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Linh vuwe k§ thuit dugc dé cap
Giai phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé sinh hoc. Cu thé, giai phap hitu ich

dé cap dén quy trinh san xuét thirc an thé xanh cho lon sir dung ché phim sinh hoc tir
cac chuing gibng Bacillus subtilis VTX16, Bacillus licheniformis VTX18,
Lactobacillus plantarum 1TX28, Saccharomyces cerevisiae MTX14 c6 dac tinh
probiotics dé 18n men thirc 3n thé xanh cho lon an toan, than thién véi mdi trudng va
dam bao vé dinh dudng ciing nhu hiéu qua kinh té.
Tinh trang ky thuit cia gidi phap hitu ich

Thitc dn dang long (Liquid Feed) sir dung trong chén nuéi lon theo dinh nghia la
dang thirc &n hén hop ctia mét s6 loai thanh phan dinh dudng, cic nguyén liéu kho,
sinh khdi céac loai thuc vat, cac phé phu phém néng nghiép... dugc phéi trén véi nudc
theo ty 1& nhu 1:1,5 dén 1:4 (w/v). Néu hdn hop nay duge 1 trong thoi gian du dai (c6
thé bd sung hodc khong bd sung vi sinh vat) dé thirc an c6 thé 1én men va dat duoc
diéu kién on dinh goi 1a thic dn 1én men dang long (Fermented Liquid Feed, FLF).
Hién nay, chan nuéi lon béng thire dn dang long, dic biét FLF 1a cong nghé dang duoc
ap dung rong rii & nhidu nudc trén thé gi6i, nhat 14 sau khi Chau Au ban hanh 1énh
cAm str dung khang sinh trong thitc #n chin nudi vao nim 2006 (Missotten e al,
2015; Plumed-Ferrer va Von Wright, 2009). S liéu nghién ctru cho thiy, st dung
FLF cho lon sita va lon thit s€ khong cén bd sung khang sinh vao thirc &n chén nudi
nhu c4c md hinh chin nuéi ¢b dién trudc day (Hans, 2002; Hans va Dong, 2006).
Ngoai ra, thuc nghiém cho thdy FLF c¢6 pH thdp, mat do vi khuan lactic cao, vi sinh
vat (VSV) mang chitc niang probiotics khac trong dudng rudt gitp uc ché cac VSV
gy bénh trong thitc dn va VSV sén c6 trong duong rudt cta lon (Bealva cs., 2003;
Brooks va cs., 2003).

Khi tron nguyén liéu thitc dn chdn nudi tu nhién hitu co thdm canh ning suét cao
(cd VA06: 200 - 500 tAn/ha/nam, cd ghiné: 100 - 150 tAn/ha/nim, ciy ngd: 40-70
tAn/vu...) voi nudce, céc loai vi khuén lactic va nAm men c6 trong thirc an s€ phat trién
tao ra axit lactic, axit acetic, etanol va lam gidm pH ctia hén hgp thirc &n (Canibe va
cs., 2012). Qua trinh 1én men lam giam pH thirc dn chdn nubi sé€ ddng thoi e ché su
phét trién cta cic VSV giy bénh (Van Winsen va cs., 2001). Ngoai ra, khi hdn hop
thie 4n c6 pH thip cho lon 4n sé& gitip giam pH trong da day ctia lon va ngén ngira sy
phét trién cta cac VSV gay bénh nhu Coliform, Salmonella trong hé tiéu héa (Canibe
va cs., 2012).
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Coéng nghé xir 1y thic dn tho xanh & trong nude chu yéu dé ché bién va bao quan
thirc 4n chiin nudi cho gia stc nhai lai, ddc biét 1a trdu, bdo nho cong nghé 1én men U
chua. Gan day, Vién Chan nu6i va mot sb co s& chin nudi khu vuc phia Nam d3 thuc
hién m6t s6 nghién ciru thim do xir Iy nguyén liéu rau thd xanh 1a than, diy khoai lang
bing cong nghé & chua hodc sir dung cic ché pham vi sinh vét hiru hiéu (EM) nhép
khéu. C4c két qua nghién ctru chimg minh hiéu qua st dung ché phdm thé xanh nhung
chua xiy dung quy trinh xir 1y hi€u qua va chua chi dong ngudn vi sinh vat dic hiéu
cling nhu quy trinh 4p dung. Ngoai ra, thic &n sau xir ly khong thé bao quan lau va
quy trinh chua 6n dinh do tap nhiém xuét hién trong qua trinh 1én men. Xuét phét tir
céc luan diém trén, viéc thuc hién quy trinh san xuit ché phém sinh hoc va dp dung xu
ly thire &n thé xanh thanh thic an 16ng cho lon cé y nghia thuc té, dap tmg yéu cau
thuc t& cia doanh nghiép va cac hd chin nudi.

