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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap san xuat bot té bao vi khuan dong kho trong do
huyén phu cua té bao vi khuan duoc tao huyén phu trong dung dich sacarit gdm vi khuan
axit lactic va/hodc bifidobacterium, dugc 1am dong khé dé thu duoc bot té bao vi khuan
dong kho, va trong do sacarit 13 duong trihaloza va sucroza, va ndng d6 mdi dudng
trihaloza va sucroza trong huyén phu trudc khi 1am déng lanh c¢6 khéi lugng khong it hon
4.5%. Bot té bao vi khuan dong kho thich hop cho qua trinh bao quan 1au dai va c6 thé thu
dugc nho qua trinh dong kho hi¢u qua.
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Linh vie ky thuat dwgc dé cap

Sang ché dé cap dén bot t& bao vi khuan dong kho va phuong phap san xut bot
té bao vi khudn dong kho nay. Cu thé 13, sang ché dé cap dén bot té bao vi khudn dong
kho c6 thé bao quan lau dai ngay ca & diéu kién nhiét d6 cao va phuong phap san xuat

bot té bao vi khudn déng kho nay.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Nhitng chiing vi khuén c6 chirc ning probiotic (Igi khudn) 1a d6i tuong ngay céﬁg
dugc quan tdm trong sudt nhimg nim qua, va thudc phong bénh, dya trén sy cai thién
va binh thudng héa hé tiéu hoa bing cach sir dung nhitng vi sinh vat nay, va ciing dua
trén hoat dong didu hoa mién dich di kém, da duoc phat trién. Trong sd nhitng vi sinh
vat d6, vi khudn axit lactic va bifidobacteria, con duoc goi la céc vi sinh vat probiotic,
dugc sir dung trong nhiéu loai thuc pham tir xa xua. Cac chirc ning clia chiing ngay nay
phat trién manh mé& hon trudc kia, va viéc phét trién ching dudi dang san pham két hop

v6i nhitng chtrc ndng méi cling dang dugc thuc hién.

Nhiéu nhém thuc phdm ché bién sin c6 chira nhitng vi sinh vét nay da dwoc phét
trién vi nhitng muc dich nhu trén, d6 1a dé cai thién va binh thudng héa hé tiéu hoa, tuy
nhién nhiéu nd luc cling dugc thyc hién dé st dung thun loi va hiéu qua hon. Sita chua
1a vi du dién hinh vé& m6t trong nhitng nhém thuc phdm nay, nhung cic vi sinh vat nay
cling dang dugc st dung dudi dang bot dé st dung thudn tién hon. Bot t€ bao vi khuén
nay ciing c6 thé duoc sir dung 1am nguyén liéu ban ddu méi ma 1am cho qua trinh san
xuit thue phim ché bién sdn don gian va d& dang, va do d6 bot t bao vi khudn nay rat

hitu dung.

Tuy nhién, khi céc vi sinh vat ndy duoc chuyén thanh dang bot thi tac dung c6
loi ctia chung khong thé nhan biét dugc trir khi c6 it nhat mot luong @du vi sinh vat thuc
té con séng tai thoi diém st dung hoac san xuét thuc phém c6 str dung céc vi sinh vat
nay. Do d6, mong muén c6 nhitng phuong phép bao quan vi sinh vat hidu qua va phuong
phap san xudt bot t& bao vi khuan dé dang bing cach sir dung cac vi sinh vat ndy. Vi du,

mong mudn c¢é phuong phép cai thién kha ning sdng sét ctia vi sinh vat khi ching duogc
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dong kho.

Cho dén nay, rt nhiéu nghién ctru da dugc thuc hién nhim theo dudi nhitng muc

dich nay.

Vi dy, don yéu cu cip patent Nhat Ban s6 H5-186337 (JP H5-186337 A) huéng
tGi viée cai thién tinh tan trong rudt ddng thoi ngan chat 1ong hoa tan trong da day bing
cach sir dung k¥ thuat bao quan 16p phu va su két hat cta vi khudn hiru dung nhu vi
khudn axit lactic va bifidobacteria, v.v. ma c6 thé bi tiéu diét do axit hogc nhiét d¢ cao.
Cu thé, hat dugc tao ra tir céc chét c6 hoat tinh sinh ly bing cach st dung 16p phi 3 ting

trong d6 sacarit duoc str dung cho mot tng

Dé cai thién kha ning séng sét ctia vi khudn thudc chi Bifidobacterium, don yéu
cau cip patent Nhat Ban s6 H11-137172 (JP H11-137172 A) d xuét phuong phap theo
d6 yéu t6 ting cuong kha ning sdng s6t ma chira sacarit duge chon tir glyxerol/glyxerin,
xylitol, adonitol, arabitol, and mannitol duoc bd sung vao mdi trudong nudi cdy. Muc
dich ctia phuong phap nay 1a @& duy tri kha ning sng sét va téng s té bao (tic 13,
luong t& bao con sdng) trong qua trinh bao quan trong diéu kién hao khi va/hodc diéu
kién d6 pH thép. Cu thé, muc dich chinh cta k¥ thuat nay la dé cai thién ty 1€ séng sot

trong hé mdi trudng nudi cay.

Tuong ty, Pon yéu ciu cip patent Nhat Ban s6 2001-64189 (JP 2001-64189 A)
dé xuét ché phdm vi khuén axit lactic hoa tan trong rudt, c6 d6 6n dinh lau dai tdt, khang
axit tt, va kha ning hoa tan trong rudt t6t, thu dugc bang cach trén polyglyxerol/este
clia axit béo trong bot € bao vi khuén axit lactic. Muc dich chinh ctia ky thuét nay 1a dé

bao quan va duy tri khoe manh trong diéu kién cu thé.

Mat khac, k¥ thuat khac ciing dugc phat trién dé cap dén viéc cai thién kha ning
sdng s6t ctia vi khuén trong bao quan cryo (tirc 1a: bao quan dong lanh) va bao quan
dong kho.

Vi du, v6i muc dich giéi thiéu phuong phép san xuét cho thay ty 1& t& bao séng
sOt cao va ty 18 t& chét hodic hu hai bao chét it khi dong lanh hodc dong kho, phuong
phap dong kho duge boc 16 trong don yéu céu cp patent Nhat Ban sé H7-313140 (JP
H7-313140 A) trong d6 hydrolyzat chita mot phin polisacarit c6 ngudn goc tir bot
konjac duoc thém vao dich phéan tin té bao long ctia vi khudn axit lactic. Hydrolyzat

chira mét phan polisacarit c6 khdi lwong phén tir riéng ma thu dwoc do su phéan hiy
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bing enzym, va qua san xuat né yéu cu quy trinh phirc tap. Ngoai ra, muc dich chinh
ctia k¥ thuat nay 1a dé cai thién ty 1& séng sot trong qua trinh dong lanh va lam tan, va
dé& xuit hoic tham chiéu t6i ty 1& sbng st sau bao quan cia bot té bao vi khuin déng

kho dugce san xuat theo sang che nay 1a hoan toan khong dugc de cap den.

