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thuc vat dén vi khuan Bacillus coagulans MTCC 5856; (i) viéc két hop soi ty nhién trén

co sO thue vat voi vi khuan Bacillus coagulans MTCC 5856 dé e ché vi khuan Gram am

gy bénh va (iii) kha ning san xut cac axit béo chudi ngin (short chain fattty acids-SCFA)

cta vi khuan Bacillus coagulans MTCC 5856 sir dung cac soi tu nhién trén co sé thuc vat.



33287

Linh vwe ky thuat dwegc dé cap

N6i chung, sang ché dé cap dén vi khuén Bacillus coagulans (vi khuin axit
lactic). Cu thé hon, sang ché @& cap dén (1) hoat tinh thuc déy sinh trudng cla cac soi tw
nhién trén co sé thuc vat dén Bacillus coagulans MTCC 5856; (i1) vi€c san XUAt cac axit
béo chudi ngin (SCFA) biang Bacillus coagulans MTCC 5856 st dung céc s¢i tw nhién
trén co s& thuc vat va (iii) viéc Kkét hop soi tu nhién trén co sé& thuce vat voi Bacillus
coagulans MTCC 5856 dé tc ché vi khuén Gram 4m gdy bénh.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Viéc két hop loi khudn (vi khudn c6 loi) da ching va thirc an cho loi khuan gitp
tang cuong hd tro hé mién dich 1 cac kién thirc da biét trong linh vuc k¥ thuit. Dic biét
1a viéc két hop lgi khuén véi céc soi tu nhién trén co sé thuc vat dé tao ra synbiotic da
duoc ghi nhan la phuong phép tri li¢u ddy htra hen. (Stig Bengmark and Robert
Martindale. "Prebiotics and Synbiotics in Clinical Medicine". Nutr Clin Pract quyén 20,
trang 244-261, thang 4 nam 2005). Thanh cong cuia phuong phép nay phu thudc vao
viéc chon lua cén than ching loi khuén ma sb lugng séng sot cia chuing tang 1€én dang
ké nho cac soi tu nhién trén co s¢ thuc vat ma c6 kha nang chdng lai ca su thiy phan
axit va enzym trong duong rudt. Nhitng nghién ctru vo cung quan trong dé didu chinh
hiéu qua cua dong vét chu st dung ché do an synbiotic dd dwa ra chi dan rang con nhiéu
han ché trong viéc st dung va tiéu héa soi bang vi khudn xét vé kha nang vi khuin xam
nhép t61 co chét, dac tinh vat ly va hoéa hoc cta soi (thtrc an thd cho gia suc) va dong
hoc cuia qué trinh tiéu héa (Gahriella A. Varga and Eric S, Kolver, "Microbial and
Animal Limitations to Fiber Digestion and Utilization", J Nutr 1 thdng 5 ndm 1997, vol
127 s6 5 819S-8238).
Bén chat k§ thuit ciia sang ché

Muc dich chinh cta séng ché 1a danh gia hiéu qua clia cac soi tw nhién dugc chon
(c6 kha ning chdng lai sy thiiy phan axit va enzym) trong viéc ting s6 lwong Bacillus
coagulans MTCC 5856 sdng sot.

Muc dich khéc ctia sang ché 12 danh gia kha ning ctia ché pham synbiotic (soi tu
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nhién va Bacillus coagulans MTCC 5856) dé e ché vi khudn Gram am gdy bénh.

Muc dich khéc nita cla sang ché 1a danh gia kha ning cua ché pham synbiotic
(soi tu nhién va Bacillus coagulans MTCC 585) 8 san xuét axit béo chudi ngéin mong
mudn, dic tinh nay c6 anh hudéng lon t6i cac g dung tri li€u.

Sang ché hoan thanh dugc cac muc dich danéu va tiép tuc & xuét cac vu thé lién
quan.

Pugc bdc 19 trong sang ché 1a (i) hoat tinh thuc day sinh trudng cua cdc soi tu
nhién trén co s& thuc vt dén Bacillus coagulans MTCC 5856; (ii) viéc két hop cua céc
soi tu nhién trén co s¢ thuc vat va Bacillus coagulans MTCC 5856 8 tic ché vi khuin
Gram am gy bénh va (iii) viéc san xuét cac axit béo chudi ngin (SCFA) bang Bacillus
coagulans MTCC 5856 st dung céc soi tu nhién trén co s& thuc vat.