Ban chit ky thuit ciia gidi phap hiru ich

Muc dich cta giai phap hiru ich 1a 1én men séan xuét ché phdm sinh hoc tir cac
ching giéng Bacillus subtilis VTX16, Bacillus licheniformis VTX18, Lactobacillus
plantarum 1LTX28, va Saccharomyces cerevisiae MTX14 c6 déc tinh probiotics va st
dung ché phém trén dé xu 1y nguyén liéu th6 xanh tao thanh thirc &n 1én men cho lon.
Giai phap tan dung dugc ngudn nguyén lidu thé xanh sén cé, ning cao gia tri dinh
dudng cua nguyén liéu nhd qua trinh 1én men, tao ra thuc dn chét luong cao, giam chi
phi chén nudi, ndng cao chat luong thit lon. Cu thé, giai phap hiru ich dé xuét quy trinh
s&n xuét thirc dn tho xanh cho lgn st dung ché phém sinh hoc tir 4 chuing vi sinh véat B.
subtilis VTX16, B. licheniformis VTX18, L. plantarum 1L1TX28, va S
cerevisiae MTX14 tmg dung ché pham trén dé 1én men céc nguyén liéu: bdt ngd, ba
bia, kho db tuong, bét ca, NaCl, premix, cd voi, rau muéng lam thtrc an cho lgn, trong
d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:
(i) nhan gidng vi sinh vat;
(ii) 1én men va thu héi sinh khéi;
(ii1) tao ché phém sinh hoc; va
(iv) tao thirc &n thé xanh dang 16ng.
M5 ta vin tit hinh vé

Hinh 1 12 so d khéi quy trinh 1én men san xuét ché phim sinh hoc va sit dung ché
pham 1én men thirc n thd xanh cho lon.
MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Giai phap hitu ich dé cap dén quy trinh san xuét thic &n thd xanh cho lon sir
dung ché pham sinh hoc, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac bude:
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(i) Nhén gibng vi sinh vat

Chung vi khuén B. subtilis VIX16, B. licheniformis VTX18, L. plantarum
L.TX28, S. cerevisiae MTX14 c6 dic tinh probiotic tir B suu tap gidng vi sinh vét cta
Phong Coéng nghé 1én men — Vién Cong nghé sinh hoc — Vién Han 1dm Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam.

Chung vi khuén B. subtilis VIX16, B. licheniformis VTX18 c6 kha ning sinh
enzym ngoai bao cao (catalaza, xenlulaza, xylanaza, amylaza va proteaza), c6 hoat tinh
khang vi sinh vét kiém dinh (Escherichia coli ATCC 11105, Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 va Staphylococcus epidermidis ATCC 12228), c6é kha chiu mudi mét
3%, chiu d6 pH thip.

Tir dng gibng ching B. subtilis VIX16 va B. licheniformis VIX18 duoc gitr
trong glyxerin -80°C, gidng dugc 14y ra cho vao hop d (30 phit) dé cho éng gidng ra
déng tir tir. Dung que ciy chuyén mot vai miu gidng sang 6ng nghiém mdi trudng
MPA 1éng (thanh phin (g/1): cao thit 3,0; pepton 5,0; NaCl 10,0; nude cét vira du
1000ml; d pH 6,5-7,0). Cac éng méi trudong duge ciy gibng duge nudi & lac 200
vong/phuat & 30°C trong 18-20 gio. Cac bng gibng cho thiy su phat trién manh, thuén
khiét (kiém tra bang phuong phap soi kinh hién vi) duoc lua chon dé cdy chuyén
gibng. Gibng duoc chuyén véi ty 18 1a 5% sang binh tam gidc 500ml chtra 150ml moéi
trudong MPA 16ng da chuén bi truéc d6. Cac binh da cdy chuyén gidng dugc nudi trén
may lic: 200 vong/phut, & nhiét d6 30°C trong 48 gid. Theo ddi, quan sat qué trinh
nhan giéng. Kiém tra kha nang sinh truéng va do thuin khiét (soi kinh hién vi). Loai
b nhitng binh bi nhiém, chét va thoai hoa, nhimg binh giéng thé hién sy phat trién
cham hay dich méi truong duc bit thuong. Gidng sinh trudng tot va khong nhiém

dugce st dung dé tiép gibng cho binh 1én men.