Pon yéu ciu cip patent Nhat Ban s6 2001-327280 (JP 2001-327280 A) d& xuét
dung dich bao quan dé dat dugc ty 1€ séng s6t va hoat tinh cua t€ bao vi khun cao, ngay
ca sau khi t& bao vi khuin d6ng lanh dugc 1am tan. Dung dich bao quan cryo cua té bao
vi khudn nay chira cc thanh phan c6 hiéu qua nhu trihaloza va/hoic polyetylen glycol.
Két qua 13, dung dich bao quan nay c6 kha ning dic trung 12 han ché t€ bao chét trong
qué trinh d6ng lanh va c6 thé st dung ngay sau khi 1am tan. K¥ thuat nay dé cap dén hé
thdng chira nude va cu thé 14 giai quyét cac van dé trong qué trinh 1am tan sau khi déng
lanh.

Twong tu, trong don yéu cau cp patent Nhat Ban s& 2005-52100 (JP 2005-52100
A), Lactobacillus fermentum, dugc tao thanh dang bt duoc say phun béng cach phu
16p boc bao vé chira duong va tinh bdt. K§ thudt nay 1a k¥ thuat co ban hudng téi viée

cai thién kha nang song s6t cua t& bao vi khuan trong sudt qua trinh say phun.

Hon nita, d6 6n dinh bao quan ¢ trang thai kho dugc cai thién theo tinh trang k¥
thut cia Cong bd don qubc t& s§ 2006/106806 (WO 2006/106806 A) bing cach két
hop vi sinh vat dugc séy kh6 nhu vi khudn axit lactic duoc siy kho véi mudi axit amin
ctia L-arginin. Muc dich chinh cta k¥ thuat nay 1a dé cai thién d6 6n dinh bao quan cta
vi sinh vat trong qua trinh tao ché phim vi sinh vat. Két qua, ma thu duoc trong qua
trinh bao quan 2 tudn & 40°C cta ché phdm vi khuin bifidobacteria san xuét theo k¥
thuét nay, d6 14 ty 1& sbng s6t & mirc thép 1a khoang 25%. Két qua nay cho thdy ky thuat
nay khong phai 1a k§ thuat c6 thé tao ra kha ning chng chiu trong qua trinh bao quan
dai han kéo dai dén vai thang.

Tuong ty, "Samuel B. Leslie et al., Trehalose and Sucrose Protect Both
Membranes and Proteins in Intact Bacteria during Drying, Applied and Environmental
Microbiology, thang 10, 1995, trang 3592-3597 (USA)" bao céo két qua nghién ctru
trong d6 c6 thé chic chén rang, dua trén viéc phan tich co ché lam dong kho, ma lam
chét vi sinh vét khi d6ng kho phén 16n 1a do nhing thay ddi trong tinh trang vat ly ctia

lipit tao nén mang t& bao, va do nhitng thay ddi vé c4u tric trong protein, va trong do,
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trén co s& nghién ctru nay, viéc dong kho duoc thuc hién trén, vi du, E. coli, trong su
c6 mit cua trihaloza hodc sucroza. Tuy nhién, cac goi y hodc tham chiéu dén viée st
dung hdn hop cua trihaloza and sucroza 1a hoan toan khong duoc d& cap dén trong béo
c4do nay. Hon nita, hoan toan khong cé nghién ctiru ndo dugc thuc hi€n hudng téi viée
bao quan lau dai vat liéu duge dong kho cu thé hodc viée bao quan & didu kién nhiét do

cao theo quy dinh.

Ngoai ra, "Gaber Zayed et al., Influence of trehalose and moisture content on
survival of Lactobacillus salivarius subjected to freeze-drying and storage, Process
Biochemistry, 2004, Tép 39, trang 1081-1086" bao céo cac nghién ctiru da thuc hién, voi
nhitng muc dich twong tu & trén, vé viéc lam doéng kho va bao quan Lactobacillus
salivarius. Nghién ctru ndy duoc tién hanh sir dung 4% trihaloza, 4% sucroza, 18% sita
bot khong kem, 4% trihaloza + 18% sita bot khong kem, 4% sucroza + 18% sita bot
khong kem, 4% trihaloza+ 4% sucroza, and 4% trihaloza+ 4% sucroza + 18% sita b0t
khéng kem, dudi dang cac chat bao vé dong kho, va nghién ctru ty 18 séng sot khi bot
té bao vi khuan dong kho duoc bao quan & —85°C. Chu ¥ ring trong huyén phu té bao
tai thoi diém déng kho, ndng d6 sacarit 1a x4p xi 3,2% va ndng d¢ sita bot khong kem
13 14,4%. Theo céac két qua duoc boc 16 trong tai liéu nay, 4% sucroza dugc cho 1a
khong thé cai thién dang ké kha ning bao quan bot té bao vi khudn dong kho & —85°C,
trong khi 4% sucroza + 18% sita bot khong kem dugc cho la c6 thé cai thién kha nang
bao quan bot té bao vi khudn dong kho & —85°C. Hon nita, 4% trihaloza duoc cho 1a cé
thé cai thién kha ning bao quan bdt t& bao vi khudn déng kho & —85°C. Ngoai ra, cac
két qua ciing duoc bao cdo dbi vai viée bao quan bot té bao vi khudn trong 7 ngay &
nhiét d6 phong (gia tri nhiét d6 khong dugc néu ra) ctia bot t& bao vi khudn thu duoc
bang cach lam dong khé té bao vi khudn bing hdn hop dung dich gdm 4% trihaloza +
4% sucroza + 18% sita bot khong kem. Cac két qua dwoc béo cdo cho thiy kha ning
bao quan cao dugc duy tri khi viéc bao quan dugc thuc hién trong khong khi c6 do am
riéng (ttrc 1a d6 4m: 2,8 dén 5,6%, hoat tinh &m: 0,028 dén 0,056). Tuy nhién, kha ning
bao quan cao khong thé dwgc duy tri trong khi quyén c6 d6 4m 14 0% hodc 8,8% (ty 1&
sdng sét nay lan luot 14, x4p xi 40% va 10%). Do d6, cc diéu kién dé kha ning bao
quan & nhiét d§ phong bi gidi han & pham vi d am rat hep & d6 4m rat thép, va cac diéu
kién nay 1a khong thuc t&. Do 6, k¥ thuét theo tai liéu nay cho thay két qua ctia cac thi

