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(57) Sang ché dé xuit ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 (KCCM12038P), ché

pham khang khuan chira chung nay. Ngoai ra, sang ché dé xuat phuong phéap diéu ché san

pham dau nanh 1én men bao gdm: cdy chuyén ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34

(KCCM12038P) vao ba dau nanh hodc protein dau nanh c6 dic; va thu dugc ba dau nanh

1én men hodc protein dau nanh c6 dac lén men, dugc 1én men bémg cach nudi cdy ching

Bacillus amyloliquefaciens, san pham dau nanh 1én men duoc diéu ché theo phwong phap

nay va ché pham thirc an chin nudi chira san pham 1én men. San pham dau nanh 1én men

dugc diéu ché bang phuong phap nay khong chira chit nhiy, thé hién hoat tinh khang
khuan t6i wu va c6 ham lugng céc peptit trong lwong phan tir thap.
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Linh vuc ky thuat dwoe dé cap

Séng ché dé xuét ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 (KCCM1203 8P) méi,
ché phadm khang khudn chira chiing nay, phuong phép didu ché san phdm d4u nanh 1én
men st dung chiing nay, san phim d4u nanh 1én men va ché pham thirc &n chin nudi

chira san phdm 1én men.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Thong thuong, thirc &n chin nudi c6 chita bot c4 1am ngudn protein, nhung chi phi
bot c4 di ting 1én trén toan thé gisi do viée san xut ching & cac nudc san xuét bot ca
gin day d4 giam, hodc ngudn cung va nhu ciu bot ¢4 khéng dn dinh. Theo d6, nhu ciu
ngudn protein thurc vét c6 thé dwoc st dung thay thé cho bdt c4 ngay cang tdng va nhiing
nd lyc phat trién tuong ty dang tiép tuc dwoc tién hanh. Protein thuc vat dién hinh bao
gdm protein c6 trong cac loai ddu phong, dau va ngii cdc, nhung dau nanh trong protein

dau dugc bict 1a giau protein, axit béo va polysacarit hon cac loai dau khac.

Ba d4u nanh tach béo (sau day goi 1a ba ddu nanh) 14 san phém phu con lai sau khi
chiét xuit chit béo tir ddu nanh c6 cic ham lugng protein va chét béo cao. Tuy nhién,
ba déu nanh chtra cic chét khang dinh dudng (anti-nutritional factor: ANF ) ¢6 thé 1am
giam kha nang ti€u hoéa khi dugc sir dung 1am thitc dn (Li va cong su, J. Anim Sci.,
68:1790, 1990). Cu thé 13, chét trc ché trypsin (TI) dugc biét dén 1 chét chdng oxy héa
dién hinh lam giam viéc st dung protein bang cach trc ché hoat tinh cta enzym in vivo.
Dic biét, khi cac chét khang dinh dudng duoc bd sung vao thirc dn cho vit nudi non,
lugng st dung bi han ché. Ngoai ra, protein ddu nanh duoc chiét xuét tir ba ddu nanh st
dung nuéc hoic mudi. Nhing protein ddu nanh nay c6 thé dugc phan loai thanh cac san
phim protein ddu nanh da qua ché bién ctia ba d4u nanh tach béo, protein ddu nanh co
ddc, protein ddu nanh da phéi tron, protein d4u nanh thity phan hoc protein dau nanh
phan 14p tuy thudc vao mirc d6 ma cc thanh phan khong phai 1a protein nhu cacbohydrat
tan trong nude va khong hoa tan trong nuée dugce loai b tir ba d4u nanh tach béo. Ngoai

ra, do cdc protein dau nanh c6 ham lugng protein cao, chiing c6 thé dugc sir dung lam
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thirc &n chin nuoi, ngoai cac san pham thit ché bién, cic san pham sita ché bién va thuc

pham nhu banh mi hodc db #n nhe.

Tuy nhién, c4c protein d4u nanh chiét xuit tir b3 d4u nanh c6 chira protein trong
lwong phan tir cao bao gdm céc tidu don vi protein va nhidu chét khéng dinh dudng
(ANF) lam suy giam tiéu héa hogc twong tu. Cu thé, céc chét khang dinh dudng nay
dugc biét 14 1am suy giam kha ning tiéu hoa clia cac dong vat. Theo d6, dé sir dung cac
protein dau nanh trong thirc in chin nudi, cin tap trung nghién ciru vao viéc gidm céc
chit khang dinh dudng dé tdng kha ning tiéu héa thirc &n chin nudi va chuyén ddi cac

protein trong lugng phén ti cao thanh céc peptit trong lugng phan tir thip.

Trong khi @6, cac san phdm protein d4u nanh d& ché bién nhu protein d4u nanh c6
dic, protein dau nanh phan 14p hodc protein dau nanh thity phan hién dwgc san xuit trai
qua cac qua trinh x1t ly héa hoc hodc enzym. Tuy nhién, phwong phap xtt Iy hoa hoc dit
ra cac van dé 1a chi phi san xuét cao va dé xir ly nhiét, x ly héa hoc, séy nhiét hoac
tuong tu trong qué trinh san xuit ddn dén 1am bién tinh protein va mt axit amin hoa tan
trong nuéc lam giam déng k& d6 hoa tan protein. Do d6, phuong phép xir Iy héa hoc da
duoc xir Iy nhiét & mirc 6 ma su bién tinh cuc do¢ cua protein khong xay ra. Do vy,
luong déng ké cac chit tre ché trypsin 14 cac chét khéng dinh dudng, c6 mit trong san

pham protein ddu nanh cubi cung.

San phdm d4u nanh 1én men bang phuong phap ché bién sinh hoc dé 1&n men bang
Bacillus hoic ndm da duoc phat trién nhu 1a cach dé giai quyét cac véan dé vé phuong
phap ché bién hoa hoc cia cac san phim protein ddu nanh ché bién (Céac Patent Han
Quéc s6 10-0645284, 10-0459240, 10-0925173, va 10-1139027). Tuy nhién, ngay ca
d6i voi ba d4u nanh 1én men hoic protein diu nanh 1én men ¢b dic dugc diéu ché béng
phuong phép ché bién sinh hoc, ham lwong peptit trong lugng phan tir thip va ham lwong
cac chit khang dinh dudng trong san phdm ché bién c6 lién quan dén su cai thién kha
ning tidu hoa, c6 thé thay dbi tuy thudc vao loai va ching vi sinh vat nhw Bacillus, vi
khun axit lactic va ndm men. Cu thé, ngay ca véi cung loai vi sinh vat, ham lugng c6
thé thay dbi tiry thudc vao kha ning san xuit enzym va tbc do sinh trudng cua tung
chiing (Patent Han Quéc sb 10-1517326). Tic la, ching dugc st dung trong phuong
phép ché bién sinh hoc 1a yéu tb quan trong dé chi ra sy khac biét v& dic diém va kha

nang tiéu hoa ctia san pham protein ddu nanh ché bien cudi cling.
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Céc k¥ thuat da biét dugc dé cip bao gdm céc patent Han Québc sb 10-0645284,
10-0459240, 10-0925173, va 10-1139027. Theo k¥ thudt dugc bc 19 trong cac patent,
ding 14 nguyén liéu protein chat lwong cao cho thirc n ¢6 ty 16 hip thu tiéu héa cao c6
thé duoc thuc hién do nhiéu chét khéng dinh dudng c6 thé dugc loai bo trong qua trinh
1én men bang cach sir dung nudi cAy gibng cia cac quén thé vi sinh vét Bacillus subtilis,
Aspergillus oryzae, Lactobacillus reuteri, va Saccharomyces cerevisiae, va protein ho#c
cacbohydrat con c6 thé bi thoai bién thanh dang peptit trong lugng phan tir thip. Tuy
nhién, quin thé vi sinh vat, diic biét 13 Bacillus subtilis va Bacillus amyloliquefaciens,
dugc st dung dé 1én men ba dau nanh hoic protein dau nanh c¢6 dic, c¢6 nhuge diém 1a
dé khang thip v6i cac chét gdy tap nhiém bén ngoai va kha ning san xuét proteaza thip
do hoat tinh khang khuén thip. Ngoai ra, mot sb chiing vi sinh v4t tao ra chit nhdy trong
qué trinh 1én men va do chét nhiy d6 1am cho d6 thdm cua san pham 1én men bi suy
giam, do d6 1am gidm hiéu qua ciia qua trinh 1én men hiéu khi.

Trong khi d6, tinh trang k§ thuat da biét lién quan dén sang ché, chung Bacillus
amyloliquefaciens K2G dugc chi don bdc 16 trong Patent Han Quéc s6 10-1517326 ¢c6
kha ning loai bd c4c chat khang dinh dudng, bao gdm cac chét trc ché trypsin, c6 kha
ning phén gidi protein cao va hoat tinh khang khuén cao, va rt hiru ich trong viéc cung
cap thirc an cho dong vat c6 chira peptit trong lugng phan tir thip. Tuy nhién, cac ti
liéu tham khao cua tinh trang k¥ thuat da biét dugc dé cap ¢ trén khong boc 19 cling
khong @& xudt ching méi c¢6 hoat tinh khang khuan chdng lai c4c vi sinh vat gdy bénh
khac nhau bao gém Salmonella, Vibrio, va Photobacterium va c6 kha ning lam téng
ham lugng peptit trong lwong phéan tir thip va ngin chin viéc san xuit chét nhly va
phuong phap didu ché san phdm d4u nanh 16n men bang cach st dung ching nay.

Dé giai quyét cac vn d& néu trén, céc céc gia sang ché da nd luc hét stc dé phat
trién phwong phép didu ché san phim d4u nanh 1én men cua cac peptit trong lugng phan
tir thép bang céch cdy chiing Bacillus amyloliquefaciens C124-34 (KCCM12038P) méi
vao bad déu nanh hodc protein ddu nanh c6 dic, va da phat trién san phém dau nanh 1én
men ¢6 hoat tinh khang khuén ti vu va khong san xuét chét nhay vé6i ham luong peptit
trong lugng phan tir thip, tir d6 hoan thanh sang ché.

Tai liéu k¥ thudt lién quan

Tai liéu patent
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(Tai liéu patent 1) Patent Han Qudc s6 10-0645284 cp ngay 06/11/2006

(Tai liéu patent 2) Patent Han Qudc s6 10-0459240 cp ngay 19/11/2004

(Tai liéu patent 3) Patent Han Quéc s6 10-0925173 cip ngay 29/10/2009

(Tai liéu patent 4) Patent Han Qudc s6 10-1517326 cp ngay 27/04/2015

(T4i liéu patent 5) Patent Han Qudc s6 10-1139027 cp ngay 16/04/2012
Tai liéu non- patent

(Tai liéu non- patent 1) Li va cOng sy, J. Anim Sci., 68:1790, 1990
Ban chit ky thuat ciia sang ché

Dé giai quyét cac vAn dé néu trén, cac cac gia sang ché da nd luc hét sirc dé phét
trién phwong phap diéu ché san phdm dau nanh 1én men cuia cdc peptit trong lugng phan
tir thép bang cach cdy ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 (KCCM12038P) méi
vao ba diu nanh hodc protein ddu nanh cd dic, va da phat trién san phém dau nanh 1én
men c6 hoat tinh khédng khuén t8i uu va khéng san xuét cht nhdy véi ham lugng peptit
trong luong phén tir thip, tir d6 hoan thanh sang ché.

Muc dich ctia séng ché 1 @& xudt phuong phép diu ché san phdm dau nanh lén
men clia cic peptit trong lugng phéan tir thip bang cach cdy chuyén ching Bacillus
amyloliquefaciens CJ24-34 (KCCM12038P) méi vao ba ddu nanh hoic protein ddu nanh
co dac.

Muc dich khéc ciia séng ché 14 d& xuét ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34

(KCCM12038P) mdi, trong d6 ham lwgng peptit trong lugng phan tir thap duoc ting 1én
va ¢6 hoat tinh khdng khuén t8i vu va khong san xut chét nhay.

Muc dich khéc nita ciia sang ché 14 d& xuét san phidm déu nanh 1én men dugc didu
ché bang phurong phéap néu trén ¢ hoat tinh khang khuén t6i wru va khong san xut chit
nhay.

Muc dich khac nita clia sang ché 1a d& xuit ché phim thirc &n chin nudi chira san
phim d4u nanh 1én men.