Chuing vi khuan L. plantarum 1. TX28 c6 kha ning sinh axit lactic ¢6 ham lugng
cao, c¢6 hoat tinh khang vi sinh vat kiém dinh (Escherichia coli ATCC 11105,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 va Staphylococcus epidermidis ATCC 12228),
6 kha chiu mudi mat 3%, chiu d6 pH thap. Tir éng giéng ching L. plantarum 1.TX28
dugc gitt trong glyxerin -80°C, gidng duoc 14y ra cho vao hop da (30 phut) dé cho bng
gidng ra dong tir tir. Ding que chy chuyén mot vai miu gidng sang dng nghiém moi
truong MRS 1éng (thanh phan (g/1): pepton 10,0; cao thit 10,0; cao nidm men 8,0;
CH3COONa 5,0; KoHPO4 2,0; glucoza 20,0; triamonium xitrat 2,0; MgSO4.7H20 0,2;
MnSO4.7H20 0,2; Tween 80 1ml; nude cit vira du 1000ml; d6 pH 6,0-6,5). Cac éng
mdi trudong duge ciy gidng duoc nudi lic & 200 vong/ phit & 37°C trong 18-20 gid.
Céc bng gibng cho thiy su phat trién manh, thudn khiét (kiém tra bing phuong phap
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soi kinh hién vi) duoc lua chon dé cdy chuyén gidng. Gibng dugc chuyén véi ty 1¢ 1a
5% sang binh tam gidc 500ml chtra 150ml méi truong MRS long da chuén bj trude do.
Céc binh da cdy chuyén gidng dugc nuéi trén may lic: 200 vong/phit, & nhiét do 37°C
trong 48 gio. Theo ddi, quan sat qua trinh nhén gidng. Kiém tra kha ning sinh trudng
va d6 thuin khiét (soi kinh hién vi). Loai bé nhimg binh bi nhidm, chét va thoai héa,
nhimg binh gidng thé hién su phét trién chdm hay dich méi trudng duc bat thuong.
Gidng sinh truong tdt va khong nhiém dugce sir dung dé tiép gibng cho binh 1én men.

Chung ndm men S. cerevisiae MTX14 ¢6 kha ning sinh protein don bao cao.
Tir 6ng gidng ching S. cerevisiae MTX14 dugc gift trong glyxerin -80°C, gidng duge
14y ra cho vao hop d4 (30 phut) dé cho bng gibng rd dong tir tir. Dung que chy chuyén
mot vai miu gibng sang éng nghiém moi truong Hansen 1dng (thanh phan (g/l):
glucoza 50,0; pepton 10,0; KH2PO4 3,0; MgSO4.7H20 3,0; cao ndm men 1,0; nudc cat
vira da 1000ml; d6 pH 6,0-6,5). Cac éng méi trudng duoc cy giéng dugce nudi lac &
200 vong/ phut ¢ 30°C trong 48 gio. Céac 5ng gidng cho thdy su phit trién manh, thuan
khiét (kiém tra bing phuong phap soi kinh hién vi) dugc Iua chon dé cdy chuyén
gibng. Gidng duoc chuyén véi ty 1é 1a 5% sang binh tam giac 500ml chita 150ml moi
truong Hansen léng da chudn bi truée d6. Cac binh da cdy chuyén gidng dugc nudi
trén may lac: 200 vong/phut, & nhiét 46 30°C trong 48 gid. Theo ddi, quan sat qua
trinh nhén giéng. Kiém tra kha ning sinh trudng va d6 thuin khiét (soi kinh hién vi).
Loai bo nhitng binh bi nhifm, chét va thoai héa, nhimg binh gidng thé hién su phat
trién cham hay dich méi trudong duc bat thuong. Gibng sinh trudéng t6t va khong nhiém
duoc sit dung dé tiép gidng cho binh 1én men.
(ii) Lén men va thu hdi sinh khéi

a) Lén men

Sau khi trai qua qua trinh nhan gidng, giéng dat dugc tiéu chudn s& duoc chuyén
vao moi trudng 1én men véi ty 1€ 5% (v/v). Khir trung moi trudng nhim loai bd céc
loai vi sinh vat nhiém tap va bao tir vi sinh vat cé trong moéi trudng, tao diéu kién
thuén loi @ cac ching vi khuén phat trién.

Céac ching B. subtilis VIX16 va B. licheniformis VIX18 1én men trén moi
truong MTB3 (g/1): khoai tay 250,0; sacaroza 5,0; nudc c4t vira da 1000ml; d6 pH 6,5-
7,0..Chung L. plantarum LTX28 1én men trén moi truong MTL4 (g/1): ca chua 100,0;
K2HPO; 1,0; MgS04.7H20 0,5; cao ndm men 5,0; nude ct vira di 1000ml; d6 pH 6,0-
6,5. Chung S. cerevisiae MTX14 1én men trén moéi truong Hansen (g/1): glucoza 50,0;
pepton 10,0; KH2PO4 3,0; MgSO4.7H2O 3,0; cao ndm men 1,0; nuéc cat vira du
1000ml; d6 pH 6,0-6,5.
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Diéu kién 1én men trén hé théng Bioflo 110 dung tich 10 lit (New Brunswick
Scientific-M¥) ctia cac ching B. subtilis VIX16, B. licheniformis VIX18, d6 pH ban
du 6,5 — 7,0; nhiét do 30°C; téc d6 khudy 200 vong/phit; téc do théi khi 0,5 lit khi/ 1
1it méi truong/ 1 phut; ddu pha bot: bd sung néu can thiét; thoi gian 1én men: 48 gio.