nghiém bao quan & diéu kién moi trudng cach xa moi trudng sdng théng thuong. Hon
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nita, trong tai liéu nay, nhitng goi y hodc tham chiéu téi viéc bao quan & cac didu kién
nhiét d§ cao la hoan toan khéng dugc dé cap dén, va ung dung cua k¥ thudt nay cho

thuc pham néi chung van con rat mo ho.
Béan chat ky thuit clia sang che

Nhu duge mé ta & trén, cho dén nay, nhiéu nghién ctru da dugc tién hanh vé viéc
bao quan hodc duy tri vi sinh vat hitu dung va & cic dang hitu hiéu. Cu thé, di véi bot
té bao vi khudn dong khé hay t& bao dugc sdy kho, nhiéu phuwong phap tiép can khac
nhau v& sy thudn tién coa dang san phém ciing dugc thuc hién. Tuy nhién, van con cé
nhiéu kha ning nghién ctru v& viée duy tri chitc nang ctia vi khuin va ty 1& séng sét sau
khi bao quan 1au dai. Vi du, c¢6 nhitng phuong thirc tiép cin ma c6 tac dung chi véi mot
vi sinh vét trong khi d6 c6 nhiing phuong thirc tiép can ma c6 tac dung t6i nhiéu vi sinh
vét trong diéu kién bao quan rit gidi han nhu nhiét d6 rit thip va do am thip. Do do,
phuong phap mang lai hiéu qua cong nghiép van chua dugc phét trién. Cu thé, dé st
dung bot t& bao vi khudn nhu bot t& bao vi khudn ma c6 thé duoc str dung trong thuc
phim, c6 kha ning bao quan lau dai & nhiét d6 khong khi trong phong (nghia 1a: nhiét
d6 moi trudng xung quanh). Bot t& bao vi khuén nay can thiét phai cé kha ning song
s6t cao & diéu kién nhiét d6 cao (tir 30 dén 40°C) trong pham vi gia dinh ddi v6i nhiét
d6 trong mdi trudng sdng binh thuwong va trong cac diéu kién ma khong bi giéi han &
cac diéu kién bao quan déc biét. Bot t& bao vi khudn ma khong cé ty 1€ sdng s6t cao nhur
vay thi khong dam bao chét luong va khéng thé dugc sir dung trén thuc té lam nguyén

liéu ban du cua thuc phém.

Do d6, muc dich ciia sang ché 14 @& xuat bot t bao vi khudn dong kho thich hop
dé bao quan lau dai va thu duoc bang phwong phap dong kho higu qua va don gian va
phuong phap san xudt bot tir t& bao vi khudn dong khd nay. Cu thé, sang ché dé xuét
bot t& bao vi khuin déng kho c6 thé duoc bao quan & ty 18 sdng sét cao ciia vi sinh vat
hiru dung nhu vi khudn axit lactic, bifidobacteria va loai twong tu, ké ca trong trudng
hop bao quan 1au dai sau khi déng khé va ké ca trong trudng hop bao quan lau dai &
ving nhiét d6 moi trudong séng (dic biét 1a trong sudt mua hé) ma dudng nhu cé anh
huéng khong mong mudn dén kha nang bao quan do nhiét d twong déi cao so v6i nhiét
d6 thap. Sang ché ciing d& xuét phuong phap san xudt bot t€ bao vi khudn dong kho

duge mo ta trén day. Thém vao do6, sang ché d& xudt ché phim thuc pham chira bot té
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bao vi khudn dong khd thu duoc nay.

Céc tac gia sang ché da thyuc hién nhiéu nghién ciru siu vé cc van dé k¥ thuat
duoc mb ta trén day, va phat hién ra ring kha ning séng sét, dic biét 1a kha ning sng
sot khi bdo quéan & nhiét do cao, cta bot t€ bao ciia vi sinh vat hitu dung nhu vi khuén
axit lactic, bifidobacteria va loai twong tu gia ting & mic d6 16n nhd déng kho huyén
phu cua té bao vi khuln cta vi khuén axit lactic va/hoic bifidobacteria dugc tao huyén

phu trong dung dich sacarit. Do d6, sang ché dugc hoan thanh.

Sang ché @& xuat bot té bao vi khuan dong kho thich hop dé bao quan lau dai va

duogc san xuét bang quy trinh dong khé don gian va hiéu qua.

Mot khia canh cta sang ché 1a phuong phap san xuat bot té bao vi khudn dong
kho trong d6 huyén phu cua t& bao vi khudn ctia vi khudn axit lactic va/hodc
bifidobacterium dugc tao huyén phi trong dung dich sacarit dugc lam déng khé dé thu
duoc bot té bao vi khudn dong kho, va trong d6 sacarit 14 trihaloza va sucroza, va ndng
d6 ctia mdi trihaloza va sucroza trong huyén phi truée khi lam dong kho 1a khong nhé
hon 4,5% khéi lwong (sau day dugc viét tit 1a “wt %”).

Theo séng ché, ndng d6 ciia mdi trihaloza va sucroza trong huyén phi trudc khi

lam d6ng lanh c6 khéi luong t6t hon 13 tir 4,5 dén 1,5 wt%, t6t hon nita 1a tir 8 dén 12
Wt%.

Theo sang ché, ty 18 khéi lwong cia sucroza/trehaloze t6t hon 1a tir 1/5 dén 5/1.

Theo sang ché, cac vi du vu tién ve vi khuan axit lactic va/hodc bifidobacterium

bao gdm vi sinh vat thudc chi Bifidobacterium.

Céac vi du wu tién vé& chi Bifidobacterium bao gdm chung Bifidobacterium

bifidum va chiing Bifidobacterium longum.

Céc vi du wu tién v& chung Bifidobacterium bifidum bao gdm Bifidobacterium
bifidum OLB6378.

Céc vi du vu tién v& ching Bifidobacterium longum bao gdbm Bifidobacterium
longum OLB6001.

Tuong tu, khia canh khéc cia sang ché 14 bot t& bao vi khudn dong khd dugc san
xuét theo phuong phap bt ky trong s6 cac phuong phap di néu dé san xut bot té bao

vi khuan dong kho.
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Khia canh khic nita cia sang ché 1a ché phim thuc phdm chira bot t& bao vi

khudn dong khd néu trén voi mot lugng thich hop.