Céc dac tinh va uu diém khéc cta sang ché s& trd nén rd rang tur nhiing md ta chi
tiét dudi ddy, duoc Kkét hop v6i céc hinh v€ dinh kém nham muc dich minh hoa, béng
cach 14y vi dy, cac phuong 4n quan trong cla sang ché.

Mo ti vin tit cic hinh vé

Céc Fig 1A, 1B va 1C 1a d0 thi m6 ta kha ndng ting s6 luong khuan lac Bacillus
coagulans MTCC 5856 sdng sét khi chi c6 mit céc loai soi tu nhién khéac nhau (%, trong
luong/thé tich).

Céc Fig 2A, 2B, 2C 1a @6 thi m6 ta kha ndng tang s& luong khuén lac Bacillus
coagulans MTCC 5856 sdng s6t khi c6 mat cua cic loai soi ty nhién khac nhau (%,
trong lugng/trong luong) trong moi trudng MRS (khong c6 duong dextroza) (0,5, 1.2,
2,0% trong luqng/thé tich).

Fig 3 12 db thi mo ta kha nang tc ché sy phat trién cta vi khuan E.coli ATCC
25922 bang Bacillus coagulans MTCC 5856 khi dong nuoi chy hai vi khuén nay trong
moi trudng soi tw nhién trén co s¢ thuc vat. Gié tri téng ) séng sOt trung binh duoc thé
hién duéi dang logio cfu/ml.

Fig 4 thé hién doc két qua sdc ky cac axit béo chudi ngan.

M5 ta chi tiét sang ché

Theo phuong an dugc uu tién nhét, sdng ché @& xuét phuong phép giup tang sd
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luong khun lac Bacillus coagulans MTCC 5856 séng sot, phuwong phdp nay gdm budc
cho Bacillus coagulans MTCC 5856 sinh trudng voi sy c6 mit cua cac soi tu nhién trén
co s6 thue vét dugc chon tir nhom bao gém cac soi trong hat Trigonella foenum-graecum
(co ca ri), cac soi trong hat Lycium barbarum, soi trong hat Linum usitatissimum (cay
lanh), soi trong Cocus nucifera (qua dira), soi trong cu Zingeber officinale (gimg), soi
trong qua Emblica officinalis (me rung), soi trong Plantago ovata (cay ma dé) va soi
trong hat Vaccinium oxycoccos (cdy nam viét quat).

Theo mdt phuong an duoc wu tién khac, sang ché dé xuét phuong phép trc ché vi
khuAn Gram am gy bénh, phuong phdp nay bao gdm budc dem vi khuin Gram am nay
tiép xuc v6i Bacillus coagulans MTCC 5856 dong nudi cdy vé6i cac s¢i ty nhién trén co
s¢ thuc vat dugc chon tir nhém bao gdm céc sgi trong hat Trigonella foenum-graecum
(cd ca ri), cac soi trong hat Lycium barbarum, soi trong hat Linum usitatissimum (cay
lanh), soi trong Cocus nucifera (qua dua), soi trong ¢t Zingeber officinale (gimg), soi
trong qua Emblica officinalis (me rung), soi trong Plantago ovata (cdy ma d8) va soi
trong hat Vaccinium oxycoccos (cdy nam viét quét).

Theo mot phuong an duge uu tién khac nita, sang ché dé xuit phuong phép san
xult céc axit béo chudi ngén bang cich ddng nudi cdy Bacillus coagulans MTCC 5856
v6i soi tu nhién trén co so thuc vat dugc chon tir nhom gém céc soi trong hat Trigonella
foenum-graecum (cO ca ri), cdc sqi trong hat Lycium barbarum, soi trong hat Linum
usitatissimum (cdy lanh), s¢i trong Cocus nucifera (qua dira), soi trong cu Zingeber
officinale (gung), soi trong qud Emblica officinalis (me ring), soi trong Plantago ovata
(cady ma d8) va soi trong hat Vaccinium oxycoccos (cdy nam viét quét). Theo phuong én
thay thé, sang ché ciing dé xuét phuong phéap bao vé chéng bénh béo phi do ché do an
va khéang insulin trong duong rudt dong vét c6 v bang cach cung clp ché phdm c6 chua
Bacillus coagulans MTCC 5856 va sgi tu nhién trén co s& thuc vt dugce chon tir nhém
bao gdm cac soi trong hat Trigonella foenum-graecum (cd ca ri), cac soi trong hat
Lycium barbarum, sgi trong hat Linum usitatissimum (C&y lanh), s¢i trong Cocus
nucifera (qua dura), soi trong cu Zingeber officinale (gimg), soi trong qua Emblica
officinalis (me ring), soi trong Plantago ovata (cay ma d&) va soi trong hat Vaccinium
oxycoccos (cdy nam Vigt quét) dé mang lai hiéu qua bao v¢ chéng lai bénh béo phi do