Diéu kién 1én men trén hé thdng Bioflo 110 dung tich 10 lit (New Brunswick
Scientific-M¥) cua ching L. plantarum LTX28, d6 pH ban dau 6,0 — 6,5; nhiét do
37°C; tbc d6 khudy 200 vong/phut; tc do théi khi 0,5 1it khi/ 1 1it méi trudng/ 1 phut;
dAu ph4 bot: bd sung néu cAn thiét; thoi gian 1én men: 48 gio.

Diéu kién 1én men trén hé théng Bioflo 110 dung tich 10 lit (New Brunswick
Scientific-M¥) cua ching S. cerevisiae MTX14, d6 pH ban dau 6,0 — 6,5; nhiét do
30°C; tbc do khudy 200 vong/phut; tbc d6 théi khi 0,5 lit khi/ 1 1it méi trudng/ 1 phit;
dAu ph4 bot: bd sung néu cAn thiét; thoi gian 1én men: 48 gio.

(b) Thu hdi sinh khéi

Tir 4 binh 1én men cta 4 ching s& thu dugc sinh khéi riéng r& cia 4 chung: B.
subtilis VIX16, B. licheniformis VTX18, L. plantarum LTX28, va &
cerevisiaze MTX14. Sau qua trinh 1én men, thu toan bd dich 1én men va ly tdm v6i tbe
d6 7000 vong/phut trong 15 phiit. Loai bo dich trong, thu sinh khdi, sinh khéi dugc rira
loai b céc thanh phin méi trudng véi dung dich NaCl 0,85%, sau d6 ly tim véi toe do
7000 vong/phut, loai bo dich trong, thu sinh khéi. Sinh khéi cia 4 ching duoc tron voi
glyxerin 15% dé bao quan cdc mo sinh hoc bi dong. Sinh khéi ciia timg ching duoc
cho vao ting khay duoc cho vao may sdy dong kho. Phuong phap giir gibéng lanh déng
dira trén nguyén tic tic ché su phat trién cta vi sinh bing cach dua ching vao nhiét 4o
lanh sdu & -25°C dén -70°C.

(iii) Tao ché pham sinh hoc

Sinh khdi khé cac ching sau sy dong kho mat do dat duoc 1a: chiung B. subtilis
VTX16, B. licheniformis VTX18 mdi ching dat mat d¢ 102CFU/g. Ching L.
plantarum 1TX28 dat mat do 10"'CFU/g. Ching S. cerevisiae MTX14 mat 4o
1012CFU/g. Tron céc thanh phin cta ché phim sinh hoc véi ty 18 nhu sau: sinh khéi
kho cta cac chung B. subtilis VIX16 (1%), B. licheniformis VIX18 (1%), L.
plantarum LTX28 (2%), S. cerevisiae MTX14 (2%), sita tich béo (4%), cam gao
(30%) va bét ngd (60%). Ché pham dang bot dugc siy thudng (nhiét do 40°C) dén do
4m 5-8%. Mat do sau tron dat trén 10°CFU/kg. Ché pham dang bot duge git trong tui
nhoém/tui polyetylen, hut chan khéng, han déng goéi va tranh anh sang truc tiép, khébi
lugng ché phim 1kg/1tai. Bao quan ché phim tai cic diéu kién: 4°C hodc nhiét do
phong.
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(iv) Tao thirc &n tho xanh dang l6ng
Tron cac thanh phﬁn v6i ty 18 nhu sau: bdt ngbd (53,5%), ba bia (3,5%), kho dd

tuong (0,1%), bdt ca (1%), NaCl (0,5%), premix (0,3%), co voi 30 ngay (35%), rau
mudng (5,1%) va ché pham sinh hoc (1,0%). Hon hop nguyén liéu duge nghién trong
mAy nghién bd sung nudc véi ty 1€ hén hop/mude 1a 1:1,5 (khéi luong/khdi lugng)
duoc chuyén qua mdy trén ngang, tién hanh tron trong khoang 20 phut dén khi hén
hop duoc tron déu thi chuyén vao bé 1én men. Hon hop dugc chuyén vao bé 1én men
va dung gdy tan déu sao cho bé mit nguyén lidu bang phing. Po d6 pH ban dau cia
han hop nguyén liéu khoéng 5,5-6,5 va nhiét d6 bé 1én men, ddy kin bé va tién hanh
1én men yém khi trong 3-5 ngay dén khi d6 pH ctia hdn hop dat pH=4,5-5,0, thu dugc
thirc an thd xanh dang 16ng ¢6 mui thom mat va chua ngot, thi qua trinh 1én men két
thuc.
Vi du thyc hién gidi phap hiru ich