Phuong phap theo sang ché dé san xuét bot té bao vi khuan dong kho c6 thé bao
quan lau dai boc 10 nhitng hi€u qua, cu thé khi viéc bao quan lau dai dugc ddm bao &
céc loai thuc phim dang bot hosic dang ran. Nghia 13, bot t€ bao vi khuan dwoc san xut
theo phuong phép theo sang ché c6 nhitng hidu qua c6 loi cta vi khuin axit lactic
va/hodc bifidobacteria ma hiru dung ngay ca sau khi bao quén, bdi vi ty 18 séng sot khi

bao quan & nhi€t dd cao dugc cai thién dang Kké.

Tuong tw, phuong phap san xuét theo sang ché 1a don gian va d& dang. Do do,
khong yéu ciu can c6 thiét bi chuyén dung va quy trinh phtrc tap va khong phéat sinh chi
phi di kem.

Tuong tu, bot té bao vi khudn dugc san xuat bing phuong phap san xuit theo
sang ché c6 thé dugce st dung truc tiép, va do d6 cling c6 thé dugc st dung & dang bot
mdt cach dé dang k& ca sau khi d bao quan hoic c6 thé dugc str dung hidu qua & dang

nguyén li¢u ban dau dé san xuat thuc pham.
MG ta van tat cac hinh vé

Fig. 1 12 biéu d thé hién két qua ctia thi nghiém bao quan & nhiét d§ 20°C, 30°C
hodc 40°C cuia bot t bao Bifidobacterium bifidum dugc san xuét bing cach sir huyén
phu dic chira trihaloza voi ndng d6 6,6 wt % va sucroza véi ndng do 6,6 wt% trudce khi
lam déng kho, day 1a huyén ph dic thu dugc bang cach st dung dung dich sacarit ¢6
ndng do trehazola 1a 20 wt % va ndng d6 sucroza 1a 20 wt % trude khi duoe tron véi vi

sinh vat.

Fig. 2 12 biéu dd thé hién két qua ctia thi nghiém bao quan & nhiét d6 20°C, 30°C
hodc 40°C ctia bot té bao Bifidobacterium bifidum dugc san Xuét béng cach st dung
huyén phu dic chira trihaloza véi ndng d9 10 wt % va sucroza véi ndng do 10 wt%
trude khi 1am dong kho, day 1a huyén phu dic thu duogce biang cach sir dung dung dich
sacarit co n6ng do6 trehazola 1a 30 wt % va néng d6 sucroza la 30 wt % trudc khi duoc
trOn v&i vi sinh vat.

Fig. 3 1a bidu dd thé hién két qua cua thi nghiém bao quan & nhiét 46 40°C cua

bot té bao Bifidobacterium bifidum dong kho (1a s6 2 duge khoanh tron) duge san xuat
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bang cach sir dung huyén phu dic chira trihaloza v6i ndng d6 6,7 wt % va sucroza véi
ndng do 6,7 wt% trudc khi lam déng kho, ddy 14 huyén ph dic thu dugc bing cach sir
dung dung dich sacarit cd néng do trehazola 1a 20 wt % va n6ng d0 sucroza 1a 20 wt %
trude khi duge tron voi vi sinh vat va bot té bao vi khudn dong kho lam dbi ching (14

s6 1 duoc khoanh tron).
M5 ta chi tiét sang ché

Sang ché dwoc mo ta chi tiét dudi ddy, nhung sang ché khong chi giéi han & cac

phuong an don 1€ duoc mo ta dudi day.

Vi khun axit lactic va/hoic bifidobacteria dugc st dung trong sang ché c6 thé
dugc léy vi du 1a céc vi sinh vat thudc chi Bifidobacterium va vi du cu thé 1a cac chung
Bifidobacterium  longum,  Bifidobacterium infantis,  Bifidobacterium  breve,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium adolescentis, v.v.. Cac vi du khac la céac vi
sinh vat thudc chi Lactobacillus va chi Streptococcus. Nhitng vi du cu thé ctia nhitng vi
du khéc 1a ching Lactobacillus gasseri, chung Lactobacillus bulgaricus, va chung
Streptococcus thermophilus. Tuy nhién, sang ché khong bi giéi han @i & nhitng loai
nay. Hon nita, mot ching don trong sd nhitng ching vi khudn nay c6 thé duoc sir dung,
hodc hai hodc nhidu ching trong sé nhitng ching vi khuin nay c6 thé duoc st dung

dudi dang két hop.
Céc chung dugc dic biét wu tién trong sd nhimng ching néu trén 1a chung
Bifidobacterium bifidum, va ching Bifidobacterium longum, v.v..

Céc vi du vé& cac chung dugc ndp lwu bao gdm céac ching Bifidobacterium
bifidum OLB6378, Bifidobacterium longum OLB6001, v.v..

(A) Nop luu ching Bifidobacterium bifidum OLB6378

Viéc ndp luu chiing Bifidobacterium bifidum OLB6378 sut dung trong sang ché

duoc thuc hi€n nhu sau.

(1) Tén Co quan luu giit ¢6 thdm quyén: Co quan luu giit vi sinh vat patent thudc Vién
Cong nghé va Thim dinh Qudc gia dwgc thanh 1ap véi tu cach 1a mot phap nhan doc
lap.

(2) Dia chi lién lac: 2-5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba-ken, ma buu dién 292-

0818, dién thoai: 0438-20-5580
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(3) Sé ndp huu: NITE BP-31

(4) M0 ta nhén dién: Bifidobacterium bifidum OLB6378

(5) Ngay nop luu ban dau: 26 thang 10 nam 2004

(6) Ngay chuyén toi co quan luu gitt theo Hiép wéc Budapest: 18 thang 1 nim 2006
(B) Nop luu ching Bifidobacterium longum OLB6001

Viéc ndp luu chung Bifidobacterium longum OLB6001 st dung trong sang ché
duoc thuc hié€n nhu sau.
(1) Tén Co quan luu giit c¢6 thdm quyén: Co quan luu giit sinh vat patent qudc té thudc
Vién Khoa hoc va Céng nghé cong nghiép tién tién Qudc gia duoc thanh lap voi tu cach
la mot phap nhan ddc lap.
(2) Dia chi lién lac: Chuo dai-6, 1-1-1 Higashi, Tsukuba-shi, Ibaragi-ken, ma buu dién
305-8566, dién thoai: 029-861-6029
(3) Sé ndp luu: FERM P-13610
(4) M6 ta nhan biét: Bifidobacterium longum No. 7
(5) Ngay ndp luu ban dau: 20 thang 4 nim 1993
(6) Ngay chuyén téi co quan lwu giit theo Hiép udc Budapest
Ngay nhén: 2 thang 3 ndm 2010
S6 nhan: FERM ABP-11242
Chung Bifidobacterium bifidum OLB6378 va Bifidobacterium longum OLB6001
sir dung trong sang ché c¢6 nhitng dic tinh vi khuan hoc nhu sau.