ché @0 an va khang insulin.
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Vi du thue hién sang ché
Céc vi du cu thé duéi day giup minh hoa cho cac phuong an yu tién da néu trong
sang ché.

Vi du 1: Phuong phap didu ché soi.
Soi trong hat Trigonella foenum-graecum (c6 cari)

Hat cta Trigonella foenum-graecum (con dugc biét dén véi tén goi co cari) duogc
thu mua ti cho dia phuong va nghién nho thanh bot (c6 thé di qua dugc sang 10 mesh.
Tiép theo, bdn thé tich n-hexan duoc thém vao 100 gm bot cta hat Trigonella foenum-
graecum va chiét & nhiét do hoi luu. Mot phén n-hexan duoc loc bang méy loc Whatman
36 1 va tién hanh loc lai 3 14n cung mdt dich chiét thu dugc. Sau khi chiét, b duoc séy
kho tai nhiét do 80°C trong 5 gio' va sau d6 dugc nghidn nho thanh bot ¢6 thé di qua
sang 40 mesh. Theo mot phuong phap khac, m& hodc dAu cua hat ca ri dugc loai bo
bing phuong phap chiét 16ng siéu t6i han st dung COz long lam dung moi. Dé ting ham
lugng soi thuc pham (Galactomannan), tién hanh thuy phén bing enzym st dung enzym
xenlulaza nhu trong luu d6. Ham luong galactomannan dugc xac dinh bang kit
Megazyme (K_GALM 03/11) theo nhu hudng din cua nha san xudt (Megazyme
International Ireland, Bray Business Park, Bray, Co. Wicklow, IRELAND).

Soi trong hat Lycium barbarum

Ky tir, qua ky ti hay cAu ky ttr 1a mot loai qué thude loai Lycium barbarum. Qua
cta loai Lycium barbarum dugc sdy kho va sau d6 tach hatra va nghién nho thanh bot.
Tiép theo, bén thé tich n-hexan dugc thém vao 100 gm bot Lycium barbarum va chiét
tai nhi¢t do hdi lvu. Mot phén n-hexan duoc loc bﬁng may loc Whatman s6 1 va tién
hanh loc lai 3 1dn cing mot dich chiét thu dugc. Sau khi chiét, ba dugc sdy kho tai nhiét
d6 80°C trong 5 gid va sau do nghién nhé dé thu duoc bot c6 thé di qua sang 60 mesh).
Xac dinh ham lugng soi thuc phim tbng sb bang phuong phap enzym-khéi luong

(AOAC 985.29).

Soi trong hat Linum usitatissimum (cdy lanh).
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Hat ctia Linum usitatissimum (cOn duoc biét dén véi tén thuong goi la hat lanh
hay cdy lanh) dugc thu mua va nghién nho thanh bot (c6 thé di qua sang 10 mesh). Tiép
theo, bdn thé tich n-hexan dugc thém vao 100 gm bot hat Linum usitatissimum va chiét
& nhiét do hdi luu. Mot phén n-hexan duogc loc béng may loc Whatman s6 1 va tién hanh
loc lai 3 lan cung mot dich chiét thu dugc. Sau khi chiét, ba duoc séy kho tai nhiét do
80°C trong 5 gid va sau d6 dugc nghién thanh bot c6 thé di qua sang 40 mesh. Xac dinh
ham luong s¢i thuc pham téng sb bing phuong phap enzym-khéi lugng (AOAC
985.29).