Vi du duéi day chi nhim minh hoa cc phuong 4an thuc hién ma khong lam gidi
han pham vi yéu ciu bao ho cua giai phap hitu ich.
Vi du 1: San xuit 1kg ché phdm sinh hoc

Céac budc nhéan gidng vi sinh vat cac ching B. subtilis VIX16, B. licheniformis

VTX18, L. plantarum LTX28 va S. cerevisiae MTX 14 va 1én men va thu hdi sinh khéi
cac ching nay duoc thuc hién nhu trong phan “Mb ta chi tiét giai phap hitu ich”. Cac
cong thire phédi tron ché phim sinh hoc dang bt da duge tuyén chon cho moéi chung B.
subtilis VTX16, B. licheniformis VTX18, L. plantarum LTX28, S. cerevisiae MTX14
vé&i ti 18 sinh khéi kho duoc tron cho 1kg ché phdm sinh hoc la: 10g VIX16: 10g
VTX18: 20g LTX28: 20g MTX14. Nhung viy cong thic phéi tron cho 1kg ché pham
sinh hoc va chat mang theo ty 1& sau: Sinh khdi kho cia 4 chiing vi sinh vat (60g); sita
tach béo (40g); cam gao (300g); bot ngd (600g). Ché pham dang bot duoc sdy thuong
(nhiét d6 40°C) dén @6 4m 5-8%. Mat do sau tron dat trén 10°CFU/kg. Ché pham dang
bot duoce gift trong tui nhém/thi polyetylen, hut chan khong, han déng géi va tranh anh
sang truc tiép, khéi luong ché phiam 1kg/1tGi. Bdo quan ché phim tai cac diéu kién:
4°C hoac nhiét do phong.
Vi du 2: Phéi tron va 1én men thire #n thd xanh dang 16ng

Nghién nguyén liéu cho 100kg thirc én khé: Chudn bi thirc an b sung bao gdm
bot ngd, b bia, kho dd tuong, bot ca, NaCl, premix duge cin riéng timg loai trudc véi
khéi luong: 53,5kg bdt ngd, 3,5kg ba bia, 0,1kg kho dd tuong, 1,0kg bot ca, 0,5kg
NaCl, 0,3kg premix.

Cén 35kg co voi 30 ngay va 5,1kg rau mudng chuyén vao may nghién. Khuiy
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déu dung dich ché phim sinh hoc da chuén bi (hoa 1kg can ché pham sinh dang bot
v6i 20 1it nuée) chuyén vao may nghién. Hon hop thirc &n bd sung di chuén bi sin va
chuyén vao may nghién. Nghién hdn hop nguyén liéu trong thoi gian 20 phut.

Phéi tron nguyén liéu: T cac bude chuén bi nguyén liéu trén d& xac dinh dugc
mot s6 théng sb co ban @ x4y dung quy trinh 1én men thire dn thd xanh:

- Ty 18 phéi tron cho 100kg thirc &n khé clia cac nguyén liéu, thirc dn thé xanh va
ché phdm sinh hoc theo ty 18 sau: bot ngd 53,5kg: ba bia 3,5kg: kho d6 tuong 0,1kg:
bot ca: 1kg: NaCl 0,5kg: premix 0,3kg: c¢6 voi 30 ngay 35kg: rau mubng 5,1kg: ché
pham sinh hoc 1,0kg.

- Ty 1€ nguyén liéw/ nude: 100kg vat chat kho/ 150 lit nuée

- Ty 1é thirc an bd sung/ nguyén liéu thd xanh: 60kg/ 40kg

- Ty 18 ché phdm sinh hoc/ vat chét kho: 1,0kg/ 100kg

Hoén hop nguyén liéu dugc nghién trong mdy nghién b6 sung nuéc vira du dugce
chuyén qua may tron ngang, tién hanh tron trong khoang 20 phit dén khi nguyén liéu
th6 xanh, thirc &n b sung va ché phim sinh hoc dugc tron déu thi chuyén vao bé lén
men.

Lén men: Hon hop dugc chuyén vao bé 16n men va ding gdy tan déu sao cho bé
mit nguyén liéu bang phiang. Po d6 pH ban dau ctia hén hop nguyén liéu khoang 5,5-
6,5 va nhiét d6 bé 1én men, day kin bé va tién hanh Ién men yém khi trong 3-5 ngay
dén khi do pH cua hdn hop dat pH=4,5-5,0, thu dugc thic an thé xanh dang long c6
mui thom mat va chua ngot, thi qué trinh 1én men két thic.
Vi du 3: Anh hudng cua ty 1€ phéi tron ché phém sinh hoc voi khau phﬁn thtrc an tho
xanh

Xéc dinh thanh phan hoa hoc (TPHH) va ty 1€ tiéu hoa in vitro cta thirc an trude
va sau khi 1én men & cac thoi diém khac nhau

* Phurong phdp phéi hop khdu phan: Khiu phin an dugc phéi hop dua theo tidu
chudn an cta Viét Nam cho lon lai va dugc phéi hop trén phin mém Formulation.
Thanh phin va gid tri dinh dudng cua thirc an va khiu phan an ctia lon thit duoc trinh
bay tai bang 1 va bang 2.