Céac muc dich va hiéu qua khac ctia sang ché s& tr&d nén ro rang thong qua mo ta
chi tiét két hop v6i cdc yéu cau bao hd va hinh v& kém theo. Céc ndi dung khong dugce

md ta trong ban mo ta nay c6 thé dugc cong nhan va suy luan dy da boi nhiing nguoi
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c6 hiéu biét trung binh trong cling linh virc hoic linh vure twong dwong vé6i séng ché va

do d6 mo ta vé chung s€ dugc bo qua.
Hiéu quéa dat dugc ctia sang che

Ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 theo sang ché c6 hoat tinh khang
khuén va kha niing phan giai protein t6i ru va ¢6 kha ning san xuét chit nhiy thép. Do
6, san phdm dau nanh 1én men chit lugng cao c6 ham lugng peptit trong lwong phan
tir thdp va hoat tinh khang khuén t6i wu ¢6 thé dwoc didu ché bang cach cy chiing vao
ba ddu nanh hoic protein dau nanh c6 dic. Cu thé, néu san phém dau nanh l1én men cta
séng ché dugc cung cp cho dong vat d& bj phoi nhifm véi céc vi khudn gdy bénh khac
nhau, khong nhitng c6 thé giam ty 18 nhidm tring do vi khuén gay bénh va ty 18 séng
ting 1én do hoat tinh khang khuén ctia n6, ma con c6 thé ting cuong tbe do hép thu tidu

héa do ham lugng cao peptit trong lwong phan tir thap.
MO ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 12 hinh 4nh thé hién protein d4u nanh c6 dic 1én men;

Fig.2 13 hinh anh thé hién cic két qua SDS-PAGE cia protein ddu nanh c6 dic 1én
men;

Fig.3 12 hinh v& thé hién cac két qua SDS-PAGE ctia ba d4u nanh 1&n men;

Fig.4 12 hinh v& thé hién cdc két qua SDS-PAGE clia ba d4u nanh 1én men duéi
diéu kién d0 4m théip; va

Fig.5 1a hinh v& ciy pha hé thé hién mbi quan hé phat sinh chuing loai cta ching
Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 m&i theo sang ché.
MG ta chi tiét sang ché

Timng phin mo ta va phuong an duge boc 16 trong sang ché c6 thé duoc ap dung
cho céc phin mé ta va phuong én khéc, twong tmg. Tc 13, tit ca su két hop cia cac yéu
t6 khac nhau dugc boc 19 trong sang ché déu nim trong pham vi ctia sang ché. Ngoai ra,
pham vi ciia séng ché khong c6 bi giéi han bdi phan mo ta cu thé bén duéi.

Theo mot khia canh dé dat dugc cdc muc dich trén, sang ché dé xuat phuong phéap
diéu ché san phdm d4u nanh 1én men bao gbm: cdy chuyén chiung Bacillus

amyloliquefaciens CJ24-34 (KCCM12038P) vao ba d4u nanh hoic protein d4u nanh cb
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ddc; va thu dugc ba déu nanh 1€n men hodc protein dau nanh c6 dac 1én men duoc 1én

men bang cach nudi cdy ching Bacillus amyloliquefaciens.

Chung Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 theo sang ché c6 hoat tinh proteaza tbi
uu va hoat tinh khang khuan t6i wru chdng lai mam bénh, va lam giam kha ning san xuét
chat nhay trong qua trinh 1én men, va do d6, c6 thé san xuét san phdm dau nanh 1én men

chét lugng cao.

Nhu dugc st dung trong sang che, thudt ngit “san pham ddu nanh 1€n men” dé cép
dén san phim, protein d4u nanh 1én men hoic loai ba d4u nanh 1én men thu dugc bang
cach cdy chung cta sang ché hodc ching doi chirng vao protein ddu nanh c6 dic hoic

ba dau nanh.

Nhu dugc sit dung trong sang ché, thuat ngir “protein dau nanh cb dic” dé cap dén
loai protein cd dic dugc chiét xudt tir déu nanh, 13 cay ho dau. Protein duoc chiét xuét
tir dau nanh duge san xuét be°1ng cach chiét xuit ddu d4u nanh tir diu nanh béng cach st
dung dung méi hitu co nhu hexan hoic twong tr va sau d6 loai bd cac thanh phin khong
phai la protein nhu cacbohydrat hoa tan trong nuwée va khoéng tan trong nude tir ddu nanh

tach béo con lai.

Nhu dugce st dung trong sang ché, thuat ngtt “bad ddu nanh” dé cap dén loai thirc
an chin nudi protein thuc vat duge sir dung phd bién nhét nhw san phim tir 1am sira ddu
nanh, 1 cdy ho dau. Ba dau nanh 1a thic 4n chin nudi protein thuc vét chit lugng cao
va kinh té nhat cho dong vat va la san phim phu duoc san xuét trong qua trinh chiét xuét

dau tir dau nanh.

Nhu duge st dung trong sang ché, thuét ngir “Bacillus amyloliquefaciens” 1a vi
sinh vét thudc chi Bacillus, 13 loai vi khudn gram duong. N6 dugc biét dén 1a c6 méi
quan hé gan v6i Bacillus subtilis va tao ra khéng sinh c6 tén 1a baARNse, loai enzym
BamH1 va ribonucleaza. Vi khun dit dugc biét dén 12 vi khudn hoat tinh khang khuin
chdng lai nhiém trung ré cdy, dic biét 1a trong nong nghiép.

Trong nhitng nim gin ddy, viéc sit dung cic khéng sinh d4 bi han ché trong thirc
an chan nudi va cac san phém déu nanh 1€n men, protein thyc vt dang dugc sir dung
lam nguén protein. Do d6, ddc tinh khang khudn ty nhién cta ché phém thirc #n, cy thé

1 hoat tinh khang khuan ciia c4c san phdm d4u nanh 1&n men d tré nén quan trong hon
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trong viéc gidm céc bénh do vi sinh vét gy bénh. Theo d6, cic tac gia sang ché da nd
Iwc hét sirc dé phat trién chiing c6 hoat tinh khang khuén chéng lai cac mim bénh khac
nhau déng thoi ¢6 kha ning san xuét proteaza c6 hoat tinh t6i wu va giam kha ning san
xuét chit nhay trong qu4 trinh 1én men. Cu thé, Bacillus amyloliquefaciens dugc st dung
dé diéu ché céc san phdm d4u nanh 1én men thong thudng da dugce didu ché, va céc
chung da dugc lya chon va phan Iap béng btic xa UV dé cai thién ching, trong s6 do,
Bacillus amyloliquefaciens CI24-34 ctia sang ché c6 hoat tinh khang khuén t6i vu chéng
lai c4c vi sinh vat gdy bénh khac nhau c6 thé dugce chon. Nhu dwgc sir dung trong sang

A 2

ché, thuat ngit “cai thién” c6 thé dat dugc bang phuong phap dot bién, tai td hop di
truyén, tao dong gen hodic twong tu dé cai thién cac khiém khuyét hogc nang suét cia
chung va dot bién c6 thé bao g@)m gen, nhiém sic thé hodc dot bién gen. Dot bién vat ly,
dot bién hoa hoc hodc dot bién sinh hoc st dung céc tia UV ¢6 thé dugc sir dung dé gay
dot bién va cac tia UV ¢6 thé dugc chibu xa b%lng dén UV trong mot khoang thoi gian
trong d6 budc séng tir 200 nm dén 300 nm dat ty 18 tir vong tir 95% dén 100%. Theo
sang ché, bude séng UV 13 254 nm duge chiéu xa trong mot khodng thdi gian trong do
ty 1é t vong ctia chiing vi khudn hoang dai dat 99,99%, do d6 chi phén 14p va thu duoc
cac chung dot bién hinh thanh khuén lac.

Theo mot phuong én, Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 theo sang ché c6 hoat
tinh khang khuén t6i wu chdng lai cac mim bénh. Vi du, Bacillus amyloliquefaciens
CJ24-34 ¢6 hoat tinh khéng khuén chéng lai it nhat mot mam bénh duogc chon tir nhom
bao gdbm Salmonella typhimurium, Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus,
Photobacterium damsel, Listonella anguillarum, va Edwardsiella tarda. Hoat tinh
khang khuin c6 thé dugc do bang phuong phép pha lodng, thi nghiém khuéch tan dia,
E-TEST hoéc tuong tu.

Cu thé, Salmonella c6 thé gy ngd doc thuc phdm trong chin nudi, va cac vi khun
khéc bao gdm cac loai Vibrio duogc biét 1a gdy bénh & c4 nudi bao gdm nhidm trung
huyét, Vibrio cholerae, bénh Vibrio & tom, bénh pasteurellosis & c4 cam va bénh
edwardsiellosis & ¢4 bon. D&i véi cic vi khudn gay bénh nay, ching Bacillus
amyloliquefaciens ctia sang ché c6 hiéu qua trc ché sy phat trién cua chiing, va do @0,
san phdm d4u nanh 1én men dugc didu ché bang cach st dung chiing nay hoic san phdm
dau nanh 1én men c6 chira chiing nay c6 thé ¢6 hoat tinh khang khuan chéng lai cdc mim

bénh nay.
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Céc san phAm ddu nanh 1én men thong thudong ton tai vn dé & chd chat nhay dinh
dugc tao ra do su tring hop cta fructan dang levan va polyglutamat din xudt tir sacarit
va protein ciia nguyén liéu dau nanh tho, tuong ting, do enzym san xuét trong qu4 trinh
16n men. Viéc san xudt chit nhiy 1am cho céc san phém d4u nanh 1én men két tu thanh
cuc, gy kho khin trong viéc khudy tron va kho kiém soat va véan chuyén oxy hoa tan va
nhiét do trong cic san phim 1n men, do d6 gy ra nhiéu vin dé trong qua trinh san xuét
hang loat. Viéc san xuét chét nhéy ¢6 thé duge xac dinh b%mg cach do d0 nhét hoac do
bong cuia chiing bang cach quan sat kidu hinh cta céc khudn lac hoic bang cach do ham

lugng ctia polyme nhu axit poly-y-glutamic.

Theo mdt phwong an, ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 theo sang ché c6
thé c6 kha ning san xuét cht nhay thap. Cu thé hon, san phdm dau nanh 1én men dugc
san xuét tir ching Bacillus amyloliquefaciens ¢6 ham lugng chét nhiy dinh thp va khé
két tu thanh cuc, do do, cdc san phém dau nanh l1én men chét lugng cao c6 thé duoc diéu

ché bang cach sir dung chiing nay (xem vi du 4).

Theo mét phwong an, ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 theo sang ché c6
thé san xuét proteaza hoat tinh cao va thiy phan hiu hét protein d4u nanh dugc cu
thanh tir cic polyme, thoai bién thanh céc peptit trong lwgng phén tir thip, do d6 1am
tang dang ké ty 1& hap thu tiéu hoa ctia san phim dau nanh 1én men. C4c peptit clia sang
ché tao thanh polyme bing cac tb hop axit amin khac nhau théng qua lién két peptit va
thuong bao gdm tir 2 dén 50 axit amin lién két v6i nhau. Peptit trong lwong phan i thip
1a peptit nho c6 trong lugng phan tir thip va c6 vu diém 1a tao didu kién thuan loi cho
su hdp thu trong qué trinh tiéu hoa, do d6 1am ting kha ndng tiéu hoda cia né khi st dung
1am thirc an chan nuoi. Ty thudc vao loai va ty 1 thanh phan ctia peptit trong luong
phén t&r thip c6 trong san phim thily phan mong mubn dwoc didu ché cubi cung, cac
diu kién vé d6 4m, ham lwong protein, hodc trong ty cla protein ddu nanh c¢d dic, lam

nguyén lidu tho, c6 thé lwa chon va sir dung phii hop.