Soi trong Cocus nucifera

Qua dira trudng thanh dugc thu mua tir cho dia phuong va sdy kho. Sau do, noi
nhii (cui dira) dugc thai thanh nguyén liéu ¢o kich thude ddng nhit. Tiép theo, bén thé
tich n-hexan dugc thém vao vao 100 gm vat liéu Cocus nucifera va chiét & nhiét do hdi
luu. Mot phén n-hexan dugc loc béng may loc Whatman s6 1 va tién hanh loc lai 3 lan
cting mot dich chiét thu dugc. Sau khi chiét, ba duge sdy kho tai nhiét do 80°C trong 5
git va sau d6 dugc ghién thanh bdt c6 thé di qua sang 60 mesh. Xéc dinh ham lugng so1

thuc pham téng sb bang phuong phap enzym-khéi luong (AOAC 985.29).
Soi trong ct Zingeber officinale (gung)

Cu Zingeber officinale, r& gimg hodc thdm chi 1a cdy gung dugc sdy kho va
nghién nho thanh bot (¢6 thé di qua sang 10 mesh). Tiép theo, bdn thé tich n-hexan duoc
thém vao 100 gm bt cu Zingeber officinale va chiét & nhiét do hoi luu. Mot phén n-
hexan duoc loc béng may loc Whatman s6 1 va tién hanh loc lai 3 1an cung mot dich
chiét thu duoc. Theo mdt phuong phap khac, m& hozc dau ctia hat cdy co cari dugc loai
b6 bang phuong phap chiét 16ng siéu téi han sir dung CO2 16ng lam dung moi. Sau khi
chiét, ba duogc séy kho tai nhiét 4o 80°C trong 5 gi¢ va sau d6 dugce nghién nho dé thanh
bot c6 thé di qua sang 40 mesh. Xéc dinh ham lugng sgi thuc phém tdng s6 bang phuong
phap enzym-khdi lugng (AOAC 985.29).

Soi trong qua Emblica officinalis (me rung)

Emblica officinalis (Phyllanthus emblica), cing con duge biét dén véi tén khac

]a me rirg, me mén, chum rudt nui, cay ly gai An D0, cady Malacca hodc amla tur Sanskrit

-6-



33287

amalika. Qua cua loai Emblica officinalis dugc thu mua tir chg dia phuong sau d6 dugc
sdy kho va nghién thanh bo va riy qua sang 60 mesh. Bt nay sau d6 dugc sir dung daé
chiét léy cac soi nhu duoc thé hién trong Fig.2. Xac dinh ham Iugng s¢i thyc phém téng

s6 bang phuong phap enzym-khdi luong (AOAC 985.29).

Vi du 2: Sy thiy phan axit.

2 gam s¢i ty nhién trén co s& loai thyc vat duoc ligt ké trong bang 1 dugc hoa tan
trong 100 ml HCI (0,10 M) v u tai nhiét do 37°C, cing lic véi tdc do 100 vong/phut
trong 180 phut. Cac mau dugc 14y tai cic thoi diém 0, 30, 60, 90, 120 va 180 phit sau
khi 1. Fructooligosaccarit (FOS; tata Chemicals, India) dugc st dung trong nghién ctru
nay nhu mot chit tham chiéu dé so sanh véi soi tu nhién va tinh bot (tinh bo khoai tay
hoa tan, HiMedia Mumbai, India) dugc st dung lam chit ddi ching. Ham lugng
cacbohydrat khir ting 1én dwoc do bang chét phan tng Dinitrosalicylat (Nilsson and

Bjorek 198S, Journal of Nutrition 118, 1482-1486).
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Vi du 3: Thuy phan enzym

Hoa tan 100 mg Pancreatin thu tur tuyén tuy lon 4 x USP (Sigma- Aldrich
Corporation St Louis MO, USA) vao 100 ml dung dich dém photphat (50 nM; pH 7,0).
Sau d6, hoa tan 2gm sgi ty nhién trén co s& thue vat vao dung dich Pancreatin ¢ trén va
i tai nhiét do 37°C, ldc voi vén toc 100 vong/phut trong 180 phut. LAy mAu tai cac thoi
diém 0, 30, 60, 90, 120 va 180 phut sau khi . FOS duogc sir dung trong nghién clru nay
nhu mot chAt tham chiéu dé so sanh véi soi tu nhién trén co s& thue vat va tinh bot dugc
sir dung lam chat dbi chimg. Ham lugng cacbohydrat khtr ting [én duoc do bang chat
phan tmg Dinitrosalicylat (Oku et al. 1984. Journal of Nutrition 1 14, 1574- 1581). Hiéu
qua thiry phan enzym (0,1% Pancreatin trong 20mM PBS pH 7,0; 37°C, 100 vong/phut)
clia soi tu nhién trén co so thuc vat dugc trinh bay trong bang 3. Xac dinh luong dudng

khir tong sb bing axit Dinitrosalicylat (DNSA).
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Vi du 4: Hoat tinh thac déy sinh trudng cta sgi ty nhién trén co s& thuc vt dén Bacillus
coagulam MTCC 5856