Chung Bifidobacterium bifidum OLB6378 1a khuén que (bacillus) ky khi bat
budc gam duong thu dugc tir phén tré em. Hinh thai hoc té bao dang hinh chir Y dugc
nhin thiy khi vi khudn nay dugc cdy vio canh thang Lactobacilli MRS Broth (BD) va
dugc nudi cdy ky khi trong 18 tiéng & 37°C sir dung AnaeroPack KENKI (san xuit boi
cong ty Mitsubishi Gas Chemical Company, Inc.). San phdm PCR da dugc quan sit
bédng PCR s dung doan mdi dic hiéu cho Bifodobacteirum bifidum (Tomotari
MITSUOKA and Takahiro MATSUMOTO, Molecular Biological Detection and
Identification of Intestinal Flora, Proceedings of the 8th Symposium on Intestinal Flora)
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va cu thé 1a BiBIF-1: CCA CAT GAT CGC ATG TGA TT va BiBIF-2: CCG AAG
GCT TGC TCC CAA A, 1a cac mdi dic hiéu loai cho 16S rADN.

Chung Bifidobacterium longum OLB6001 13 vi sinh vat ky khi bt budc gam
duong thu duogc tir phdn nguoi trudng thanh ma 1a vi sinh vt hinh que hodc vi sinh vat
da hinh phan nhanh va khong c6 tinh di dong va kha ning hinh thanh bao tir. Khuén lac
¢ bong m& hinh ban cu dwgc hinh thanh khi vi khudn nay duoc cdy vao dia thach BL
(BIKEN) va duoc nudi cdy trong 48 tiéng & 37°C sir dung phuong phép bong thép. Vi
sinh vét nay c6 kha ndng 1én men arabinoza, xyloza, riboza, glucoza, fructoza, galactoza

>

sucroza, maltoza, melibioza, raffinoza and melicitoza.

Sacarit dugc st dung lam chét bao vé theo sang ché 1a hdn hop cua trihaloza va
sucroza. Nong d6 ctia mdi trihaloza va sucroza trong huyén phu déc trude khi lam dong
kho 1 khong nhé hon 4,5 wt %, va t6t hon 1a khong it hon 8 wt % dé thu dugc bot té
bao vi khuin déng khé phit hop dé bao quan lau dai & nhiét d6 cao. Gidi han trén cua
no tét hon 1a 15 wt % va t6t hon nira 1a 12 wt %. Ty 18 khdi luong ciia sucroza/trihaloza
khong bi gi¢i han cu thé, nhung t5t hon 14 tir 1/5 d&én 5/1, tt hon nita 1a tir 1/3 dén 3/1,
t6t nhét 12 1/1 d& thu dwoc bot té bao vi khudn dong kho phi hop dé bao quéan 1au dai &

nhiét d6 cao.

T6t hon 1 nhitng sacarit nay dugc tron voi céc té bao vi khudn da nudi cdy dudi
dang dung dich nudc chira sacarit dé tai tao huyén phu cac té bao vi khuin di nudi cdy.
Bot t& bao vi khuin dong kho theo sang ché c6 thé thu duoc bing cach lam dong kho

huyén phti thu duoc theo cach nay.

Dung dich nuéc chira sacarit c6 thé bao gdm protein sita, axit amin, axit ascobic
hoic thanh phan tuong tu ngoai nudc v sacarit.

Phuong phap san xuat bdt t& bao vi khuin dong kho theo sang ché khong bi gidi
han cu thé, nhung c6 thé bao gém, vi dy, trinh ty sau day.
1) Vi sinh vat mong mudn dwoc nudi cdy theo phuong phép thong thudng.
2) Chét 1éng nudi cdy bao gdm céc té bao vi khudn da nudi cdy duogc sir dung nhu bude
3) sau day, hodc dugc c6 hoac chia thanh cac thanh phén dang long va dang rén, vi dy,
bang cach tach ly tdm dé thu duoc chat 1ong nudi cdy duoc ¢ (nghia 1a chét long té

bao) hodc céc t€ bao vi khuan tach dudi dang thanh phan dang ran, va sau d6 dugc st
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dung nhu budce 3) sau day.

3) Br?mg cach tron chét 1ong t& bao vi khuin thu duge hosc cac té bao vi khudn thu duoc
v6i dung dich chira sacarit (tic 1 chat bao vé) c6 ndng do sacarit nay theo quy dinh,
thu duoc huyén phii. Sau d6, huyén pht nay duoc 1am dong kho dé thu dugc bot té bao

vi khuén dong kho theo sang ché.

Budc déng kho c6 thé duge thuc hién, vi du, bing cach sir dung may lam dong
kho. Vi du, dau tién, thuc hién budc dong lanh nhanh & nhiét do thap (vi du, tir -30 dén
-90°C). Tiép theo, 1am khé & nhiét d6 khong khi phong (vi du, tir 0 dén 20°C) va dudi
ap sudt giam (mirc d6 chan khong t6t hon 1a khong qua 1.000Pa, t&t hon nita 1a khong
qua 100Pa). Tiép theo, nhi€t d¢ clia may lam déng kho duogc ting 1€n, vi dy, téi mic
nhiét d6 tir 30 d&én 70°C ddng thoi van duy tri 4p suét giam. Tiép theo, qué trinh lam
kho duge giit trong khoang thoi gian nhit dinh.

Bot té bao vi khudn dong kho theo sang ché ciing c¢6 thé dugce st dung truc tiép,
bdi vi trihaloza va sucroza duoc sir dung trong sang ché ciing c¢6 thé dugc st dung lam
chat phu gia thuc phim. B6t t& bao vi khudn dong kho theo sang ché ciing ¢6 thé dugc
str dung bang cach thém vao nhiéu ché pham thuc phim khac nhau. Ngoai ra, bot té bao
vi khudn dong khé theo sang ché ciing c6 thé dugc sir dung 1am nguyén liéu ban dau
nhu méi tredng nudi ciy ban diu ddi voi san pham sita 1én men, v.v., bdi vi bot té bao
vi khudn dong kho theo sang ché boc 19 ty 1& sdng sét nhit dinh ctia té bao sau khi bao
quan lau dai.