Theo mot phwong 4n, sin phim dau nanh 1én men dwgc didu ché boi chung
Bacillus amyloliquefaciens theo sang ché c6 thé chira t6i thiéu 40% peptit trong luong
phén tir thip c6 trong luwgng phan tir 30 kDa trd xudng. Cu thé hon, san phdm d4u nanh
1én men chira 40% dén 100%, 50% dén 95%, 60% dén 90%, 70% dén 90%, 75% dén
90%, 75% dén 85%, hoic 80% dén 85% peptit c6 trong lugng phan ti 30 kDa tré xudng.
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Ngoai ra, san phim d4u nanh 1én men c6 thé chira t6i thidu 15% peptit c6 trong lugng
phén t&r 10 kDa tré xudng. Cu thé hon, san phdm d4u nanh 1én men c6 thé chira 15%
dén 80%, 20% dén 70%, 30% dén 65%, 40% dén 65% hodc 50% dén 60% peptit co
trong lwong phan tir 10 kDa tré xudng. TY 18 % c6 thé dé cap dén ty 18 phan trim cia
phan dién tich biéu thi cho pham vi trong lrgng phén ti cu thé trén tdng dién tich phan
b trong lwong phan tir protein do béi GPC. Theo mot phuong 4n, san phim dau nanh
16n men duoc didu ché tir ching Bacillus amyloliquefaciens c6 thé c6 ham lugng protein
ting so v6i trude khi 1én men. Diéu nay chi ra rang thoi gian 1én men c6 thé duoc rat
ngén bing cach ting ham luong protein trong mét khoang thoi gian ngin hon ngay ca
khi so sanh véi cac san phim diu nanh 1én men dwgc 1én men véi ching théng thudng
da duoc biét dén. Ttc 13, chiung Bacillus amyloliquefaciens theo sang ché c6 thé cai
thién chat lwong thirc &n chin nudi bing cach ting dang ké ham luong peptit trong luong
phan ti thap trong san phdm d4u nanh 1én men va c6 thé rat ngén thoi gian 1én men bang

cach tang ham lugng protein nhanh hon.

16S rARN cuia ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 cta sang ché d3 duoc
phan tich, va két qua 13, n6 cho thiy c6 mébi quan hé gan véi Bacillus amyloliquefaciens
subsp. Plantarum FZB42T (CP000560) 13 gidng chuin va su twong ddng trinh tur gen
16S rARN dugc xé4c nhéan 1a 99,93% (1507 bp/1508 bp). Do d6, ching ddt bién CJ24-
34 theo sang ché dwoc dat tén 13 Bacillus amyloliquefaciens subsp. Plantarum CJ24-34
va duoc luu giit tai Bao tang giéng chuén vi sinh vat Han Quéc (KCCM) vao ngay 15

thang 6 ndm 2017, theo Hiép wéc Budapest va duoc chi dinh sé ding ky KCCM12038P.

Theo mot phuong 4n, phuong phéap diéu ché san phim d4u nanh 1én men c6 thé
con bao gdm céac budce kidm soat 3 Am cia ba dau nanh hodc protein ddu nanh c6 dic
va xir Iy nhiét va 1am lanh truéc khi cdy ching Bacillus amyloliquefaciens CI24-34 vao
bd dau nanh hoic protein dau nanh c¢6 dic. Tét hon 14 tién hanh xir ly nhiét trong mot
thoi gian xéc dinh trudce sau khi kiém so4t d6 Am ctia ba déu nanh hodc protein dau nanh
cd dac languyén li€u tho, béng cach phun truc tiép hodc tron lugng nudce thich hop trude
khi 1én men rén. Cu thé, d6 4m c6 thé duogc kiém soat dbi véi ham lugng cac protein
hodc peptit trong lwong phan it thip ctia san phim d4u nanh 1én men mong mubn hoic
cho muc dich thiét 14p thoi gian 1én men. Ngoai ra, muc dich ctia xir Iy nhiét 13 tiéu diét
cac loai vi tring khac nhau trong nguyén liéu thd va 1am bién tinh protein bing cach phé

hity thanh t€ bao cia nguyén liéu tho, tir d6 cung cip mdi truong trong do vi sinh vat
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mong mudn c6 thé sinh trudng manh m&. Phuong phap xtt Iy nhiét c6 thé duoc thyc hién
bang nhiéu phuong phép khic nhau dugc biét dén rong réi trong k§ thuat ma khong bi
giéi han. Cu thé, n6 c6 thé dugc thuc hién bang céach sir dung hoi nudce hodc hoi qué
nhiét.

Theo mot phuong 4n, bd ddu nanh hodc protein c6 dic cla sang ché c6 thé duoc
diéu ché bang cach kiém so4t d6 4m trong khoang tir 30% (v/w) dén 80% (v/w) va thuc
hién xit 1y nhiét trong 10 phat dén 30 phut trong khi kiém so4t nhiét d6 xt 1y nhiét dén
70°C dén 130°C, sau d6 1am mat d&n 30°C dén 50°C. Dung dich nudi cdy ching Bacillus
amyloliquefaciens CJ24-34 ciia sang ché c6 thé dwoc ciy chuyén 10% trong lugng dua
trén trong lwong cua tirng ba ddu nanh va protein dau nanh cé dic va 1én men & 20°C

dén 50°C trong 8 gid dén 72 giv.

Cu thé hon, do 4m duoc kiém soat (v/w) ctia b ddu nanh hoac protein ddu nanh
cd dic c6 thé nim trong khoang tir 30% dén 80%, 30% dén 70%, 30% dén 60%, 30%
dén 50%, 30% dén 40%, 40% dén 80%, 40% dén 70%, 40% dén 60%, hodc 40% dén
50%. D¢ 4m clia bi dau nanh c6 thé duoc kiém soét thich hop & didu kién d6 Am thip
hodc diéu kién d6 4m cao déi v6i ham lugng cac protein hodc peptit trong lurgng phin
tr thdp ctia ba ddu nanh 1én men mong mubn hodc cho muc dich thiét 18p thoi gian 1én

men.

Theo mot phuong 4n, khi nhiét do xir Iy nhiét thap hosc thoi gian xir Iy ngén, vin
dé duoc dat ra 1a tac dung diét khuin cua vi tring ¢6 thé giam di va qu4 trinh 1én men
tiép theo c6 thé khong duoc thuc hién troi chay. Nguoc lai, khi nhiét d6 xt 1y nhiét cao
hodc thoi gian xtt Iy dai, kha ning tiéu hoa bi giam do sy bién tinh cia protein trong ba
dau nanh, va do d6 chit lwong cia san phdm cubi clng bi suy giam. Theo d6, t6t hon 1a
lya chon nhiét do xtr Iy nhiét hodc thoi gian xir 1y trong pham vi trén dé tranh X4y ra
nhitng van dé néu trén. Thong qua qua trinh xt¢ Iy nhiét, tic dung tao ra méi trudng héa
hoc tai d6 cac chét giy 6 nhidm c6 trong ba déu nanh hodc protein d4u nanh c6 dic gin
nhur bi tiéu diét va qua trinh 1én men rén tiép theo duoc thyc hién troi chay. Ngoai ra, hy
vong ring céc chit khang dinh dudng nhur chat trc ché trypsin (TI) lam giam kha nang
tiéu hoa c6 thé giam nhe.

Cu thé hon, nhiét d6 xt Iy nhiét c6 thé nim trong khoang tir 70°C dén 120°C, 70°C
dén 110°C, 70°C dén 100°C, 80°C dén 130°C, 80°C dén 120°C, 80°C dén 110°C, 80°C
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dén 100°C, 90°C dén 130°C, 90°C dén 120°C, 90°C dén 110°C, hoic 90°C dén 100°C.
Hon nita, thoi gian xir Iy nhiét c6 thé cu thé hon 14 tir 10 phut dén 30 phut hoic 20 phut
dén 30 phat.

B3 d4u nanh hodc protein dau nanh c¢6 dac dugc xir Iy nhiét nhu md ta bén trén céd
thé duoc 1am mat dén nhiét d6 c6 thé 1én men rin. Qua trinh 1am mat ¢ thé duoc thuc
hién théng qua qua trinh vin chuyén st dung bd 1am maét khong khi kiéu bing tai. Cu
thé hon, né ¢6 thé dugc thue hién cho dén khi nhiét d6 ctia ba dau nanh hoic protein dau

nanh c6 dic dat 30°C dén 50°C, 35°C dén 45°C, hodc 35°C dén 40°C.

Nhiét dd nuoi céy cho qua trinh [én men c6 thé 14 20°C dn 50°C, cu thé hon 12
30°C dén 50°C, 40°C dén 50°C, 30°C dén 40°C, hoic 20°C dén 40°C, nhung sang ché
khong giéi han & day va c6 thé thay ddi theo chét lwgng ciia san phim dau nanh 1én men
mong mudn. Ngoai ra, thoi gian nudi ciy cho qua trinh 1én men c6 thé 13 8 gidr dén 72
gid, cu thé hon 13, 10 gid dén 70 gidy, 10 gir dén 60 giv, 10 giv dén 50 giv, 10 giv dén
40 gio, 10 gid dén 30 giv, 10 gio dén 20 giv, hodc 8 gio dén 18 gid, nhung sang ché
khong giéi han & ddy va c6 thé thay ddi tiy theo chit lvgng ctia san phim d4u nanh 1én

men mong muon.

Theo mét phwong 4n clia sang ché, ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34
theo sang ché c6 thé duoc ce‘iy chuyén vao bd ddu nanh hodc protein ddu nanh c6 dic véi
luong 10° CFU/g dén 10° CFU/g, 10° CFU/g dén 108 CFU/g, 10 CFU/g dén 10° CFU/g,
hogc 10% CFU/g dén 10% CFU/g. Lugng chiing dugc cdy chuyén c6 thé 13 yéu t§ quan
trong anh hudng dén qua trinh 1én men rén ciia ba d4u nanh hogc protein ddu nanh co
dic. Khi lugng chiing duoc ciy chuyén nhé, c6 thé mét nhidu thoi gian dé diéu ché san
phim 1én men, va do d6, thoi gian 1én men kéo dai va c6 kha ning cao bi tap nhiém bai
cac vi sinh vét khac. Nguoc lai, khi lwong chiing dwgc cdy chuyén qué cao, thoi gian 1én
men c6 thé duge rat ngin, nhung c6 thé khé duy tri moi trudng 1én men thich hop. Cu
thé, vi hiéu suét 1én men c6 thé phu thudc phz‘in 16n vao déc tinh sinh tredng cta chiing
1én men va loai thiét bi 1én men, tdt hon 12 lya chon luong céy chuyén thich hgp dua

vao cac dic diém cda ching trong giai doan san xuat.

Theo mot phuong 4n ctia sang ché, san phidm d4u nanh 1én men c6 thé thu duoc
bing cich cdy chuyén ching Bacillus amyloliquefaciens theo sang ché vao ba dau nanh

hodc protein déu nanh c6 dic, sau d6 1én men ran. Vi dy, thiet bi 1én men déng goi c6
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thé duogc sir dung trong qué trinh 1én men. Thiét bi 1én men dong gbi c6 thé bao gdbm
nhiéu loai khac nhau, nhu thiét bi nubi céy thong khi theo mé, thiét bi nuodi céy kiéu kin,
thiét bi nudi céy thong khi kiéu lién tuc hodc tuwong tu, va bat ky loai nao c6 thé dugc st
dung trong phuong phép ctia sang ché khong gidi han mién 14 n6 c6 thé dugc st dung
dé diéu ché cac san phidm d4u nanh 1én men, va thiét bi thich hop c6 thé dugc lua chon
va stt dung theo quy mo san xuét. Vi dy, ba d4u nanh hoic protein ddu nanh ¢ dic duoc
cdy chiing c6 thé duoc dat trong thiét bi 1én men déng g6i & d6 day 5 cm dn 50 cm va

1én men & 20°C dén 50°C trong 8 gio dén 72 gio.

Theo mdt phuong 4an, phuong phép ctia sing ché c6 thé con bao gdm cac budce sdy
kh va nghién thanh bot san phdm d4u nanh 1én men thu dugc sau buéc 1én men & nhiét
o thap va do 4m thip. P6 4m con lai clia san pham d4u nanh 1én men ngay sau khi 1én
men c6 thé 12 20% (v/iw) dén 50% (v/w). Qua trinh sdy c6 thé dugc bd sung dé didu ché
sén pham cudi cling cla sén phdm dau nanh 1én men c6 d6 4m tir 10% (viw) dén 12%
(v/w). Sau khi hoan thanh qua trinh 1én men, c6 thé bd sung qu4 trinh nghién sau qué
trinh sdy dé tao kich thudc hat ddng déu ctia san phdm dau nanh 1én men, vi trong san
phdm d4u nanh 1én men c6 thé d4 bi vén cuc. Qua trinh siy kho va nghién c6 thé duge
thuc hién bing nhiéu phuong phép khéc nhau dugc biét dén trong k§ thuét tuong Ung.
Tuy nhién, néu qua trinh siy dugc thuc hién & nhiét 6 qua cao, vi khuin séng trong san
phém dau nanh 1én men c6 thé bi tiéu diét, va do d6, qua trinh séy t6t nhét 1a duoc thuc
hién & nhiét do thip. Ngoai ra, qua trinh nghién c6 thé dugc thuc hién dé ¢6 cac kich &
khéc nhau tury thudc vao muc dich st dung ctia san phém ddu nanh lén men; vi dy, may

nghién bta c6 thé dugc st dung.