Tung khuén lac da phan 1ap cua Bacillus coagulans MTCC 5856 dugc cdy vao
moi truong nude lude thit MRS (pH 7,0£20; Himedia, Mumbai, India) va dugc u tai
nhiét do 37°C lic & toc do 120 vong/phut qua dém. DPidu ché mot minh s¢i ty nhién trén
co s& thue vat (0,5, 1,0, 2,0%, khéi lugng/thé tich) va moi truong nudi cdy MRS (khong
chira dextrozo) (0,5, 1,0, 2,0%, khéi luong/thé tich). Moi truong nuodi chy nuéc ludc thit
MRS va mdi truong MRS (khong chua dextrozo) cling dugc didu ché riéng ré. Tuong
tu nhu vay, Fructooligosacarit (FOS) duoc str dung trong nghién ctru nay nhu mot chét
tham chiéu dé so sanh v6i soi tu nhién trén co s¢ thuc vat. pH cudi cling cua tat ca cac
moi truong dugc didu chinh vé gia tri 7,0. Nam phan trim méi trudng sinh truong qua
dém cta Bacillus coagulans MTCC 5856 dugc chia déu vao tat ca cac binh tam gidc va
U tai nhiét d¢ 37°C l4c voi toe do 100 vong/phit trong hon 24 gio. Cac gia tri pH tai thoi
diém 0 gid u va sau khi 1én men (24 gio) dugc ghi lai. Cac mau duoc pha loang lién tiép
trong dung dich nudgc mudi vo tring va sé lugng séng sét duoc dém bing cach cy trén
mdi truong thach chiét xut ndm men glucozo (HiMedia, Mumbai, India) tai 0 gio va
sau lén men (24 gi®). Céc dia duge U tai nhiét do 37°C tur 48 gio dén 72 gio. Mdi phan
tich duoc tién hanh l3p lai 3 14n tai 2 thoi diém khéc nhau. Gia tri s6 luong séng song

trung binh duoc thé hién du6i dang logio cfu/ral (Céc Fig 1.a, 1b va lc).
Vi du 5: Uc ché sinh trudng ciia vi khuan E.coli

Thir nghiém in vitro dugc thiét ké dé danh gid hiéu qua cla cdc soi tu nhién trén
co s& thue vat déi véi loi khudn Bacillus coagulans MTCC 5856 trong viée tc ché vi
khuén Gram am gy bénh E.coli. Tom lai 14, cho 2,0 gam céc sgi tu nhién trén co sO
thuc vét dugc thém vao 100 ml nude khtr khoang. Péi véi céc soi trong vo ma dé va soi
trong hat lanh thi cho 0,5 gm vao 100 ml dung dich nuéce khir khoéng do dac tinh keo
héa cao. Gid tri pH dugc diéu chinh thanh 7,0+£0,2 va dugc hap tai nhiét do 121°C trong
20 phit. Sau khi khir trung, khi enzym khir oxi Oxidaza (Oxyrase for Broth Oxyrase,
Inc, Mansfield, OH, USA) dugc thém vao mai binh tam giac. Bacillus coagulans MTCC