Ché phdm thuc phdm c6 thé 1dy vi du 13 cac loai dd udng va thuc phim khac
nhau (vi dy, nude ngot, san phﬁm sitta 1én men, sita chua, bot sita duoc bién ddi, V.V.).
Ché phém thuc phém nay cé thé duoc st dung truc tiép, hoic c6 thé dugce str dung theo
céc phuong phap thong thuong trong nhitng ché phim thuc phim thong thuong, vi du,
béng cach trdn véi thuc phém khac hodc véi thanh phﬁn thuc phém khéc. Dang ctia ché
phﬁm thuce phém c6 thé thuong duoc sir dung ¢ dang dd uéng hoac thuc phém, nhu thuc
phim dang ran (vi du, bot, hat, v.v.), bdt nhdo, chit 1éng, hodc huyén phu.

Céc thanh phan khac trong ché phim thuc pham ciing khong bi giéi han cu thé.
Vi du, mdt hodc nhiéu thanh phén dugc chon tir nudce, protein, sacarit, lipit, vitamin,
chét khoang, axit hitu co, bazo hitu co, nudc €p hoa qua, mui vi, v.v. c6 thé duoc st

dung 1am thanh phén trong ché phdm thuc phdm. Nhitng thanh phan nay c6 thé dugc sir
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dung dudi dang mdt thanh phin riéng 1€, hodc hai hodc nhiéu thanh phan nay c6 thé
duoc str dung trong hdn hop. C6 thé st dung cic san pham va/hodc thuc phim tdng hop
ma chtra lwong 16n cc san phdm tdng hop dudi dang cac thanh phan khéc trong ché
phdm thuc pham.

Vi du thwe hién sang ché

Sang ché dwoc mo ta dudi day bing cach sir dung cac Vi dy, nhung sang ché
khong bi giéi han & cac Vi du nay. Trong ban mb ta sang ché, “%” biéu thi “phan traim
khéi luong (wt %)” trir trudng hop chira cu thé khac.

Sang ché duoc mo ta chi tiét hon dua trén cac Vi du duoc dé cap dudi day.

Vi du thi nghiém 1

St dung céc quy trinh dua ra dudi day, bot t& bao vi khudn dong khé duge san
xuét dua trén phuong phép san xuét theo sang ché.
1) Nudi ciy trong méi trudong trung tinh ching Bifidobacterium bifidum OLB6378 duoc
thuc hién trong mdi trudng cazein dugc ti€u hoa (nghia la moéi trudong ma cazein dugce

tiéu hoa bing enzyme dwoc st dung lam protein)

2) 320 mL canh thang nudi cdy dugc tach ly tdm trong 20 phut & 10.000 G va 4°C;
307,2 mL dich ndi dugc bo di; va thu duge phan hat nho € bao vi khuin (12,8 mL).

3) 2 mL chét bao vé ma bao gém sacarit co néng d6 da xac dinh dugc thém vao phﬁn
hat nho té bao vi khuin (4 mL), va huyén pht t& bao vi khuén (viét tit 13 “huyén phu té
bao” & Bang 1) duoc tao ra va dugc dong khé bang cach 1am lanh & —80°C.

4) Ngay sau khi hoan thanh buéc déng kho, 0,5g bot t€ bao vi khudn dong kho dugc
phi bang nude bang cach thém dung dich nude mudi sinh 1y, va s6 lwong té bao séng
(tirc 13, dm sb té bao sbng) trong chit long duoc xac dinh trén mdi trudng nudi ciy
thach BL méng.

5) Hon nita, 0,5 g bdt t& bio vi khuan dong khd dugc dit trong lami-zip (nhn hidu: tén
clia san phdm tai lam bing chit déo), va duoc bio quan trong 53 ngay & 20°C hodc
30°C. Sau d6, s6 luong té bao sdng (d6 14, dém s6 té bao séng) trong bot té bao vi khuan

dong kho duoc xac dinh twong tu st dung mdi trudng nudi cdy thach BL moéng.

Céc dung dich chét bao vé duoc str dung trong vi du thtr nghiém nay duoc trinh
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bay trong Bang 1 dudi day.

Béang 1
S6 mau Nong do Nong d6 sucroza Nbng do Nbng do
trihaloza trong trong dung dich | trihaloza trong | sucroza trong
dung dich chit chét bao vé huyén phi té huyén phu té
bao vé (%) bao bao
(%) (%) (%)
Mau 1 20 20 6,6 6,6
Mau 2 30 30 10 10
Mau so sanh 1 10 0 33 0
Mau so sanh 2 26 0 8,7 0
Mau so sénh 3 10 10 3,3 3,3

Két qua dua ra trong Bang 2 ddi véi cac thir nghiém bao quan Bifidobacterium
bifidum dwoc md ta & trén st dung cac MAu 1 va 2 va cdc MAu so sénh 1,2, va 3. Do ty
1€ séng sot thép & cac Mau so sanh 1, 2, chi céac két qua ddi véi viée bao quan trong 7

ngay & 20°C dugc dua ra cho cic MAu so sanh 1 va 2 trong Bang 2.

Béng 2
S6 vi du S6 miu Nhiétdd | S6luongté | SO luong té bao | Ty 1é séng
bao quan bao séng sét | sdng s6t sau khi sot
ngay sau khi bao quan (%)
(cfu/g)
Vidul Mau 1 20°C 9,4x101° 1,1x10" 113,2
Vidu2 Mau 1 30°C 9,4x1010 9,6x101° 102,4
Vidu3 Mau 2 20°C 1,1x10"! 1,2x10" 109,5
Vidu 4 Mau 2 30°C 1,1x10'! 1,210 111,7
Vi du so| Mauso 20°C 1,2x10!" 3,8x10!10*! 30,4
sanh 1 sanh 1
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Vi du so| Mauso 20°C 1,110 5,3x1010*1 48,2
sanh 2 sanh 2
Vi du so| Mauso 20°C 1,0x10!! 7,2x1010 70,0
sanh 3 sanh 3
Vi du so| Mauso 30°C 1,0x10!! 5,2x1010 49,9
sanh 4 sanh 3

*1: S& ngay bao quan: 7 ngay

Nhu duoc thé hién tir Bang 2, su giam sb lwong té bao séng sét (d6 13, s6 té bao
sdng) khong dugc nhin thiy & mdi vi du tir 1 dén 4 dugc thuc hién bing phuong phap
theo sang ché, thAm chi khi bot t& bao vi khudn dong khd nay dugc bao quan & diéu kién
nhiét d¢ da dinh trong 53 ngay. Cu thé, ty 1€ séng s6t duoc néu ra cé thé gia tang dang
ké khi & nhiét d6 cao gén v&i nhiét d cua moi trudng séng, nhu trong cac Vidu2 va 4.
Diéu nay cho thiy phwong phép san xuét theo sang ché 1a k¥ thuat c6 chét lugng tot dé

ap dung cho thuc phém dang bot hodc dang rin v6i sy dam bao chit lugng kha 14u dai.