San phim dau nanh lén men dugc didu ché bing cach st dung chung
amyloliquefaciens theo sang ché c6 thé cai thién ty 1& hdp thy tiéu hoa coa dong véat do
ham luong cao peptit trong lwong phan tir thip va do d6 tinh Ung dung cao lam nguyén
liéu thue an protein chit lugng cao, ¢ thé thay thé protein dong vat do ham lugng

protein cao.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuét chuing Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34
(KCCM12038P), mdi trudng nudi ciy ching, mdi trudng nudi ciy c6 dic, hodc san
phim sdy kho ctia moi trudng nudi cdy. Nhu d4 mo ta bén trén, ching nay la chiing méi,

va san pham ddu nanh 1én men duoc diéu ché bang chiing nay ¢6 ham lugng chét nhiy
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thdp nhung c6 ham luong peptit trong lugng phan tir thip va thé hién hoat tinh khang

khuan.

Theo mdt phuong 4n, sang ché dé xuat ché pham khang khuén chira ching Bacillus
amyloliquefaciens, moi truong nudi cdy ching, moi trudng nudi cdy cd dic hodc san
phim nudi sdy kho va c6 hoat tinh khang khuén chéng lai it nhit mot mam bénh dugc
chon tir nhém bao gdm Salmonella typhimurium, Vibrio vulnificus, Vibrio
parahaemolyticus, Photobacterium damsel, Listonella anguillarum, va Edwardsiella
tarda. D& hidu 13 hon chi tiét lién quan dén vAn dé trén, c6 thé tham khao ndi dung dugc
mo ta bén trén va céac vi du.

Theo mot phwong 4n, sang ché @& xudt ché pham thirc #n chin nudi chira cic san
phim d4u nanh 1én men duge didu ché bang phuong phap trén. Ham lrong clia san phdm
dau nanh 1én men trong ché phdm thirc an chin nudi theo sang ché co6 thé dugc kiém
soat hop 1y ty thudc vao loai va d6 tudi cia vat nudi duge sir dung, hinh thirc st dung,
céc hiéu qua mong mudn hoic twong tw. Vi dy, né c¢6 thé dwgc sir dung véi sb lugng tir
1% trong luong dén 99% trong luong, cu thé hon 13 10% trong lwong dén 90% trong
lwong va 20% trong lugng dén 80% trong lwgng, nhung séang ché khong gidi han & day.

Pé str dung, ché phim thirc n chin nudi ciia séng ché ngoai cac san phidm dau
nanh 1én men c6 thé con bao gém hén hop cua it nhéat mot loai axit hitu co nhu axit xitric,
axit fumaric, axit adipic, axit lactic chit chéng oxy hoéa ty nhién nhu polyphenol,
catechin, tocopherol, vitamin C, chiét xuét tra xanh, chitosan, axit tannic, hodc tuwong tu.
Néu cin thiét, cht phu gia dién hinh khéc nhu chét chéng ctm, chit dém, tac nhan kim
him vi khuin hodc chét twong tu cé thé duoc bd sung vao. Ngoai ra, chét pha lodng,
chét phan tan, chét hoat dong bé mit, chit két dinh hodc chét bbi tron c6 thé duge bd
sung vao d tao thanh ché phim dang tiém nhu dung dich nuéc, huyén phi, nhii trong

hodc twong tu, vién nang, hat, hodc dang vién.

Ngoai ra, ché phdm thirc 3n chin nudi cia sang ché c6 thé dugc sir dung cung véi
cac chét bd tro khac nhau nhu cac axit amin, mudi vo co, vitamin, chét chéng oxy hoa,
chit chéng nim, chét khang khuin hoic twong tw, va chét bd sung dinh dudng, chét ting
tbc do sinh trudng, chét ting te hap thu tiéu héa, va chét phong bénh, ngoai cac thanh
phﬁn chinh bao gdm thirc an chin nuoi protein thuc vat nhu 1da mi bét hodc 1Ga mi vd,

laa mach, ngo, hodc tuwong ty, thirc &n protein dong vat nhu bot mau, bdt thit, bot ca,
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hodc cac loai trong tw, m& dong vat, va dau thuc vat.

Khi ché phdm thirc 3n chin nudi cia sang ché dugc st dung lam phu gia thirc in
chin nudi, ché phém thtrc &n chin nudi c6 thé duge bd sung vao hodc dugc st dung
ciing v6i cac ché phdm khac, va c6 thé dugc sir dung thich hop theo phuong phép phd
bién. Ché phim thirc an chan nudi c6 thé dugc didu ché & dang sir dung theo cong thic
phéng thich ngay 14p tirc hodc cong thirc phong thich tir tir, két hop vdi cac chit mang
duoc dung khong doc hai. Cac chit mang an dugc c6 thé 12 tinh bdt ngd, lactoza, sucroza
hoic propylen glycol. Chat mang rn c6 thé sit dung & dang vién nén, bot, vién ngam
det hoic twong tw, va chit mang 16ng c6 thé sir dung & dang xi-rd, huyén phit 16ng, nhii
twong, dung dich hodc twong tu. Ngoai ra, chit dugc sit dung c6 thé bao gdm chét bao
quan, chit boi tron, chét ting tbc d6 dung dich hodc chét 6n dinh va cling c6 thé bao
gdm c4c chit khac dé cai thién cac bénh viém nhifm va chét hitu ich dé phong chdng vi

rat.

Ché phim thirc n chin nudi theo sang ché c6 thé dugc ap dung cho ché d6 an cia
dong vat, tirc 1a thire an cho nhiéu dong vét bao gdbm ddng vét cé vu, gia cAm, c4 va dong
vat giap xac. N6 co thé dugc st dung cho c4c ddng vat cé vi quan trong v& mit thuong
mai nhu lgn, trdu bo, dé hodc tuong tu, dong vat trong vuon thi nhu voi, lac da, hoac
cac loai tuong tw, hodc vat nudi nhu ché, meo, v.v. Gia cAm quan trong vé mat thuong
mai c6 thé bao gdm ga, vit , ngdng, hoidc twong tw, va c4 va dong vat gidp xac dugc nudi

thuong mai nhu c4 hoi va tom ciling ¢6 thé dugc bao gom.

Ché pham thirc an chin nudi theo sang ché c6 thé dwoc tron lugng khoang 10 g
dén 500 g, tot nhat 12 10 g &n 100 g mdi 1 kg trong lugng kho cua thire an chin nudi.
Sau khi dwgc tron hoan toan, ché phdm thirc an chin nudi tot nhit c6 thé duge cung cép

duéi dang nghién hodc ti€p tuc dugc ép vién, mé rong hodc ép dun.

Chiing Bacillus amyloliquefaciens CI24-34 theo sang ché d& xut dé didu ché san

pham déu nanh 1én men.

Sang ché @& cap dén ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 méi, phuong phép
diéu ché san phim dau nanh 1én men bang cach sir dung chiing nay, va san phim 1én
men ctia chiing. Sau ddy, sang ché s& duoc mé ta chi tiét théng qua cac vi du va vi du
thuc nghiém. Tuy nhién, nhitng vi du ndy duoc dua ra chi nhim muc dich minh hoa va

khong nén duoc hiéu 1a gidi han pham vi cla sang ché.
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Vi du thwe hién sang ché
Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét thong qua cac vi du va vi du thyc nghiém.
Vi du 1: Phan 18p ching Bacillus amyloliquefaciens méi

Chung Bacillus amyloliquefaciens (sau diy goi 1a ching “CJ2323”, tham chiéu
Patent Han Qudc s6 10-1517326) da duogc biét 1a dugc sir dung phd bién @& 1én men ba
dau nanh hoic protein d4u nanh co dic, da dugc didu ché, va sau do, qua trinh cai thién

ching da dugc thuc hién theo cach sau.

Truéc tién, chiing CJ823 dwoc kich hoat bang cach nubi cdy trong mdi truong tAm
canh TSB (thanh phan méi trudng: 17,0 g enzym thoai bién casein, 3,0 g enzym thodi
bién ba d4u nanh, 5,0 g natri clorua (NaCl), 2,5 g kali phosphat, 2,5 g dextroza, 15,0 g
thach, nhiét d¢ 25°C, d6 pH cudi cung: 7,3 £ 0,2) ¢ nhiét 46 37°C trong 12 gi¢. Ching
dugc kich hoat dugce sir dung nudi cdy gidng bang cach tao huyén phu khoang 2 bach
kim (pha losng dén d6 hip thu khoang 0,2 & bude soéng 660 nm) trong 9 ml dung dich
khtr tring NaCl 0,8%. 50 ml TSB dugc diéu ché trude d6 duge cdy voi huyén phti nudi
cdy gidng & mitc 1% va sau d6 dugc nudi cly & nhiét do 37°C véi tde do 180 vong/phit
cho dén khi d6 hip thu & bude séng 660 nm dat khoang 4,0 dén 5,0. Sau khi nudi ciy
gidng, dung dich nudi cdy duogc ly tim (8000 vong/phit, nhiét d6 4°C, 10 phut) dé phan
lap cac t& bao khoi phan néi phia trén. Cac t& bao phan 14p dugc rira hai 1an bang dung
dich khir tring NaCl 0,8% cung luong v6i dung dich nudi cdy. 20 ml dung dich kht
tring NaCl 0,8% duoc trdn véi cac té bao sao cho néng do té bao dat duoc do hép thu
khoang 0,8 & budc song 660 nm va 15 ml hdn hop duge 4p dung cho dia petri v6 tring.
Tiép theo, céc tia UV duoc chiéu vao céc té bao & do cao khoang 50 cm véi budce séng
254 nm béng dén UV (VIBER LOURMAT, 115V, 60 Hz). Viéc chiéu xa UV duoc thuc
hién trong mot khoang thoi gian cho dén khi ty 16 ttr vong ctia chiing vi khuin hoang dai
dat 99,99% theo thoi gian chiéu xa UV. Sau d6, 0,1 ml hdn hop chiéu xa UV d4 duogc
b6 sung vao méi trudong tAm canh TSA (thanh phan méi tredng: thach ddu nanh tryptic,
15 g enzym thoai bién casein, 5 g enzym thodi bién b3 dau nanh, 5 g NaCl, 15 g thach,
nhiét d6 25°C, dd pH cubi ciing: 7,3 +0,2) & nhiét d6 37°C trong 12 gid va chi cac ching

d6t bién hinh thanh céc khudn lac duoc phén 1ap va thu duge.

Vi du 2: Do kha nidng phén giai protein va hoat tinh khang khuén cta Bacillus

amyloliquefaciens
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Kha ning phan giai protein va hoat tinh khang khudn cta tirng ching dot bién thu
dwoc khi phan 1ap theo vi du 1 d4 duoc x4c nhan bang phwong phép sau. Bacillus subtilis
(sb dang ky KCCM11438P) va Bacillus amyloliquefaciens (ching CJ823) dwoc biét dén
trong k¥ thuat duoc sir dung 1am chiing ddi chiing, (sau ddy goi la cac ching dbi chung

1 va dbi chung 2).
1) Kha ndng phan giai protein

Pé do kha ning phén giai protein cia céc chiing d6t bién thu dwoc trong vi du 1,
cac chiing dwgc nudi cdy bang cach ciy trong moi treong thach YM (3,0 g chiét xuét
nim men, 3,0 g chiét xuit mach nha, 10,0 g pepton, 20,0 g thach) chira 2% (w/v) sita
tach béo (Difco, Hoa K¥) va kich thuéc ciia vong vo khuédn (C) duge hinh thanh do sy
thoai bién ctia co chéit duoc do cing lic trong khi do dudng kinh cta khuén lac dugc
hinh thanh (sinh trudng (G)).

