon mong muon.

Vi du 3: St dung thé dot bi€n S thermophilus va Lb. delbrueckii loai phu
bulaaricus D-xycloserin dé ché bién san phdm sita Ién men.

Stta chua dugc tao ra béi hén hop gém S. rthermophilus va Lb.
delbrueckii loai phu bulgaricus, dugc tron & ty 1€ 9:1 va dugc cdy vao sita bd
nguyén kem c6 b6 sung 2% sita bot gdy. Mot hén hop géom ching bs me
CHCC13994 va CHCC13995; hén hgp thit hai géom thé dot bién khing D-
xycloserin cta S. thermophilus 1a CHCC13236 va thé dot bién khing D-
xycloserin ciia Lb. delbrueckii loai phu bulgaricus 1a CHCC12945 va hén hop
thd ba gém thé dot bién khang D-xycloserin ctia S. thermophilus 1
CHCC13235 va thé dot bién khang D-xycloserin clia Lb. delbrueckii loai phu
bulgaricus 1a CHCC12945.

Khi so sénh qud trinh axit héa giita ba hén hop nay, nhan thdy riang hén
hop gbém hai thé dot bién c6 do pH cuéi cao hon mot chit so véi hén hop gém
cac ching b6 me (dir lieu khong dugc chi ra). Khudy bang thia cho thdy san
phdm dugc tao ra boi thé dot bign khang D-xycloserin c6 tinh chiu khufy tang
déng ké so v6i san phdm duoc tao ra bdi chiing bé me. Ngoai ra, sita chua tao ra
duoc xem 12 c6 cau tric min hon va vi tuoi hon khi duge danh gia bdi ba doi
tuong.

Luru giit va giai phdp chuyén mon
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Cac ching CHCC12944, CHCC12945 va CHCC13995 cua Lactobacillus
delbrueckii loai phu bulgaricus dugc luu giit tai DSMZ (Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124
Braunschweig, Germany) véi s6 truy nhip teong tng DSM 24019, DSM 24020,
va DSM 24021 ngay 22 thang 9 nam 2010.

Cac chang CHCC13235, CHCC13236, va CHCC13994 cula
Streptococcus thermophilus dugc luu gilt tai DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124
Braunschweig, Germany) véi s6 truy nhip tuong \ing DSM 24010, DSM 24011,
va DSM 24012 ngay 22 thing 9 nam 2010.

Viéc luu gitt duge thuc hién theo hiép udc Budapest vé Nhan dang luu
giit vi sinh vat quoc t€ cho muc dich xit 1y sang ché€ (the Budapest Treaty on the
International Recognition of the Deposit of Microorganisms for the Purposes of
Patent Procedure).

Nguoi nop don yéu cau mau vi sinh vat da luu giit chi duoc c;ung cép cho
chuyén gia véi su dong § ctia Nguoi nop don.
Tai liéu tham khao

Tytgat et al. (2009), Curr. Med. Chem. 16(20) : 2566-2580.

Caceres et al. (1997), J. Bacteriol. 179: 5046-5055.

Holtje (2004), The Desk Encyclopedia of Microbiology: 239-258.

Toan bo ndi dung ctia tit ca cic tai liéu trich dan trong tu liéu patent nay
dugc két hop vao day bang cich vién dan.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phdp thu nhan ching vi khudn axit lactic tao cu triic, phuong phép
nay bao gdm cac budc:

a) tao ra vi khuén axit lactic ching b6 me;

b) phan lap thé dot bién khdng D-xycloserin va/hoac thudc khiang
sinh tuong duong vé€ mat chiic nang ciia ching bd me nay, trong d6 thudc
khéng sinh tuong dwong vé mat chic nang la chét c ché D-alanin raxemaza; va

c) chon loc thé dot bién néu no tao ra ciu tric t6t hon, nhu duge xac
dinh béi ing sudt cit 16n hon va/hoac do cing gel 16n hon, so véi ching bé me
khi phét trién trong sita.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 thé dot bién dugc lva chon & bude c) néu
né tao ra dng sudt cit 16n hon it nhit 5% so véi tng sudt cit dugc tao ra bai
chling b me.

3. Phuong phdp theo diém bit ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 thé dot
bién dugc lua chon & buGe ¢) néu né tao ra do cing gel 16n hon it nhat 5% so
v6i do cing gel dugce tao ra boéi chiing bo me.

4. Phuong phép theo diém bit ky trong sd cdc diém néu trén, trong d6 budc b)
bao gém viéc U ching vi khuén axit lactic b6 me trong/trén moi trudng sinh
trudng chita D-xycloserin va/hodc thudc khang sinh twong duong veé mat chitc
niang va phan lap thé dot bién clia chiing b6 me ma khong bi tiéu diét bdi D-
xycloserin va/hodc thuéc khéng sinh twong duong v€ mat chitc nang, trong do
thuSc khang sinh tuong duong vé mit chitc nang can tr& qué trinh téng hop D-
alanin, can tr& qua trinh van chuyén D-alanin vao t€ bao.

5. Phuong phap theo diém bdt ky trong s& cdc diém néu trén, trong d6 thé dot
bién 1a thé dot bién ngiu nhién.

6. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém tix 1 dén 4, trong d6 phuong
phdp nay con bao gébm budc gay dot bién chiing bd me truée hodc trong budc
b).

7. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cdc diém néu trén, trong d6 ching vi
khuén axit lactic b6 me 1a chiing dugc chon tir nhém bao gébm Lactobacillus
delbrueckii loai phu bulgaricus va Streptococcus thermophilus.

8. Chung vi khudn axit lactic thuoc loai Lactobacillus delbrueckii loai phu
bulgaricus, dugc chon tir nhém bao gom ching CHCC12944 da dugc luu giit tai
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen véi s truy nhép
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DSM 24019, chiing CHCC12945 da dugc luu git tai Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen véi so truy nhap DSM 24020.

9. Chang vi khudn axit lactic thudc loai Streptococcus thermophilus, dugc chon
tir nhém bao gom chung CHCC13235 da duoc luu gitt tai Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen v6i s6 truy nhap DSM 24010, ching
CHCC13236 da dugc luu gilr tai Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen véi s6 truy nhap DSM 24011.

10. Ché phdm chita chiing vi khudn axit lactic theo diém bét ky trong s6 cic
diém tir 8 dén 9.

11. Ché phdm theo diém 10 chita, & dang hén hop hodc & dang kit nhiéu thanh
phan:

1) chung thudc loai Streptococcus thermophilus theo diém 9; va

i1) chiing thudc loai Lactobacillus delbrueckii 1oai phu bulgaricus
theo diém 8.

12. Ché€ phdm theo diém bét ky trong sd cdc diém tir 10 dén 11, trong d6 ché
phdm nay c6 thé ding 1am giéng khéi dong, va & dang dong lanh, dong-kho
hoac dang 16ng.

13. Phuong phdp san xudt san phdm sita, bao gém buGc 1én men co chat sita
bang chiing vi khuén axit lactic theo diém bét ky trong s6 céc diém tir 8 dén 9,
hodc ché pham theo diém bat ky trong s6 cdc diém tir 10 dén 12.

14. San pham sita chita chiing vi khudn axit lactic theo diém bat ky trong s6 céc
diém tir 8 dén 9.
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Hinh 1
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410

ting sudt cat & 300 1/s (Pa),
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CHCC13985 CHCC 12945 CHCC12944
Hinh 2

Do cling gel & 1 HZ'(Pa”)j

CHCC13995 CHCC12945 CHCC12844

Hinh 3
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