Bang 1. Thanh phan hoéa hoa hoc ctia cac nguyén liéu thuc an

Nguyén liéu DM ME Thanh phan héa hoc (%DM)
thac dn (%) | kcallkgDM | CP | EE | CF | NDF | ADF | Ash
Bo6t ngd 89,15 3213 8,41 | 2,72 | 4,93 | 3599 | 10,88 | 1,54
B2 bia 23,21 3116 28,06 | 8,03 | 14,45 | 51,36 | 18,40 | 4,35
Kho d6 tuong | 89,23 3229 33,12 | 7,54 | 0,59 | 2,13 | 0,82 | 8,64
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Bot ca 90,22 2621 4228 | 6,32 | 2,37 | 7,66 | 3,01 | 26,66
NaCl 92,00 90,10
Premix 92,00 89,00
Co6 voi 30 ngay | 17,91 2077 13,29 | 2,37 | 34,72 | 65,82 | 36,38 | 12,87
Rau mudng 13,82 2445 26,79 | 1,32 | 20,42 | 30,07 | 19,72 | 11,95

Bang 2. Thanh phan nguyén liéu thi nghiém
DVT: kg (tinh theo CK)

Nguyén liéu Ty 1€ (%)
Bot ngd 53,5
B bia 3,5
Khé db tuong 0,1
Bot ca 1,0
NaCl 0,5
Premix 0,3
Ché pham sinh hoc 1,0
Co voi 30 ngay 35,0
Rau mudng 5,1

* Phuwong phdp lén men thirc an: Thic dn xanh (rau mudng, cd voi 30 ngay)
duogc 14y vé, rira sach va nghién nat bing méy nghién thirc in 3A. Trong qua trinh
nghién d@)ng thoi thém bot ngd, cdm gao, khé diu tuong, bot cd, NaCl, premix, ché
phim sinh hoc bao gdém cac ching B. subtilis VIX16, B. licheniformis VIX18, L.
plantarum LTX28, S. cerevisiae MTX14 va nudc. Cac nguyén liéu déu dugc nghién
nét va tron déu. Thire 4n 1én men duoc chira trong thing c6 nip d4y kin xung quanh dé
d4m bao cho qué trinh 1én men yém khi.

* Phuong phép ldy mAu: Phuwong phap 1y miu theo tiéu chuan Viét Nam nim
2007 (TCVN 4325 — 2007). Ly miu tai thoi diém 0 va 72, 120, 168 gi¢ sau khi 1én
men (6 mAwthoi didm: 3 mAu dé xé4c dinh thanh phin dinh dudng, 3 miu dé x4c dinh
ty 1€ tiéu hoéa in vitro). Thic &n dugce khudy déu trong c4c thing 1én men, sau d6 14y mu
dai dién va tién hanh phén tich chét kho theo TCVN-4326-2001. Thiic in di siy kho
duoc bao quan trong bao bong budc kin, sau d6 mang mau t6i phong thi nghiém dé tién
hanh x4c dinh thanh phén va gié tri dinh dudng ctia mau thirc &n.

* Phuong phép xac dinh TPHH va GTDD: MAu thtic 4n cho &n, mau thic an
thira dugc phén tich chét kho (DM), chét hitu co (OM), protein thd (CP), xo thd (CF), m&
th6 (EE) va tro (Ash) dugc phan tich theo céc tiéu chudn trong tmg TCVN-4326-2001,
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TCVN-4328-2007, TCVN-4329-2007, TCVN-4331-2001 va TCVN-4327-2007. C4c thanh
phan xo trung tinh NDF v xo axit ADF dugc xéc dinh theo phuong phip ciia Van Soest va
cs. (1991). Gia tri GE, DE va ME dugc udce tinh theo NRC (1998).

* Phuong phap xac dinh ti 1€ tiéu hoa in vitro: Cac mau thirc #n duoc séy kho
xac dinh ty 1& tiéu hoa in vitro DM, OM, CP cua khiu phin bing enzym
pepsin/pancreatin theo phuong phap ctia Dierick va cs. (1985) va Lowgren va cs.
(1989).