Cu thé hon, timg chiing dot bién dugc nudi cdy trong méi truong TSB (thanh phén
mdi trudng: 17,0 g enzym thodi bién casein, 3,0 g enzym thoai bién ba d4u nanh, 5,0 g
NaCl, 2,5 g dikali phosphat, 2,5 g dextroza, d6 pH cudi cung: 7,3 £ 0,2 ¢ nhiét d0 25°C)
& nhiét d6 37°C trong 12 gid véi tde d6 khudy 200 vong/phut. Sau dé, 1,0 pL dung dich
nudi cdy cho tirng chiing d6t bién dugc chia nhd vao moi truong thach YM c6 chua sita
tach béo va nudi cdy & nhiét d6 37°C trong 16 gio. Sau khi hoan thanh nuoéi cdy, duong
kinh (G) ctia cac khuan lac duogc hinh thanh trén moi treong nudi ciy va kich thude ©)

ctia vong vo khuén da duoc do.
2) Hoat tinh khang khuén chéng lai Salmonella typhimurium

Salmonella typhimurium (ATCC14028) 14 mdm bénh phd bién c6 kha ning gay
bénh cho vat nudi, dugce st dung dé do hoat tinh khéng khuén cua céac chiing d6t bién
thu dugc trong vi du 1 bén trén. Cu thé hon, tung ching dot bién duoc nudi céy trong
moi truong GYP (thanh phan méi trudng: 10 g glucoza, 8 g chiét xuit nAm men, 2 g
polypepton, d6 pH: 7,0) & nhiét do 37°C trong 12 gi véi toc do khudy 180 vong/phut.
1,5 uL dung dich nudi cdy cho timg chiing ddt bién dugc chia nhé vao moéi truong thach
GYP (thanh phan méi truong: 10 g glucoza, 8 g chiét xudt nAm men, 2 g polypepton, 15
g thach, do pH: 7,0) duoc bd sung 1x10° CFU/mL Salmonella typhimurium va nudi cy
¢ nhiét do 37°C trong 15 gid. Sau khi hoan thanh nudi cdy, kich thu6c cia vong vO

khudn duoc hinh thanh xung quanh cc khuén lac ctia cac ching dot bién d3 duge do va
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hidu gi4 khang thé ctia hoat tinh khang khudn dugc do.

Bang 1
Tén ching C G C/G C-G | Hoat tinh khang khuén

Péi chimg 1 6,6 6,6 1,00 0,00 ++

Péiching2 | 12,46 8,31 1,50 4,15 4+
CJ24-1 13,02 7,05 1,85 597 ERTE
CJ24-3 13,91 6,78 2,05 7,13 SRR
CJ24-4 14 6,76 2,07 7,24 -+
CJ24-5 14,06 7,02 2,00 7,04 NRTAT.
CJ24-6 13,79 6,78 2,03 7,01 o+
CJ24-7 13,56 6,57 2,06 6,99 -
CJ24-9 13,45 6,34 2,12 7,11 -+
CJ24-10 13,15 6,46 2,04 6,69 +H+++
CJ24-11 13,5 6,82 1,98 6,68 o+
CJ24-12 13,31 6,68 1,99 6,63 o+
CI24-13 13,76 6,62 2,08 7,14 -+
CJ24-14 13,6 7,23 1,88 6,37 -
CJ24-15 14,15 6,94 2,04 7,21 +++++
CJ24-16 13,26 5,92 2,24 7,34 o+
CJ24-17 13,27 6,07 2,19 7,20 +++++
CJ24-18 13,37 5,95 2,25 7,42 -
CJ24-19 13,7 6,94 1,97 6,76 A+
CJ24-20 13,94 7,38 1,89 6,56 A+
CJ24-21 13,18 6,86 1,92 6,32 AR
CJ24-22 13,26 6,35 2,09 6,91 SR
CJ24-23 13,73 6,69 2,05 7,04 A+
CI24-24 13,79 7,5 1,84 6,29 -+
CJ24-25 13,4 6,45 2,08 6,95 -+
CJ24-26 14,08 7,23 1,95 6,85 A+
CI24-27 13,9 7,93 1,75 597 ++
CI24-28 13,82 5,92 2,33 7,90 o+
CJ24-29 13,93 5,87 2,37 8,06 A+
CJ24-30 13,55 5,99 2,26 7,56 ERTE
CJ24-31 13,22 591 2,24 7,31 -+
CJ24-32 13,64 5,81 2,35 7,83 4+
CJI24-33 13,91 6,11 2,28 7,80 -+
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CJ24-34 14,13 6,21 2,28 7,92 S
CJ24-35 15,11 7,13 2,12 7,98 +
CJ24-36 12,91 5,11 2,53 7,80 .

Bang 1 thé hién hoat tinh khang khuan thong qua cac phép do kich thude clia vong
v6 khuén (C), duong kinh cia khudn lac (G), ty 18 cia chiing (C/G), su khéc biét kich
thudce clia chung (C-G) va kich thude ciia vong vo khudn duoce do sau khi nudi ciy céac

ching da hoan thanh.

Theo bang 1, trong s6 cac chiing dot bién CJ24-28, CJ24-29, CJ24-32, CJ24-33,
CJ24-34, va CJ24-36 c6 ty 1¢ kich thudc clia vong vo khudn so véi kich thude cia céc
khuén lac dugc hinh thanh (C/G) (2,28-2,53) cao hon, trong d6 CJ24-28, CJ24-29 va
CJ24-34 c6 hoat tinh khéng khudn cao nhét (tét ca +++++). Nguoc lai, dbi ching 1 ¢c6
gi tri C/G thap nhit va d6i chiing 2 ¢6 gia tri C/G thip thir hai (twong tng 13 1,00 va
1,50) va c4c hoat tinh khang khuén ctia chiing chi twong tng 13 ++ va ++++. Tt 13, da
xAc nhén rang cic ching dot bién da ting cudong kha nang phéan gidi protein va hoat tinh
khéng khuin so véi ching Bacillus subtilis va Bacillus amyloliquefaciens thong thuong
duoc biét dén. Do do6, khi cac ching dugc dp dung cho protein ddu nanh c6 dic hoidc ba
dau nanh dé diéu ché san phém d4u nanh 1én men, c6 thé dy tinh réng san phém dau

nanh 1én men s& thé hién hoat tinh khang khuén.
Vi du 3: Do hoat tinh khang khuén cia chung CJ24-34

Thi nghiém d4 dugc tién hanh thém d& x4c nhan chung CJ24-34 ¢6 kha nang phan
giai protein t6i wu hay khong vi kich thu6c 16n nhit cta vong vo khuan (C) va duong
kinh ctia khuan lac (G) trong sb cac chung (CJ24-28, CJ24 -29 va CJ24-34) dugc chon
¢6 hoat tinh khang khuén t5i wu trong vi du 2, ¢6 hoat tinh khang khuan chéng lai cac
vi sinh vat gdy bénh khéc ngoai Salmonella. Pé x4c nhan hoat tinh khéng khuén, céc vi
sinh vat gdy bénh nhw Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus, Photobacterium
damsel, Listonella anguillarum, Lactococcus garvieae, va Edwardsiella tarda da dugc
stt dung va chung dugc biét 1a gay bénh & c4 nudi nhu nhidm tring huyét, Vibrio
cholerae, vibriosis & tom, pasteurellosis & ca cam, streptococcosis & ¢4 bon va bénh
edwardsiellosis & c4 bon. Trong sb cac vi sinh vt gdy bénh, Vibrio vulnificus, Vibrio
parahaemolyticus, Photobacterium damsel, va Lactococcus garvieae 13 cac ching thu

dugc tir By suu tdp nudi céy mam bénh quéc gia thudc chi nhanh Pai hoc Quéc gia
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Gyeongsang, va Listonella anguillarum va Edwardsiella tarda thu dugce tir KCTC. Tung
vi sinh vat gdy bénh duoc nudi cdy trong méi trudng va nhiét d6 twong tng theo bang 2
bén duéi. Sau d6, cac khuln lac don 1& duge chon, va ching dugc chuyén Vvao 6ng
nghiém va dugc nudi cdy trude trong mdi trudng chat 16ng twrong tng qua dém. Dung
dich tién nudi cdy duoc cdy chuyén 0,1% lai vao 100 mL mdi trudng chit 1ong twong
ting cho timg vi khuin gay bénh va nuéi ciy trong khoang 12 gi. Dung dich nudi ciy
duoc sir dung dé didu ché méi truong thach cho timg vi khuén gay bénh dé kiém tra hoat

tinh khang khuén.

Bang 2
Piéu kién nudi cy
Vikhudn gdy bénh| Bénhgdyra | Sédangky | Maitruong | Méitruong | Nhiét
thach long d6 (°C)
. Canh
Vibrio vulnificus | Vibriosis & tom | P4710 | 10achMarine |\ o @D | 30
(BD Difco) .
Difco)
I . Canh
Vibrio . Vibriosis & tom P4712 Thach Marme Marine (BD 30
parahaemolyticus (BD Difco) .
Difco)
Photobacterium | Pasteurellosis & Thach Marine Canh
, P4482 R . Marine (BD 30
damsela ca cam (BD Difco) .
Difco)
Listonella Vibriosis & ca Thach MRS Canh MRS
anguillarum cam KCTC 2711 (BD Difco) (BD Difco) 30
. . Canh
Lactocgccus Strepto’coccosm P4737 Thach Marme Marine (BD 30
garvieae & cd bon (BD Difco) .
Difco)
Canh dinh .
Edwardsiella | Edwardsiellosis KCTC dudng (BD (g;nh d(lgl) 37
tarda & cé bon 12267 | Difco) +0,2% | ‘o0
thach Difco)

Céc khuén lac don thu duge bang cach nudi cdy chiing CJ24-34 ciia sang ché trong

moi truong thach GYP (1% glucoza, 0,8% chiét xuit nAm men, 0,2% pepton, 0,2% thach)
duoc cdy chuyén vao 6ng nghiém chira 3 ml moéi truong GYP (1% glucoza, 0,8% chiét
xudt ndm men, 0,2% pepton) va duge nudi cdy trude qua dém & nhiét 6 37°C véi tde
dd 180 vong/phut. Dung dich tién nudi cdy duoc cdy chuyén & mirc 0,1% vao 100 mL
moi trudng GYP va nudi cdy & nhiét do 37°C véi tbe d6 180 vong/phit. Tiép theo, cac
dung dich nudi cy sau 16 gior va 20 gidr nudi cdy duoc c¢b dinh va 10 ml mdi dung dich

nuéi cdy duge ly tAm véi tde d6 8.000 vong/phut trong 10 phat & nhiét d 4°C dé thu
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hoi phén noi trén bé mit. Phan ndi trén bé mét dugc loc lai qua dau loc 6ng tiém 0,2 mm

dé diéu ché dich loc.