5856 sinh truéng trong mdi truong thach chiét xuit nAm men glucozo (Himedia,
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Mumbai, India) va E.coli ATCC 25922 sinh trudng trong mdi truong thach ddu nanh
Trypticaza (Himedia, Mumbai, India). Tung khudn lac da phan 1ap cua c& hai moi trudng
nudi cyd dugce sir dung va diéu chinh do duc ctia huyén phu vi khuan vé do duc chuin
0,5 McFarlaud (tvong duong 1,5x108 don vi hinh thanh khuén lac (CFU)/ml). Bb sung
thém 1 ml vi khudn E. Coli ATCC 25922 vao binh tam gidc c6 chira s¢i tu nhién trén co
sO thuc vat. Tuong tu, mdt nhém khéc gém 1 ml vi khuén E. Coli ATCC 25922 va 1 ml
B. coagulans MTCC 5856 dugc thém vao binh tam gidc c6 chira soi tu nhién trén co s¢
thuc vat. Cac binh tam gidc dwoc U tai nhiét do 37°C lic vai van toc 100 vong/phut trong
24 gio. Cac mau dugce pha lodng lién tiép trong dung dich nudc mudi vo tring va sb
lugng E. Coli ATCC 25922 sbng s6t dugc dém bang cach ciy trén dia thach Eosin
Metylene Blue (thach EMB; HiMedia, Mumbai, India) tai 0 gi¢ va sau khi 1én men (24
gi). Céc dia dugc u tai nhiét do 37°C trong 48 gio. Mai phan tich dugc thuc hién 3 lan
tai cac thoi diém khéac nhau. Gia tri ) lugng séng sot trung binh dugc biéu hién duéi

dang logio cfu/ml (Fig.3).

Vi du 6: Su san xuit SCFA béng Bacillus coagulans MTCC 5856 st dung cac soi tu

nhién trén co s thuc vat.

Tién hanh 1én men in vitro v6i Bacillus coagulans MTCC 5856 bang cac phuong
phép dugc miéu td bdi McBurney va Thompson ( McBurney Ml va Thompson LU.
(1987) Effect of human faecal inoculum on in vitro fermentation variables. Brit J Nutr
58:233-243) v6i mot vai su thay dbi. Tom lai 13, 2,0 gam glucoza hodc cac soi tu nhién
trén co sé thuc vat dugc thém vao 100 ml nude khir khoéng. DPdi véi cac soi trong vo
mé dé va soi trong hat lanh thi cho 0,5 gm vao 100 ml dung dich nu6c khitr khoang do
dac tinh keo hoa cao. Gid trj pH duoc diéu chinh thanh 7,0+0,2 va duoc hip tai nhiét do
121°C trong 20 phut. Sau khi khir tring, enzym khir oxi Oxidaza (Oxyrase® for Broth ,
Oxyrase, Inc, Mansfield, OH, USA) dugc thém vao mdi binh tam giéc, dé lam giam céc
diéu kién ky khi. Nam phén trim mdi trudng nudi cdy qua dém Bacillus coagulans
MTCC 5856 duoc ciy vao tit ca cac binh tam gidc va i & nhiét d6 37°C, lac nhe trong
24 gio. Céc binh dugce dong chit, va duoc bit kin bang parafilm dé duy tri cac diéu kién
ky khi da tao ra boi enzym bd sung. Gid tri pH tai thoi diém u 0 gio va sau 1én men (24
gid) duoc ghi lai. 1 ml ddng sunfat (10g/1) dwoc thém vao mdi mau dé e ché khong cho

vi sinh vat tiép tuc sinh trudng (Sigma, St. Louis, MO, USA). Tién hanh phan tich cac
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axit béo chudi ngén trong cac mau 1én men da néu theo cac tham s6 sau day.
Céc chét phan ng.

1. Dietyl Ete (cip d0 AR)

2. HbSO4

3. Nuéc RO

4. Natri Clorua (cip do AR)

Céc diéu kién tién hanh sdc Ky

Lo:
Téc do Nhiét do Thoi gian luu
Ban dau 80°C 1 phut
8°C/phit 200°C 2 phut

1. Nhiét do sau chay 220°C
2. Thoi gian tré 5,0 phut

3. Thoi gian chay 18,00 phut

Dau vao
Thé tich tiém 1 ul
Nhiét do 250°C
Phuong thire Chia dong
Ti 1€ chia dong 10:1

Cot sic ky

1. DB-FF AP (axit terephthalic bi bién dbi poly etylen Glycol)
2. Kich thuée: 30,00m x 250,00 mm x 0,25 pm.

3. Khi mang : Nito

4. Luu luong dong: 1,0 ml/ phut

Dau do

1. Loai phan tich ngon ltta FID
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2. Nhiét do 350°C

3. Luu lugng dong hydro 30,0ml/phut
4. Luu lugng dong khong khi 300,0 ml/phut
5. Luu luong dong bd trg 5,0 ml/phut

Chuén bi dung dich miu

Can chinh xdc 100 mg mdi miu axit béo (axit axetic, axit propionic va axit
butyric) vao binh tam giac c6 thé tich 100 ml va pha lodng trong 50 ml nudc va lam dén
vach bing nuéc va tron déu (dung dich cip). Tiép theo, pha lodng 10 ml dung dich cép
dugc pha lodng v6i nude thanh 100 ml dung dich va dem tron ky dé thu duoc dung dich

mAu. Chiét 5 ml dung dich mau nhu duge mo ta dudi day.