Thanh phan héa hoc ciia thirc &n qua cac thoi diém 1én men khéc nhau
Bang 3. Thanh phin héa hoc va gia tri dinh dudng ctia khiu phan tai cac thdi diém lén
men khac nhau

. Thoi gian 1én men gio
Thanh phéan dinh dudng

0 72 120 168
NL trao d6i (ME, kcal/kg DM) | 2722,50 | 2743,87 | 2972,38 | 2983,51
Protein (CP, %DM) 11,88 12,60 13,07 13,33
Mo thé (EE, %DM) 2,68 2,88 2,87 2,77
Xo thé (CF, %DM) 16,19 15,97 15,44 14,45
Xo trung tinh (NDF, %DM) 45,25 32,34 30,79 26,54
Xo axit (ADF, %DM) 20,03 19,74 19,20 18,18
Chét hitu co (OM, %DM) 92,44 91,86 91,96 92,46

Két qua cho thiy, sau khi u déu c6 gid tri dinh dudng ting 1én, cu thé CP ting
qua cac thoi didm 72 gio, 120 gio va 168 gid 1an luot 1a 12,6%, 13,07% va 13,33%.
Xo NDF giam tuwong tng 1a 13% sau 72 gid; gia tri nang luong ting tuong ung la 3-
10%. Tuy nhién céc loai xo khé tiéu héa nhu ADF hay CF dé giam khong déang ké.
Ty 1é tiéu héa in vitro cac chit dinh dudng ctia khéu phan qua céc thdi diém 1én men
khéc nhau

Két qua bang 4 cho thiy, ti 1& tiéu héa DM ting tir 66,85% 1én 73,51% sau 72
gio, ting khoang 5%. Tuy nhién sau 72 gio, ty 1€ tiéu héa ting cham (2-3% sau 163
gid). Két qua tuong tu véi chit hiru co (OM) va protein (CP). Ty 1€ tiéu héa OM, CO
ting tuwong ung 7% va 9% sau 72 gid. Nhu vay 1én men thic dn di lam ting ty 1€ ti€u
hoa céc chit dinh dudng cua khiu phan, dic biét la sau 72 gid 1én men.
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Bang 4. Ty 1€ tiéu hoa in vifro chét dinh dudng trong khau phén thirc dn 1én men

Thoi gian 1én men Ty 1€ tiéu hoa

(giv) DM (%) OM (%) CP (%)
0 66,85 69,16 75,36
72 73,51 75,64 84,56
120 74,59 76,65 85,46
168 75,56 77,56 86,42
SEM 1,45 1,43 1,30
P - value 0,011 0,012 0,001

Hiéu qua dat dwgc cia gidi phdp hiru ich

Quy trinh tao ché phim sinh hoc cho 1én men thic &n thé xanh dang 1éng theo
giai phép hitu ich gitip gia tri dinh dudng cua thuc &n 1én men duge tdng 1én sau cac
thdi diém 1én men: CP, ME ting qua cac thoi diém 72 gio, 120 gid va 168 gio; xo
NDF giam. Lén men d3 lam ting ty 1€ tiéu héa DM, OM va CP. Nhu vy chét luong
ctia khdu phan da dugc cdi thién trong qua trinh 1én men va gitip cho qua trinh tiéu héa
protein dugc cai thién, pH giam, kich thich hoat dong phan gii protein trong da day va lam
cham téc d6 1am sach da day, cho phép thém thoi gian dé tiéu héa trong da day s& dién ra,
nhd vy ma thire 3n duoc tidu hoa triét dé hon.
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YEU CAUBAO HQ

1. Quy trinh san xuét thirc dn thd xanh cho lon st dung ché phim sinh hoc, trong d6
quy trinh ndy bao gém céc buéc:
(i) nhén gidng vi sinh vat

nhan gidng cac ching B. subtilis VTX16 va B. licheniformis VITX18 trong moi
truong MPA 16ng, nudi l4c & 200 vong/phut & 30°C trong 18-20 gio, chuyén gidng véi
ty 16 1a 5% sang binh tam gidc 500ml chita 150ml m6i truong MPA long da chuan bi
trudc d6, nudi trén may léc: 200 vong/phut, & nhiét do 30°C trong 48 gid, giéng sinh
truong tot va khong nhiém dugce st dung dé tiép gidng cho binh 1én men;

nhan giéng chimg L. plantarum LTX28 trong mdi truong MRS 1éng, nu6i lic &
200 vong/phut ¢ 37°C trong 18-20 gio, chuyén giéng véi ty 1& 1a 5% sang binh tam
gidc 500ml chira 150ml méi truong MRS 16ng da chuén bi trude d6, nudi trén méy lac:
200 vong/phit, & nhiét do 37°C trong 48 gid, gibng sinh truéng tot va khong nhiém
duoc sir dung dé tiép gidng cho binh lén men;

nhan giéng ching S. cerevisiae MTX14 trong mdi truong Hansen 16ng, nudi lic
& 200 vong/phut ¢ 30°C trong 48 gio, chuyén giéng véi ty 1& 1a 5% sang binh tam gidc
500ml chira 150ml mdi truong Hansen long da chudn bi trude d6, nudi trén may lac:
200 vong/phit, & nhiét d6 30°C trong 48 gid, gibng sinh truéng t6t va khong nhiém
duoge str dung dé tiép gidng cho binh 1én men;
(i) 1én men va thu hdi sinh khéi