Dé kiém tra hoat tinh khang khuén ciia c4c chit khang khuln dugc tiét ra tir ching
CJ24-34 trong mdi trudng thach, mdi trudng thach twong tmg véi didu kién nudi ciy
ctia timg vi khudn gay bénh da dwoc didu ché va khir tring & nhiét do 121°C trong 15
phiit. Mbi truong thach duge 1am lanh va dung dich nuéi ciy cia timg vi khuin gy
bénh da dugc diéu ché truée khi méi trudong thach da dong cimg duge bd sung vao moi
trudng thach & mitrc 1% va tron, sau d6 hdn hop nay duoc chuyén vao dia vudéng dé hoa
rin moi truong thach ciy timg vi khuén gy bénh. Céc xi lanh peni dugc dat trén dia
mdi tredng thach da dong rin hoan toan va 300 uL mdi dich loc chiing CJ24-34 (16 gio,
20 giod) da didu ché trude da duoc nap vao mdi cbe, va vi khuan twong g dugc nudi
cdy theo cac didu kién nudi cdy ctia timg loai vi khun gy bénh. Sau khi hoan thanh
nudi cy, do kich thuéc cia vong v6 khuin xut hién trong moi truong thach dugc nudi
cdy voi timg vi khuin gy bénh. Tai thoi diém nay, kich thuée cia ce xi lanh peni 1a 7
mm va kich thuéc ctia vong v6 khudn dwoc so sanh bang cach do dudng kinh cia diém
bao gdbm vong v6 khuén dugc tao ra béi chét khang khuan. Sy ting kich thuéc cta vong
v6 khudn cho thiy ring vi khuin gy bénh khong thé sinh truéng do cac chét khéng
khuén dugc tiét ra boi ching CJ24-34. Ngoai ra, trong thi nghiém nay, vong v6 khuin
duogc tao ra bén trong cde xi lanh peni dugc hiéu 1 chi sb hoat tinh khang khuén, nhung

kich thugc ciia chung khéng duoc do bang vong vo khuan duge tao ra bén ngoai coc xi

lanh peni.
Béang 3
Kich thudce cua vong vo khuén theo
. L . . S6 dang | thoi gian nudi cdy (mm) * kich thuéce
Vikhuan gy bénh | Bénh gy ra ky clia coc xi lanh peni: 7 mm
16 gio 20 gio
Vibrio vulnificus V1br1051s ¢ P4710 9 10
tom
Vibrio Vibriosis & / (Yong Vo khudn | 7 (Y ong v6 khuén
. o P4712 bén trong duoc bén trong duoc
parahaemolyticus tom
tao ra) tao ra)
Photobacterium PastqeurAellosm P448) 15 15
damsela & tom
Listonella Vibriosis & KCTC 14 14
anguillarum tom 2711
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Lactococcus Streptococco Khoéng c6 vong Khong c6 vong
. . a P4737 A 2 A 2
garviaeae sis & c4 bon v6 khuan v6 khuan
. Edwardsiello | KCTC
Edwardsiella tarda sis & c4 bom 12267 25 25

Lién quan dén kich thu6c ciia vong vo khuln dugc thé hién trong bang 3, da xéac
nhén ring ching CJ24-34 clia sang ché tiét ra cac chit khang khuén c6 hoat tinh khang
khuén chéng lai loai vi khuin gdy bénh cu thé. Kich thuéc cta cde xi lanh peni 1a 7 mm,
va dya trén diéu nay, da x4c nhan ring cac chit khang khudn ctia ching CJ24-34 d4 tc
ché su phét trién ctia Vibrio vulnificus, Photobacterium damsel, Listonella anguillarum,
va Edwardsiella tarda. Trong khi d6, khi do kich thudc cia vong v6 khuin bén ngoai,
kich thuéc vong vo khuén ctia Vibrio parahaemolyticus 13 7 mm, twong duong véi kich
thude cta cde xi lanh peni va né c6 thé duge danh gia 1 khong c6 hoat tinh khang khuén.
Tuy nhién, d3 x4c nhan ring vong vo khudn tdn tai mét phin bén trong cbc xi lanh peni
khi nhin thuc chét trén dia, va do d6, c6 thé suy ra réng c6 mdt s6 hoat tinh khang khuén
chdng lai mdm bénh nay. Tirc 13, ching CJ24-34 cho thiy hoat tinh khang khuén chéng
lai 5 loai vi khuidn gdy bénh (Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus,
Photobacterium damsel, Listonella anguillarum, va Edwardsiella tarda) trong sb 6 loai
vi khuan gy bénh dugc thir nghiém trong thi nghiém nay. Do d6, khi chung CJ24-34
ctia sang ché dugc ap dung cho protein d4u nanh cb dic hodc ba d4u nanh, hy vong rang
san pham d4u nanh 1én men ngin chefm‘su tang sinh ciia vi khuin gy bénh va ché phim

thirc &n chin nuoi c6 chira sdn pham nay cé thé dugce di€u ché.
Vi du 4: Do kha néng san xuat chat nhay cua Bacillus amyloliquefaciens

Pé xac nhan kha ning san xuét chit nhiy cua cac chung dot bién CJ24-28, CJ24-
29 va CJ24-34, da duge chon c6 kha ning phén giai protein va hoat tinh khang khuén
tdi wu trong vi du 2, cdc ching duogc tiép tuc nudi céy trong moi trudong thach GYP, va
kiéu hinh cta timg khuin lac duoc quan sat chit chd. D&i chung 2 (Bacillus
amyloliquefaciens, ching CJ823) 1a nhém d6i ching duge md ta trong vi du 2 da dugc
st dung.

Theo két qua ctia thi nghiém, khuén lac cta ching ddi chimg 2 dwoc quan sat 1a ¢6
d6 nhét va béng, diéu nay da xac nhén viée san xult chit nhdy, trong khi & c4c khudn
lac ctia cac ching dot bién CJ24-28, CJ24-29 va CJ24-34 dugc chon trong vi du 2, da

duge xac nhan rang san xuét chit nhiy da bi e ché vi khong quan sat thiy d6 bong hoic
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dd nhot.

Vi du 5: Kha ning san xuét chit nhiy va kha ning 1én men cia chiing CJ24-34

trong protein ddu nanh c6 déc

Thi nghiém d3 dugc thuc hién dé x4c nhin kha ning san xuit chit nhiy va 1én men
cta cac ching khi ching CJ24-34 dugc xac nhan 1a c6 kha ning phan gidi protein va
hoat tinh khang khuén t6i wu giita cic ching dot bién duoc chon trong vi du 2 va vi du
3, dugc 16n men bing cach cdy chuyén vao protein d4u nanh c¢6 dic. Chung ddi ching
1 (Bacillus subtilis ¢6 sb dang ky KCCM11438P) va ching dbi chimg 2 (Bacillus
amyloliquefaciens: CI823) dwoc dé cap trong vi du 2 déu duoc sir dung 1am nhém dbi

chung.

Ching CJ24-34 duogc nudi ciy trude trong moi truong GYP (thanh phin mbi
trudong: glucoza 10 g/L, chiét xuit ndm men 8 g/L, pepton d4u nanh 2 g/L) va dung dich
nudi cdy thu duge tir qué trinh tién nudi cdy da dwgc cdy chuyén lai vao méi truong
GYP sao cho ham lwgng ciia chiing chiém 1% va nudi cdy cho dén khi do hip thu &

bude séng 660 nm tbi thiéu 12 6.

fo)ng d6 protein dau nanh da dugc diéu ché b%mg cach kiém soat d6 4m khoang
43% (v/w) va xtt ly nhiét & nhi¢t do 100°C trong 30 phut, sau d6 lam mat & 30°C dén
50°C. 10% trong lugng ciia dung dich nudi cdy dua trén trong luong ciia protein cb dic
clia chiing CJ24-34 dugc cdy chuyén vao protein ddu nanh c6 dic tién xtt 1y, va d6 4m

ctia dung dich nudi cdy dwoc kiém soat khoang 46%.

NE‘)ng do protein dau nanh dugc 1én men trong 16 gid trong buéng v61 nhiét 0 va
d6 4m khong déi dugc duy tri & nhiét d6 37°C va do 4m 95%. Trudc khi 1én men, do
pH ctia protein ddu nanh c6 dic 1a khoang 6,8 va timg chiing dugc ciy chuyén véi luong
khoéng 107 CFU/g. Sau khi hoan thanh qu4 trinh 1&n men, viéc san xuét chit nhiy da
duoc kiém tra, va do dm, sb lugng té bao séng va do pH cuia san phém 1én men duoc do

lai.

Ham lugng protein va ham lugng protein ting 1én ctia san phim 1én men dugc do

dwa trén trong lugng kho sau khi sdy san phdm 1én men.

Fig.1 12 hinh anh thé hién protein d4u nanh c6 dic 1én men dugc 1én men bing

cach st dung chiing CJ24-34 va hai ching d6i chimg. Céc Fig.1A va C 1a hinh anh ctia
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protein ddu nanh c6 dac 1én men dugce 1én men véi ching dbi ching 1 (Bacillus subtilis)
va CJ24-34 theo sang ché, twong ting, va da dugc x4c nhin rang viéc san xuét chét nhay
d3 bi e ché vi khong thdy nhét hodc véon cuc trong qué trinh 1én men céc sén pham.
Ngugc lai, Fig.1B 1a hinh anh cia protein ddu nanh c¢6 dic 1én men dugc 1€n men véi
ching d6i ching 2 (Bacillus amyloliquefaciens). Céc sén phim 1én men rit nhét va hinh
thanh véon cuc. D6 14 do Bacillus amyloliquefaciens thong thudng tao ra lugng chét nhdy
dang ké trong qua trinh 1én men, trong khi Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 theo
sang ché hiu nhu khong tao ra chét nhdy, do dé x4c nhan rang n6 c6 thé hiru ich cho

vi€c san xuat hang loat sdn pham 1én men.

Béang 4
Thoi i Sé}luo’ng Ham lugng | Ham lugng
. \ gian | D0 am t€ bao Do protein protein ting
Tén ching (gi0) | (%) song pH (%, trong (%, trong
(CFU/g) lugng kho) lugng kho)
Péi chimg 1 0 45,49 | 1,1 x10% | 6,84 63,3
(Bacillus 9
subtilis) 16 3894 | 7,8x10 8,45 68,0 4,0
Pdichimg2 | O 4594 | 1,6 x10° | 6,76 63,9
(CJ823) 16 | 39,19 | 4,6x10° | 8,23 68,0 4,1
CJ24-34 cha 0 45,86 | 6,1 x107 | 6,83 64,2
sang ché 16 37,73 1,8 x10° | 8,28 68,3 4,0

Pé kiém tra cac didc tinh ciia san phim 1én men dugc didu ché bang cach st dung
chiing CJ24-34 ciia sang ché, 46 4m theo thoi gian (0 gid, 16 gid), s6 lwong té bao séng,
do pH, ham lugng protein va ham lugng protein tang 1én cia protein ddu nanh c6 dic
1én men, trong d6 timg ching bao gdém cac ddi chung da duoc 4p dung, da dugc xac
nhén (bang 4). Theo két qua ctia thi nghiém, protein ddu nanh c¢6 dic 1én men duoc 1én
men v&i CJ24-34 theo sang ché c6 d6 4m khoang 37% dén 39%, d6 pH tdi thidu 1a 8 va
sd lugng té bao séng tdi thidu khoang 10° CFU/g. Ngoai ra, ham lugng protein da ting

khoang 4% so v6i ham lugng protein ciia nguyén lidu thd, khing dinh kha ning 1én men.

Vi du 6: Thoai bién protein va phéan bd trong lvong phén tir ctia protein dau nanh

c0 dac 1én men

Trong vi du ndy, su thodi bién protein va phan bd trong lugng phéan tr cla cac

protein ddu nanh c6 dic 1én men cta vi du 5 d3 dugc phén tich d€ xac nhan kich thude
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va phan bd ciia céc peptit c6 trong san phim 1én men. Ching dugc do tuwong Umg bing
SDS-PAGE va GPC.

1) SDS-PAGE (Pién di gel Polyacrylamit)

100 mg nguyén liéu thd (protein dau nanh c6 dic) va protein ddu nanh c6 dac 1én
men (protein d4u nanh c6 dic 1én men cua ching CJ24-34 va protein ddu nanh c6 dic
16n men cua ching dbi chimg 1) dugc didu ché theo vi du 5 dugc tao huyén pht trong 5
mL dung méi uré 8 M, nghién bang séng siéu 4m, va sau d6 ly tAm (& tbc d6 8.000
vong/phut trong 10 phut) dé phan 14p phan chét ndi bén trén. Phén chét ndi bén trén

dugc dinh Iuvgng 12 axit bicinchoninic va dugc nap vao gel SDS-PAGE.

Fig.2 14 hinh 4nh hién thj két qua SDS-PAGE cuia protein d4u nanh c¢6 dic 1én men.
Tir dai bén trai trén Fig.2, M biéu thi d4u 4n sinh hoc, 1 biéu thi sy phan b protein ciia
nguyén liéu thd (protein dau nanh cb dic), 2 va 3 biéu thi sw phan b protein cia protein
déu nanh c6 dic 1én men cta ching CJ24-34 theo sang ché, va 4 va 5 biéu thi su phén
bd protein clia protein d4u nanh ¢ dic 1én men ctia ching ddi chimg 1. Theo phan bd
protein thé hién trén Fig. 2, c6 thé khing dinh ring ndng do protein d4u nanh c6 dic 1én
men ciia chiing CJ24-34 theo sang ché hdu nhu khong chira polyme protein va chi yéu
bao gdm cAc peptit trong lwong phan tir thip, va do d6, c6 thé cai thién ty 16 hip thu tiéu
héa khi chung twong tng dugc st dung lam thirc dn chian nuéi. Nguoc lai, protein dau
nanh cb dic 1én men cta ching déi ching 1 van chira cac polyme protein, x4c nhan ring

c4c polyme protein khong bi phan hiy ding cach.
2) GPC (séc ky thdm thau gel)

GPC la phuong phap dé biét dwoc sw phan bd protein trong lwrong phan tir trong
méu cin do, bang cach phan tich cac protein tiéu chuén c6 trong lugng phan tir khac
nhau d€ xac dinh thoi gian luu ciia timg protein, sau d6 bing cach tinh duong cong chuin
cho méi lién hé gitta trong luwong phén tr va thoi gian luu. Cu thé hon, sau thoi gian luu
cta protein cé trong lugng phén tt cu thé dugc tinh toan, sic ky dugc chia thanh céc
phan theo thoi gian va ty 18 phin dién tich cta timg pham vi trong lugng phén tr trong

toan bd vung sac ky dwgc tinh toan.