Mt khéc, cac Vi du so sanh 1 va 2, 1a nhitng thi nghiém chi s dung trihaloza
duoc léy mAu theo 4n phdm "Gaber Zayed et al." dugc md ta & trén, thé hién rrfmg khong
thé dat dugc muc dich mdt cich ¢6 hidu qua chi bing trihaloza. Cy thé, trong khi 4n
phim "Gaber Zayed et al." md ta hiéu qua d6i v6i viée bao quan & diéu kién nhiét do va
d6 4m cuc thép, thi két qua thu dugc tir cac Vidu so sdnh 1 va 2 chira réng cac hiéu
qua mong mudn khong thé thu dugc & nhiét 46 mdi trudng séng nhu trong nhitng thi

nghi€m nay.

Ngoai ra, cac nghién ctru cling dugc tién hanh trong cac Vi du so sanh 3 va 4
trong d6 trihaloza va sucroza dugc st dung véi cting ndng d6 nhu trong 4n pham "Gaber
Zayed et al.". Cac két qua ctia Cac vi du so sanh 3 va 4 chira rang lugng té bao song
giam di khoang mot nira & diéu kién nhiét d gia dinh déi véi méi trudng sdng,

Do d6, c6 thé thdy ring bot té bao vi khuén dong kho san xuit theo phuong phép
cua cc Vi du so sanh nay khé duge ap dung cho thuc phim dang bot hay thuc phim
dang ran v6i sy dam bao chit lugng lau dai, va cac phuong phép cta cac Vi du so sanh

nay khong phai 12 k§ thuat c6 chét luong t6t dé 4p dung cho nhitng thuc phim dé.

Vi du thi nghiém 2

-15-



24604

Bot t& bao vi khudn déng kho dwoc san xuit bing phwong phap san xuét theo
sang ché 1a dbi twong ciia cac thi nghiém vé hidu qua trong viéc bao quan lau dai (1én

dén 6 thang) & diéu kién nhiét do cao (20°C, 30°C hoic 40°C).

Bt té bao duoc sir dung duge san xut bang ciing phuong phap nhu ddi véi cac
Mau 1 va 2, ngoai trir lvgng déu vao ban déu dugc ting 1én téi 30 1an so v6i & cac Mau

1 va 2. Do @6, thao lusn sau day van chon Miu 1 va Mau 2.
Két qua thu dugc tir thi nghiém nay duoc néu o Fig. 1 va 2.

Nhu duogc thé hién tir cac hinh v&, MAu 1 (xem Fig. 1; dung dich chét bao vé
chtra trihaloza va sucroza véi néng do mdi loai 1a 6,6 wt %, thu duoc béng cach tron
dung dich chita duong trihaloza véi ndng d6 20 wt % vé&i dung dich chira sucroza voi
néng d6 20 wt %) va MAu 2 (xem Fig. 2; dung dich chit bao vé chira trihaloza va sucroza
voi néng do moi loai 1a 10 wt %, thu duoc bﬁng cach trdn dung dich chira trihaloza véi
ndng d6 30 wt % véi dung dich chita sucroza véi ndng d6 30 wt %) déu c6 thé duy tri
lwong du té bao sdng sét sau thoi gian 6 thang & nhiét dd bao quan 1a 20°C hozc 30°C,
va kha ning séng sét cao cling duoc thé hién qua cac Mau 1 va 2.

Péi voi viée bao quan & 40°C, diéu kién nhiét d6 moi trudng séng rit cao, Mau
1 cho thdy ty 1& séng sét cao dat 93,9% sau thoi gian 1 thang bao quan. Do d6, ndng do
duoc sir dung trong Mau 1 duge cho 1 ndng d6 duge wu tién hon cia chit bao vé trong
diéu kién nay (tirc 14 bao quan & 40°C).

Vi du thi nghiém 3

Céc thi nghiém duogc tién hanh theo cung cach nhu & Vi du 1 ngoai trir Cic mau
o Béhg 3 dugc sir dung va nhiét d6 va thoi gian bao quan 1a & 40°C va trong 3 thang,
Céc két qua dugc néu & Bang 4. Tir Bang 4, ta thiy kha ning sbng sot trong cac Vi du
5 dén 7 co ban 1a khong khac nhau boi vi ty 18 séng s6t 1a tir 11 % dén 17 % khi ty 18
khdi lugng ciia sucroza/ trihaloza dat tir 1/3 dén 3/1, va cac Vi du 5 dén 7 thé hién hiéu

quéa gén nhu bang nhau.
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Bang 3
Somau | Nong db trihaloza | Nong do sucroza Nong do Nong d6
trong dung dich trong dung dich | trihaloza trong | sucroza trong
chét bao vé chét bao vé huyén phu té huyén phu té
(%) (%) bao bao
(%) (%)
Mau 3 20 20 6,6 6,6
Mau 4 10 30 3,3 10
Mau 5 30 10 10 3,3
Béang 4
S6 vi du S6 miu Nhiétd6 | S6 luong té S6 lwong té | Ty 18 sbng
bao quan | baosdngsét | bao sdng sot sot
sau ngay khi sau khi bao (%)
lam kho quéan
(cfu/g) (cfu/g)
Vidu$5 Mau 3 40°C 5,2x10!! 7,7x101° 15
Vidu6 Mau 4 40°C 7,1x10'"! 1,2x10!" 17
Vidu7 Mau 5 40°C 5,8x10"! 6,1x10'° 11
Vi du thi nghi¢m 4

Str dung c4c quy trinh nhu duéi ddy, bot té bao vi khudn déng khd dugc san xuét

dua trén phurong phép san xuét theo sang ché.

1) Nudi cdy trong méi trudng trung tinh chiing Bifidobacterium longum OLB6001 trong

moi truong cazein duge ti€u hoa (nghia 12 moi trudng ma cazein duge tiéu hda bang

enzyme dugc sir dung lam protein)

2) 5400 mL canh thang nuéi cdy duge tach ly tim trong 20 phut & 10.000 G va 4°C;

520 mL dich ndi duoc tach bo; va thu duge phan hat nhé té bao vi khudn (200mL)
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3) 100 mL chit bao vé bao gém sacarit cé néng d6 da dinh duoc thém vao phén hat nho
té bao vi khudn (200mL), va huyén phu t bao vi khudn duoc tao ra va duge dong kho

bang cach 1am lanh & —80°C.