(a) 1én men

1én men cac ching B. subtilis VIX16 va B. licheniformis VIX18 trén moi
truomg MTB3 (g/1): khoai tay 250,0; sacaroza 5,0; nuéc cét vira da 1000ml; trong diéu
kién 1én men trén hé théng Bioflo 110 dung tich 10 lit 1a: &6 pH ban dau 6,5 — 7,0;
nhiét d6 30°C; tb¢c d6 khudy 200 vong/phut; téc d6 thdi khi 0,5 it khi/ 1 1it moi truong/
1 phut; diu pha bot: bd sung néu can thiét; thoi gian 1én men: 48 gio;

1én men ching L. plantarum LTX28 trén méi truong MTL4 (g/l): ca chua
100,0; KoHPO4 1,0; MgSO4.7H20 0,5; cao ndm men 5,0; nudc cét vira du 1000ml;
* trong didu kién 1én men trén hé théng Bioflo 110 dung tich 10 lit 13: @ pH ban dAu 6,0
— 6,5; nhiét do 37°C; tbc do khudy 200 vong/phut; tdc d6 thdi khi 0,5 lit khi/ 1 lit moi
truong/ 1 phut; ddu pha bot: bd sung néu can thiét; thoi gian 1én men: 48 gid;

1én men ching S. cerevisiae MTX14 trén moi truong Hansen; trong diéu kién
1én men trén hé théng Bioflo 110 dung tich 10 lit 1a: 40 pH ban diu 6,0 — 6,5; nhiét do
30°C; tde do khudy 200 vong/phut; téc do thdi khi 0,5 lit khi/ 1 lit mdi trudng/ 1 phiit;

-12-



2684

dau pha bot: bd sung néu can thiét; thoi gian 1én men: 48 gio;

(b) thu hdi sinh khdi

thu riéng ré& toan bo dich 1én men cta 4 chung B. subtilis VTX16, B. licheniformis
VTX18, L. plantarum LTX28 va S. cerevisiae MTX14 va ly tdm véi tbc do 7000
vong/phut trong 15 phut, loai bd dich trong, thu sinh khéi, rira sinh khéi loai bo cac
thanh phin méi truong véi dung dich NaCl 0,85%, ly tAm véi tbc @6 7000 vong/phut,
loai b6 dich trong, thu sinh khéi, trén voi glyxerin 15% dé bao quan cac mo sinh hoc
bi dong, sau d6 dem sdy dong kho; va

(iii) tao ché pham sinh hoc

tron cac thanh phan cia ché phim sinh hoc véi ty 1 nhu sau: sinh khéi kho cta
cac ching B. subtilis VTX16 1%, B. licheniformis VTX18 1%, L. plantarum LTX28
2%, S. cerevisiae MTX14 2%, sita tach béo 4%, cam gao 30% va bot ngd 60%, séy 4]
nhiét do 40°C dén do 4m 5-8%, mat dd sau tron dat trén 10°CFU/kg, gitt ché pham
dang bot trong tii nhdm/thi polyetylen, hut chdn khéng, han dong go6i va tranh anh
sang truc tiép, khéi lugng ché phim 1kg/1t0i, bio quan ché pham tai céc diéu kién:
4°C hodc nhiét d6 phong; va
(iv) tao thirc an tho xanh dang 16ng
tron cac thanh ph?m v6i ty 18 nhu sau: bt ngd 53,5%, bd bia 3,5%, kho dd

twong 0,1%, bot cd 1%, NaCl 0,5%, premix 0,3%, c6 voi 30 ngay 35%, rau muéng
5,1% va ché phim sinh hoc 1,0%, nghién hén hop trong may nghién b sung nude véi
ty 16 hdn hop/nude 1a 1:1,5 (khdi lugng/khdi lugng), tiép tuc tron déu hon hop trong
may tron ngang khoang 20 phut rdi chuyén vao bé 1én men, do do pH ban dAu ctia hdn
hop khoang 5,5-6,5 va nhiét do bé 1én men, day kin bé va tién hanh 1én men yém khi
trong 3-5 ngay dén khi d6 pH cua hdn hop dat pH=4,5-5,0, thu dugc thirc dn tho xanh

dang 16ng c6 mui thom mat va chua ngot, thi qud trinh 1€n men két thuc.
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