100 mg nguyén liéu tho (protein ddu nanh c6 dic) va protein ddu nanh c6 dac 1én

men (protein ddu nanh cd ddc 1én men ctia ching CJ24-34 va protein ddu nanh c6 dic
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1én men ctia ching d6i ching 1) dugc didu ché theo vi du 5 dugc tao huyén phu trong 5
mL dung mdi uré 8 M, nghién bing song siéu 4m, va sau d6 ly tdm (& téc do 8.000
vong/phut trong 10 phiit) dé phan 14p phin ndi bén trén. Sau d6, phin ndi bén trén dugc
loc qua diu loc 6ng tiém 0,45 um, va dich loc duoc phén tich bdi GPC. Cac két qua

duoc thé hién trong bang 5.

Béang 5
Vit liéu . A . . | Proteinco | Protein c6
o Protein c6 Protein c6 < 1a < 1A
tho - 1A DA dac 1én dac 1én men
.| ddc1én men | dic 1én men , , ,
MW (kDa) (protein , , , \ men cua cua ching
A s cua ching | cua ching , Z. I
dau nanh CI24-34 (1) | CI24-34 (2) chung do6i | doi chimg 1
c0 ddc) chung (1) (2)
>T5 22,40 5,59 6,05 17,22 18,28
30-75 46,99 14,07 13.57 36,30 38,08
10-30 15,92 24,57 24,27 21,99 20,71
5-10 4,70 22,04 21,86 8,94 8,17
<5 9,98 33,73 34,26 15,54 14,76
Téng 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Béng 5 thé hién cac két qua GPC ciia nguyén liéu thd va protein c6 ddc 1én men.
Nhur thé hién trong bang 5, protein ddu nanh c6 dac 1én men (1) va (2) ciia chiing CJ24-
34 theo sang ché chira khoang 80% peptit ¢6 trong lugng phén tir tir 30 kDa try xudng
va khoang 55% peptit c6 trong lugng phan i tir 10 kDa tré xudng, x4c nhin rang ching
chit yéu bao gdm cac peptit trong lugng phan tir thip. Nguoc lai, mic du cac protein ¢
d4c 1én men ctia chiing d6i ching 1 chira nhidu peptit trong lugng phén ti thdp hon so
v6i nguyén liéu thd, nhung ham lugng cla cac peptit ¢6 trong luong phén tir tir 10 kDa
tr& xubng chi khoang 23% dén 24%, x4c nhén rang chung chi yéu bao gdm céc peptit
trong luong phén tir cao.

Vi du 7: Khé ning 1én men ba dau nanh, thoai bién protein va phan bé trong luong
phén tir cia ching CJ24-34

Pé x4c nhan chung Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 theo sang ché c6 kha ning
1én men t6i wu ngay c4 khi ap dung cho bd ddu nanh hay khéng, hai loai Bacillus
amyloliquefaciens (KCCM11471P va KCCM11906P) dugc st dung nhur chiing san xuét
ba ddu nanh Ién men, du:dc st dung lam dbi ching, va kha ning 1én men cia ching da

dugc xdc nhan. KCCM11471P va KCCM11906P duge danh diu twong tmg 1a chiung
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ddi chimg 3 va nhém dbi chung 4.

Céc chiing Bacillus dugc nubi ciy trude trong méi trudng GYP (thanh phin moi
truong: glucoza 10 g/L, chiét xuit ndm men 8 g/L, pepton dau nanh 2 g/L), va dung dich
nudi cdy thu duoc tir qua trinh nubi cdy dugc cdy chuyén lai vao méi truong GYP & mitc

1% va nudi cay cho dén khi do hip thu & budc séng 660 nm dat tdi thidu 13 6.

B4 dau nanh di dugc didu ché bang cach kidm soat d6 4m dén khoang 43% (v/w)
va xtt Iy nhiét & 100°C trong 30 phut, sau d6 1am mat & 30°C dén 50°C. 10% trong lwong
cia cac dung dich nudi cdy Bacillus trén trong luong clia ba dau nanh dugc ciy chuyén
vao ba dau nanh tién xu ly, va @0 Am cia dung dich nudi céy duoc kiém soat khoang
46%. Truéc khi 1én men, d6 pH ctia ba d4u nanh 13 khoang 6,8 va timg ching dugc ciy
chuyén véi lugng khoang 107 CFU/g. B dau nanh dugc ciy chuyén véi dung dich nuoi
cdy duoc 1én men trong 18 gidr trong budng nhiét d6 va do 4m khong d6i dugc duy tri &
nhiét d6 37°C va d6 4m 95%. B3 d4u nanh 1én men sau 14, 16 va 18 gidr tir khi bt dau
1én men d3 dugc 14y mAu va su thay dbi ham lwong protein theo thoi gian dugc do va

két qua dugc thé hién trong bang 6.

Béang 6
. Ba dau nanh | Ba dau nanh
.Thm Ién men C}’la 1én men c,fla Ba dau nanh 1én men
Phanloai | 2201 | chingddi | chingdéi | cua ching CJ24-34
men chiing 3 chting 4
(gi0)
1 1 2 1 2 3
0 54,1 542 | 54,1 | 54,2 | 54,1 | 54,1
Ham luong 14 58,9 59,5 | 59,6 | 59,9 | 59,9 | 60,0
protein (%, trong
lrong kho) 16 59,4 59,7 | 59,5 | 60,2 | 60,0 | 60,0
18 59,4 59,6 | 59,8 | 60,8 | 60,5 | 60,1
Téng ham luong | 14 4,7 53 | 55 | 57 | 58 | 59
protein (%, trong 16 53 5,5 5.4 6 5,9 5.9
lugng kho) 18 5.2 54 | 56 | 66 | 63 | 59

Béng 6 thé hién ham luong protein va ham luong protein ting 1én trong ba dau
nanh 1én men. Nhur thé hién trong bang 6, ham luong protein va ham lugng protein ting
1én cuia ba dau nanh 1én men ctia chiing CJ24-34 cao hon so véi chiing di chimg 3 hoic
chiing d6i chimg 4. Cuy thé hon, khi qua trinh Ién men dugc thuc hién trong ciing mot

khoang thoi gian, ham lugng protein ctia ba d4u nanh 1én men ctia ching CJ24-34 cao

-27-



39145

hon khoang 1% so véi ching dbi chimg 3 va trung binh cao hon khoang 0,5% so véi
d6i chiig 4. Tir van @& k¥ thuét didu ché ba d4u nanh 1én men, vn d& rét quan trong la
rit ngén thoi gian 1én men bing cach ting nhanh ham lugng protein, va do d6, Bacillus
amyloliquefaciens CJ24-34 cia sang ché c6 loi thé 12 n6 c6 thé cai thién ning suét cua

san pham dau nanh lén men va giam chi phi san xuat.

Trong khi d6, dé x4c nhén kich thudc ctia cac peptit ciu thanh 16n ba dau nanh 1én
men, su thoai bién protein va phan bd trong lugng phan tir cia bd dau nanh 1én men
duoc 1én men véi chung CJ24-34 va nguyén li€u tho (ba ddu nanh) da duoc phén tich.

V& van dé nay, GPC da dugc st dung theo cach twong ty nhu duge md ta trong vi du 6.

Fig.3 12 hinh 4nh thé hién céc két qua SDS-PAGE ciia nguyén liéu thd (ba dau
nanh) va ba dau nanh 1én men dugc 1én men véi chung CJ24-34. Tir dai bén trai trén
Fig.3, M biéu thi d4u 4n sinh hoc, 1 biéu thi phan bd protein ctia nguyén liéu tho (ba dau
nanh) va 2 biéu thi sy phan bd protein cua ba d4u nanh 1én men dugc 1én men véi ching
CJ24-34 theo sdng ché. Nhur thé hién trén Fig. 3, d4 x4c nhan ring ba dau nanh 1én men
ctia chiing CJ24-34 theo sang ché khong chua polyme protein va hau hét bao gbm cac
peptit trong lwong phan tir thap, va do d6, c6 thé cai thién ty 18 hép thu tiéu hoa khi

ching tuong tng da dugc st dung lam thirc an chin nudi.

Bang 7
MW (kDa) | Nguyén liéu th6 (b3 d4u nanh) | BA d4u nanh 1én men cta CJ24-34
> 75 44,9% 8,1%
30-75 36,9% 10,0%
10-30 9,1% 23,5%
5-10 2,4% 22,5%
<5 6,7% 35,9%
Téng 100,0% 100,0%

Bang 7 thé hién cic két qua GPC dé kiém tra thanh phan peptit ctia nguyén lidu
thd (ba d4u nanh) va ba dau nanh 1én men. Nhu thé hién trong bang 7, nguyén liéu tho
(ba dau nanh) chira khoang 82% peptit c6 trong lugng phan tir tir 30 kDa trd 1én va chu

yéu bao gdm céac peptit c6 trong lugng phan tir cao.

Ngugc lai, bd dau nanh 1én men dugc 1én men véi ching CJ24-34 theo sang ché

chira khoang 82% peptit ¢6 trong lugng phén tit tir 30 kDa tré xudng va khoang 58%
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peptit cé trong lugng phan tu tir 10 kDa tré xudng, x4c nhan ring n6 chi yéu bao gdbm
cac peptit trong lugng phan tir thip. Tirc 13, hau hét cac polyme protein c6 trong nguyén
liéu thd d3 bi thodi bién thanh cac peptit trong lwong phén tir thip, va do d6, c6 thé dy
doén rang kha nang tiéu hoa c6 thé ting 1én khi ching duge st dung 1am thirc an chin
nudi.

Vi du 8: Kha nang 1én men ba ddu nanh cia ching CJ24-34 trong diéu kién d6 4m

thip

Chung CJ24-34 theo sang ché da dwoc nudi ciy trude trong mdi trudng GYP
(thanh phin méi trudong: glucoza 10 g/L, chiét xudt nAm men 8 g/L, pepton d4u nanh 2
g/L) va dung dich nudi cdy thu dwgc tir qua trinh tién nudi ciy duoc cdy chuyén lai vao
mdi trudng GYP & mirc 1% va nubi ciy cho dén khi d6 hap thu & budc séng 660 nm dat
t6i thifu 12 6.

B4 dau nanh da dugc chudn bi bing cach kiém soat d6 4m dén khoang 31% (v/iw)
va xt Iy nhiét & nhiét d6 100°C trong 30 phut, sau d6 lam lanh & 30°C dén 50°C. 10%
trong lugng cda dung dich nudi céy Bacillus dua trén trong lugng cia bd ddu nanh dugce
cdy chuyén vao b d4u nanh tién xtr Iy va d6 4m ctia mdi truong nudi cdy duge kiém
sodt trong diéu kién d6 4m thip khoang 36%. B d4u nanh duogc cdy chuyén dung dich
nuoi céy dugc 1én men trong 12 gio trong bué)ng nhiét d6 va d6 4m khong d6i duge duy
tri & nhiét do 37°C va do 4m 95%. B& dau nanh 1én men & 8, 10 va 12 gior ké tir khi bét
dau qua trinh 1én men da duogc Iéy mau, va tién hanh do do Am, sb lugng té bao séng,

ham lugng protein va sy tdng ham lugng protein.