4) Ngay sau khi hoan thanh budc dong kho, 1 g bot t& bao vi khudn déng khé duge phi
bang nudc bang cach thém dung dich nude mudi, sé lugng € bao sbng sét (tic 13, lugng
té bao sdng) trong chat long nay duoc xac dinh trong mdi truong nudi cdy thach BL

mong.

5) Thém vao d6, 2 g bot t& bao vi khuin dong kho duge dit vao lami-zip (nhan hiéu:
tén clia san phdm ti 1am biang chit déo), va duoc bao quan trong 8 ngay, 30 ngay, 82
ngay hodc 124 ngay & 40°C. Sau d6, s luong té bao sdng sot (tirc 13, lwong té bao sdng)
trong bot t& bao vi khuin dong kho dugce xac dinh tuong tu bang cach sir dung moi

truong nudi cay thach BL mong.

Céc dung dich chét bao vé duoc st dung trong vi du thi nghi€m nay dugc trinh
bay dudi day.
(1) Vidu 8

Dung dich sacarit (sau day dugc goi 1a “MAu 6”) bao gdm trihaloza va sucroza,
mdi loai c6 néng d6 20 wt % duoc sur dung. Néng d6 mdi loai trihaloza va sucroza trong
huyén phu truée khi 1am d6ng khé thu duoc bing cach tron dung dich sacarit nay véi

phin hat nho t& bao 12 6,7 wt %.
(2) Viduso sanh 5

Dung dich (sau day dugc goi 1a MAu so sanh 4) bao gém 6 wt % sita bot khong
kem, 1,7 wt % lactoza, 0,4 wt % axit amin (lizin, v.v.), 4 wt % cac thanh phén khac

(dextrin, v.v.) dugc st dung.

Céc két qua duoc néu & Bang 5 va Fig. 3. Bang 5 cho thiy bot té bao vi khuin
d6ng kho ctia Vi du 8 (dugc thé hién 14 sb 2 khoanh tron & Fig. 3) c6 ty 18 sdng sét cao
dat 40,0% khi bao quéan trong khoang 4 thang & 40°C, trong khi d6 bt té bao vi khudn
d6ng kho ctia Vi du so sanh 5 (dugc thé hién 1 s6 1 khoanh tron & Fig. 3) c6 ty 1& song
sot dat 0,002% khi bdo quan trong khoang 4 thang & 40°C.

-18-



24604

Béang 5
) Sé miu | Nhiét d6 S6 lugng té bao séng sét sau khi bao quan (cfu/g)
So vi du o
bdo quan | ¢ ngay 8 ngay | 30ngay | 82ngay | 124 ngay
Vidu8 | Miué6 40°C 3,110 | 3,6x10' | 1,9x10' | 1,5x10'" | 1,2x10'"
So sanh | So sanh 40°C 6,510 | 2.3x10'" | 1,9x10° | 2,0x10° | 1,1x108
Vidu5 | Mau4

Phuong phép theo sang ché dé san xuét bot t& bao vi khuan dong kho bao quan

duoc 1au dai lam cho ¢6 kha nang thu duge hi€u qua vi khuan axit lactic va/hodc

bifidobacteria tham chi sau khi bao quan, dic biét dbi véi thue phdm dang rén va thuc

phém dang bot va dac biét trong nhiing trudong hop viéc bdo quan 1au dai phai duge dam

bao. Ngoai ra, khong yéu ciu thiét bi dic biét va quy trinh phirc tap nhd d6 gidm nhing

chi phi phu di kém va do d6 1am cho phuong phép nay c6 lgi vé mit kinh té. Hon nita,

khi bot t& bao vi khudn c6 thé duoc st dung thi n6 cling ¢6 thé duoc sir dung thong

thuong & dang bot sau khi bado quan, hodc co thé duoc str dung hiéu qua dudi dang

nguyén liéu ban diu dé san xuat thuc phdm. Do d6, bot tir té bao vi khuén theo sang ché

14 rat hiru dung.
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YEU CAUBAO HQ
1. Phuwong phép san xuét bot t€ bao vi khuén d6ng khd, trong d6 huyén phui ca céc té
bao vi khudn duoc tao huyén phu trong dung dich sacarit, dung dich nay gbm c6 vi
khuén axit lactic va/hogc bifidobacterium, dugc 1am dong kho dé thu duge bdt té bao vi
khudn dong khé, va trong d6 sacarit 1a duong trihaloza va sucroza, va nong d6 cla
duong trihaloza va sucroza trong huyén phu truéce khi lam dong kho nam trong khoang

tir 6,6% dén 15% theo khéi lugng.

2. Phuong phép san xudt bot t& bao vi khudn dong kho theo diém 1, trong d6 ndng do
ctia mdi dudng trihaloza va sucroza trong huyén pht trude khi 1am dong kho nim trong
khoang tir 8% dén 12% theo khdi lugng

3. Phuong phép san xuét bot té bao vi khuén dong kho theo cac diém 1 hoic 2, trong d6

vi khuén axit lactic va/hoic bifidobacterium 13 vi sinh vat thudc loai Bifidobacterium.

4. Phuong phép san xuét bot té bao vi khun dong kho theo diém 3, trong d6 vi khuan

axit lactic va/hodc bifidobacterium la chiing Bifidobacterium bifidum.

5. Phuong phép san xuét bot t& bao vi khuén déng kho theo diém 4, trong d6 vi khudn
axit lactic va/hodc bifidobacterium 1a chung Bifidobacterium bifidum OLB6378 (s6 nodp
lru: NITE BP-31).

6. Phuong phép san xuét bot té bao vi khun déng kho theo diém 3, trong d6 vi khun

axit lactic va/hodc bifidobacterium la chung Bifidobacterium longum.

7. Phuong phép san xuét bot t& bao vi khun ddng khé theo diém 6, trong d6 vi khuan
axit lactic va/hoic bifidobacterium 1a ching Bifidobacterium longum s6 7 (s6 ndp luu:

FERM BP-11242).

8. Bot té bao vi khudn dong khd dugc san xuat theo phuong phap san xuét bot té bao vi
khu4n dong kho theo diém bt ky trong s cac diém tir 1 dén 7.

9. Ché phim thuc phim bao gdm bot t& bao vi khuén dong kho theo diém 8 & luong hitu
hiéu.

10. Phuong phép bao quan bot té bao vi khudn dong khd, phuong phap nay bao gdm
budc thu bot té bao vi khun dong kho bing phuong phap theo diém bt ky trong s6 cc
didm tir 1 dn 7, va sau d6 bao quan bot té bao vi khudn déng kho & nhiét 46 ndm trong

khoang tir 20°C dén 40°C.
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FIG.1
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FIG. 3
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