1. L4y 5 ml dung dich mau/mau

2. B sung thém 5ml nude vao dung dich miu va quay trong 0,5 phut.

3. Diéu chinh gia tri pH vé 1-1,5 bang dung dich H2SO4 3M quay 0,5 phut.

4. Gir dietyl ete tai nhiét d -20°C trong 1 gior trude khi thém vao mau/ dung dich mau.
5.B6 sung thém 10 ml dietyl ete va quay trong 1 phit.

6. B6 sung thém 4 gam natri clorua va quay trong 1 phut.

7. Ly tam dé tach 16p nude va 16p dietyl.

8. Chuyén 1,0 ml 16p dietyl ete vao lo GC va tiém

Quy trinh:

1 pul mdi dich chiét dung dich mau da chiét duoc tiém vao trong sic ky 3 1an va
ghi lai ddp Gng cla cdc dinh (peak) chinh tao ra do axit axetic, axit propionic, axit
butyric. % do léch chuin twong ddi trong dién tich cia cic dinh do axit axetic, axit
propionic, axit butyric dugc tiém 3 14n khéng vuot qua 2,0%. Tiém 1,0 ul mdi dich chiét
dung dich mau vao sic ky. Ham lwong axit axetic, axit propionic, axit butyric duoc tinh

todn nhu sau.

Dién tich mAu x ndng do chuan (ppm)
Ham luong cua tung axit theo = —eeercrvennes wssmrm e
ppm Dién tich miu

Két qua cua phuong phép phan tich sic ky duoc trinh bay trong céc Fig 4 va 5.
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Mic du sdng ché duge mo ta cling v6i cac tham chiéu dén cdc phuong an wu tién,
n6 dugc hiéu mot cach rd rang bai nhitng nguoi ¢6 kién thire trong linh vye k§ thuit ma
& linh vuc d6 sdng ché khong bi gi¢i han. Thém vao do, pham vi cua sang ché chi dugc

sang to khi két hop véi yéu cau bao ho dinh kém.
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YEU CAU BAO HO

1. Phuong phap dong nudi ciy Bacillus coagulans MTCC 5856 v6i s¢i thuc vét, trong
d6 phuong phap nay bao gdbm budc ddng nudi cdy Bacillus coagulans MTCC 5856 véi
soi thyc vat dugc chon tir nhém bao gbdm soi trong hat Trigonella Jfoenum-graecum (co
cari), cic sgi trong hat Lycium barbanun, sgi trong hat Linum usitatissimum (cay lanh),
s¢i trong Cocus nucifera (qua dira), sqi trong cii Zingeber officinale (ging), soi trong
qua Emblica officinalis (me rumg), s¢i trong Plantago ovata (cdy ma d8) va soi trong

hat Vaccinium oxycoccos (cdy nam viét quat).

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 s6 lwong khudn lac Bacillus coagulans MTCC
5856 sdng s6t bang cach ddng nudi cdy ting 1én so v6i Bacillus coagulans MTCC 5856

dugc nudi cay trong di€u kién khong c6 sgi thuc vat.

3. Phuong phap theo diém 1, trong d6 phuong phép niy con bao gdm bude didu ché ché
pham chira Bacillus coagulans MTCC 5856 va soi thuc vAt.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 budc ddng nudi cdy duge thue hién trong diéu

kién 1én men d¢ san xuat axit béo chudi ngan.

5. Phwong phép theo diém 4, trong d6 axit béo chudi ngin 12 mot hodc nhiéu axit dugc

chon tir nhém bao gdm axit axetic, axit propionic, va axit butyric.

6. Phuong phép theo diém 4, trong d6 Bacillus coagulans MTCC 5856 va soi thuc vat

dwoc 1én men trong diéu kién ky khi.
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FIG. 1c
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FIG. 2a
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FIG. 2¢
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FIG.3
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