Béang 8
Thm Do Am | S5 lwong t& bao Ham luong protein Tang ham' luong
gian (%) sén ((,%FU /g) (%, trong luong protein
(gid) ° & 8 kho) (%, trong lugng khd)
0 37,1 4,4 x 108 52,34
8 35,15 8,2 x 10° 54,6 2,26
10 33,25 7,6 x 10° 55,93 3,59
12 31,55 7,0 x 10° 56,1 3,76

Nhur thé hién trong bang 8, khi thoi gian 1én men trdi qua, d6 4m giam dan va sb
luong té bao sbéng ting 1én 7,0 x 10° CFU/g. Ngoai ra, do ham luong dudng ciia ba dau

nanh dugc sir dung trong qué trinh sinh trudng ctia Bacillus, d x4c nhan ring ham luong
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protein da ting khoang 4% sau 12 gid trong san pham 1én men. Ttrc 13, ¢4 x4c nhan rang
chiing theo sang ché c6 kha ning 1én men ngay ca trong bi diu nanh trong diéu kién d6
4m thip. D& x4c nhén thanh phan kich thudc ciia peptit trong ba dau nanh trong diéu
kién do 4m thip, SDS-PAGE va GPC da dugc phan tich theo cach tuong ty nhu dugc

md ta trong vi du 6 d& x4c nhan su thodi bién protein va phan bb trong lugng phén ti.

Fig.4 12 hinh anh thé hién cac két qua SDS-PAGE ctia bi diu nanh 1én men trong
diéu kién d6 4m thp. Tir dai bén trai cia Fig.4, M biéu thi ddu 4n sinh hoc, 1 biéu thi
su phén bd protein ciia nguyén liéu tho (ba dau nanh) va 2, 3 va 4 biéu thi sy phén b
protein cuia bd ddu nanh 1én men tuwong ung dugc 1én men trong 8 gio, 10 gio va 12 gio.
Nhu thé hién trén Fig.4, vi cac polyme protein ctia nguyén liéu ba dau nanh da bi thoai
bién trong qua trinh 1én men, ham Iwong peptit trong lwvong phén tir thap ting 1én, do d6
x4c nhan rang didu ndy c6 thé mang lai hiéu qua tang kha ning tiéu héa khi 4p dung cho

thttc dn chan nuoi.

Bang 9
Nguyén liéu Ba ddu nanh Ba ddu nanh | B34 dau nanh
Trf')ng, luong tho (B4 dau 1én men 1én men 1én men
phan tir (kDa) nanh) sau 8 gio sau 10 gio sau 12 gi¢
>75 54,9 27,5 21,6 20,9
30-75 28,8 30,2 27,1 27,1
10-30 8,0 22,9 26,7 27,2
5-10 2,2 9,1 12,2 12,4
<5 6,1 10,3 12,5 12,4
Téng 100,0 100,0 100,0 100,0

Bang 9 thé hién céc két qua GPC cuia ba déu nanh lén men trong didu kién d6 4m
thap theo nguyén lidu tho va thoi gian 1én men (8, 10, 12 gio). Nhur thé hién trong bang
9, san phdm d4u nanh 1én men dugc 1én men véi ching CJ24-34 theo sang ché trong 12
gidy c6 khoang 52% peptit ¢ trong lwong phan tir tir 30 kDa trd xudng va khoang 24,8%
peptit c6 trong lwong phén tir tir 10 kDa trd xudng. Nguoc lai, nguyén lidu tho (b3 ddu
nanh) chu yéu bao gdm céc polyme peptit, chira khoang 16,3% peptit ¢6 trong luong
phan tir tir 30 kDa trd xudng. Diéu d6 c6 thé xac nhan lugng dang ké cac polyme protein
c6 trong trong nguyén lidu thd d4 b thodi bién thanh cic peptit c6 trong lugng phan tir

thép, va do d6, c6 thé du doan ring ba d4u nanh duge 1én men v6i ching CJ24-34 cua
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sang ché co thé 1am ting tiéu hoa khi st dung cho thirc dn chan nudi do ham lwgng cao

cla céc peptit trong lugng phén tir thip.

Vi du 9: Trinh tu gen 16S rARN va phén tich phd hé cua ching dot Bacillus
amyloliquefaciens CJ24-34 clua sang ché

Pé dinh danh ching dot bién CJ24-34 clia sing ché, trinh ty gen 16S rARN cua

chiing da duoc phan tich bang cach st dung céc trinh tu trong bang 10 bén dudi.

Dé dinh danh chiing bang trinh t gen 16S rARN, ching da dugc khuéch dai bang
PCR bang cach sir dung 27F 27F (5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3', SEQ ID
NO. 1) va 1492R (5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3', SEQ ID NO. 2) nhu la doan
moi chung, va sau d6 duc_r’c tinh ché. D& x4c dinh cac trinh tu, 27F (5'-AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG-3"), 518F (5'-CCA GCA GCC GCG GTA ATA CG-3', SEQ ID
NO. 3), 805R (5'-TAC CAG GGT ATC TAA TCC-3', SEQ ID NO. 4), va 1492R (5'-
GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3') da duogc st dung dé phén tich céc trinh tw 1508
bp. Céc trinh tw d3 dwoc giai trinh tw bing cach st dung céc Kit gidi trinh ty chu ky
BigDye® Terminator v3.1 (Applied Biosystems Inc., Hoa Ky) va dugc phéan tich béi
ABI 3730XL ADN (Applied Biosystems, 3.850 Lincoln Centre Drive, Foster City, CA
94404, USA).

Béang 10

SEQIDNO. 1 |5-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3'
SEQIDNO.2 | 5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3'
SEQID NO. 3 | 5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3'
SEQIDNO. 4 | 5-TACCAGGGTATCTAATCC-3'

SEQID NO. 5 | Trinh tg 16S rARN cua ching Bacillus amyloliquefaciens subsp.
plantarum CJ24-34

Do két qua phan tich c4c trinh ty cia 16S rARN, d4 x4c nhan rang ching d6t bién
CJ24-34 cua sang ché c¢6 chua cac trinh tu 16S rARN ciia SEQ ID NO.5. Trinh tur duoc
dinh kém theo hinh v&. Su giéng nhau cua trinh ty gen dugc x4c dinh b%mg cach so sanh
v6i trinh ty duge ding ky tr may chu EzTaxon (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/) va
GenBank/EMBL/DDBJ.

Sau khi thuc hién sip xép thing hang nhiéu trinh ty bang cach st dung cac trinh
tu, cay pha hé da duoc tao béng chuong trinh MEGA 6 va vi tri phén loai d& dugc phan
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tich (nhu thé hién trén Fig.5).

Theo két qua phén tich pha hé, chung dot bién gen CJ24-34 ciia sang ché thé hién
mdi quan hé chit ché véi Bacillus amyloliquefaciens subsp. Plantarum FZB42T
(CP000560), 12 ching tiéu chuén va trong ddng trinh tr gen 16S rARN dugc x4c nhan
12 99,93% (1507 bp/1508 bp).

Chung dot bién CJ24-34 theo sang ché duogc dit tén 12 Bacillus amyloliquefaciens
subsp. Plantarum CJ24-34 va duge luu gift tai Bao tang gidng chuén vi sinh v4t Han
Qudc (KCCM) vao ngay 15 thang 6 nim 2017, theo Hiép wéc Budapest va duge chi
dinh s dang ky KCCM12038P.

Kh3 niing &rng dung trong cong nghiép

Sang ché c6 hidu qua t6i wu trong viéc d& xult ching Bacillus amyloliquefaciens
méi c6 hoat tinh khang khudn va kha ning phan giai protein t&i wu va kha ning san xuét
chit nhay thip, ba d4u nanh 1én men hoic protein dau nanh cb dic 1én men ciia céc peptit
trong lugng phan tir thip trong d6 kha ning tidu hoa thirc in chin nudi duge cai thién
va phuong phép diéu ché ctia chung. Vi vy, sang ché rt hitu ich d timg dung cho nganh
cbng nghiép thirc an chin nudi, thuc phim va duoc phim.

S6 dang ky

Co quan luu chung: Bao tang gidng chudn vi sinh vat Han Qubc (co quan luu
chiing qudc té)

S6 dang ky luu ching: KCCM12038P

Ngay luu ching: 15/06/2017
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phép diéu ché san phAm d4u nanh 1én men bao gbm cac bude:

cdy chuyén ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 (c6 sb dang ky luu chiing
KCCM12038P) vao ba ddu nanh hoac protein diu nanh c6 dic; va

thu duoc ba ddu nanh 1én men hodc protein dau nanh ¢6 dic 1én men dugce 1én men

bang cach nudi ciy ching Bacillus amyloliquefaciens.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 san phdm dau nanh 16n men c6 hoat tinh khéng
khuén chéng lai it nhit mdét mam bénh dugc chon tir nhém bao gdm Salmonella
typhimurium, Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus, Photobacterium damsel,

Listonella anguillarum, va Edwardsiella tarda.

3. Phuong phép theo diém 1 hoic 2, trong d6 san phim d4u nanh 1én men bao gbm tbi

thiéu 40% peptit trong lugng phén tir thip 6 trong lwong phan tit tr 30 kDa tré xudng.

4. Phuong phap theo diém bt ky tir 1 dén 3, con bao gdm bude kidm soat d6 Am cia ba
dau nanh hodc protein d4u nanh c6 dic va xtt Iy nhiét truée khi cdy chuyén chiing vao
ba d4u nanh hoic protein ddu nanh cd dic.

5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 d 4m ctia ba dau nanh hodc protein ddu nanh c6

ddc 1én men duoc kiém soat trong khoang tr 30% (v/w) dén 80% (v/w), va xtt ly nhiét

dugc thye hién & 70°C dén 130°C trong 10 phiit dén 30 phut.

6. Phuong phép theo diém bt ky tir 1 dén 5, trong d6 chung Bacillus amyloliquefaciens
CJ24-34 (KCCM12038P) dugc cdy chuyén véi lugng té bao 105 CFU/g dén 10° CFU/g.
7. Phuong phap theo diém bat ky tir 1 dén 6, trong d6 nudi cdy duge thuc hién & 20°C
dén 50°C trong 8 gior dén 72 gio.

8. Phuong phép theo diém bét ky tir 1 dén 7, con bao gbm viéc sdy kho va nghién ba
déu nanh 1én men hodc protein ddu nanh ¢6 dic 1én men d3 thu duoc.

9. Chiing Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34 (c6 s§ dang ky luu ching KCCM12038P).
10. Ché phém khéang khudn chta ching Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34
(KCCM12038P), moi truong nudi cdy ching, mi trudong nudi cdy cd dic hodc sin phdm
nudi ca‘iy séy kho va c6 hoat tinh khang khuén chéng lai it nhét mdt mam bénh duoc

chon tr nhém bao gdém Salmonella typhimurium, Vibrio vulnificus, Vibrio
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parahaemolyticus, Photobacterium damsel, Listonella anguillarum, va Edwardsiella
tarda.

11. San phdm d4u nanh 1én men chua chung Bacillus amyloliquefaciens CJ24-34
(KCCM12038P) dugc diéu ché bang phuong phap theo didm bét ky tir 1 dén 8.

12. Ché pham thirc &n chin nudi chira san pham d4u nanh 1én men cta diém 11.
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Fig.2

250kDa
150kDa
100kDs
T5kDa

S0kDa
3kDa

25kD=
20kDs

15kDa
10kDs

-35-



39145

Fig.3
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Fig.5

Hacilles mojavensis ROH-T (JHB00280)
| Bacittus subtils subsp. inaquosorsm KCTC 134297 (AMXNO1000021)

Baoillus sublilis subsp. spizizeni NRRL B-23048" (CPBO2505)

1L Bavilus tequilensis KCTC 136227 (AYTO01000043)

Bacilius vallisroortis DVA-F-3 (0H600273)

L Bacillus sublifs subsy. subliks NCIB 36107 (ABQLO1000001}

¢ Bacilius melhylotrophicus KACC 131087 {JTKJO1000077)

“““ — Bacillus amyloliguefacions subsp. amyleliquefaciens DS TT {(FH97644;
Ir Bacillus siamensis KCTC 136137 {(AJVF01000043)

71 CI2434

6 | Bsoilus amyloliquefaciens subsp. plantarum FIBAZT [CPOOISEN)

— Batilius afrophesus JOW SUTOT (ABUZ1181

Bacillus soncrensis NERC 1012347 (AYTHRDG0018)
) Bacitus aerius 24KT (AJ831843;

3L Bacitus licheniformis ATCC 145807 (AE017333)

g~ Baciius pumilis ATCC 70617 (ABRX01000007)
L Bacitlys safensis FO36ET (ASID0I000027)

Bacillus aerophilus 28KT (AJ831844)

Q9 Bacillus stratosphericus 41KF25T (AJB31841)
Baoilius viamenensis HYCA0Y [AMBHO1000114)

- Wirgibacillus sediminis YIM Ry 3T IAY121430)
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