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HOAC TE BAO VI KHUAN YEM KHi BPONG KHO TREN QUY MO THUONG
MAI
(57) Sang ché dé cap dén cac phuong phap san xuét t& biao Megasphaera elsdenii dong
kho, chat phu gia thyc pham dang ran, ché phém va bo kit chtra cac té bao nay. Sang ché
cling dé cap dén cac phuong phap san xuat té bao Megasphaera dong khé duge bao nang,
té bao vi khuin yem khi dong kho, té bao vi khuan yém khi dong kh6 dugc bao nang, té
bao vi khuan hiéu khi va/hodc nim men dong kho va té bao vi khuan hiéu khi va/hodc nim
men dong khd dugc bao nang. Sang ché ciing dé cap dén cac phuong phap khong nham
muc dich chita bénh dé cai thién do sinh kha dung cua phospho c6 nguon goc thyc vat
trong ché d6 an cua dong vat va hi¢u suét sinh truédng & dong vat.
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Linh vue k§ thuit dwec dé cap

Sang ché dé cap dén té bao Megasphaera elsdenii, phwong phap san xuét té bao M.
elsdenii, chit phu gia thuyc phim va ché phim chira cac té bao nay, va viéc sir dung bao
gém st dung cac i€ bao nay cho dong vét, bao gém, vi du, dé cai thién hiéu suét sinh trudng
va/hodc thé trang. Sang ché ciing dé cap dén té bao vi sinh vat, bao gdm nhung khong bi
gi6i han & té bao vi khuan hiéu khi, t€ bao vi khuén yém khi, va té bao nAm men, va phuwong
phap san xuét té bao vi sinh vat, chit phu gia thuc pham va ché phdm chira cac té bao vi
sinh vat, va viéc st dung bao gém st dung céc t€ bao vi sinh vat nay cho dong vit, bao

gém, vi du, dé cai thién hiéu suét sinh truong va’hodc thé trang.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Megasphaera elsdenii (tc 1a, M. elsdenii) 1a song ciu khudn Gram 4m, khong di
dong, st dung lactat lam ngudn cacbon uu tién va co thé hd trg ngin ngira chiing nhiém
toan, mot rbi loan tiéu hoa phd bién anh huéng dén hang triéu con bod va gia stic 14y sita
moi nim.

Khi gia suc va cac dong vat nhai lai khac an lugng 16n thire dn chira tinh bot (vi du,
hat ngii cdc) hodc cac dudng don gian, cic vi sinh vat co hdi trong da day co thé nhanh
chong 1én men céc hop chat nay thanh axit lactic. Axit lactic 1a axit hitu co manh va c6 thé
dan dén chting nhiém toan lactic, lam pha v& hoat dong tiéu hoa binh thuong va gay thuong
tdn 16n cho thanh éng tiéu hoa & dong vat nhai lai. Cac dong vat bi anh hudng sé cho hiéu
sudt dudi toi wu. Va, thé cp tinh nhéit ctia ching nhiém toan lactic c6 thé gay thuong ton

khong phuc hdi cho hé tiéu héa va hé ho hip ctia dong vat, ciing nhu tang ty 1¢ chét.

M. elsdenii ¢6 thé h trg kiém soat ching nhiém toan lactic boi kha nang chuyén
hoéa axit lactic ctia vi khuin nay thanh cac axit béo dé bay hoi (VFA; vi du, butyrat,
propionat, va axetat), 1a cac chét hiru co it ¢6 hai hon. Tuy nhién, quﬁn thé M. elsdenii trong
6ng da day-rudt ciia dong vat nhai lai thuong & muc qué thap dé ngin ngira nguy co nhiém
toan. Do d6, da phat trién giéng nudi cdy long chira cac té bao sdng thudc chung M. elsdenii,

Lactipro®, dé 1am ting ty 1 khu trG cia M. elsdenii trong 6ng da day-rudt ciia dong vat
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nhai lai. Xem, vi du, patent M§ s6 7,550,139. Tuy nhién, c6 nhiéu ro can thyc tién han ché
viée str dung san pham chita M. elsdenii, bao gbm khé khian trong viéc duy tri san phim
chita M. elsdenii trong diéu kién yém khi ma sinh vat nay can va kho khian trong van chuyén
san pham chita M. elsdenii tir day chuyén san xuit dén vi tri sir dung cubi trong vong 14

ngay, ma sau thoi gian d6 kha nang song cta M. elsdenii trong san pham s€ giam dang ke.

Trong khi patent My s 4,138,498 thao luan chung v& dang dong khé tiém ning
chta M. elsdenii, tai liéu nay khong dua ra phuong phdp bét ky san xuét M. elsdenii dong
kho ma c6 thé dugc st dung trong quy md thuwong mai dé khic phuc dugc cac han ché
thwong mai vén c¢6. Hon nita, it nhét mot nhém gan day di thong bao rang vi sinh vat dong
kho, bao gém cac vi khuan yém khi nhu M. elsdenii, 1a khong thiét thuc vé& mit thuong
mai. Xem, vi du, WO 2017/015022.

Do d6, vAn c6 nhu ciu v& té bao Megasphaera, t& bao Megasphaera elsdenii, bao
gdm phuong phép sin xudt cac t& bao nay, ma khic phuc dugc cac han ché vén co. Ciing
c6 nhu cau vé céc té bao vi sinh vét khéac, nhu Bifidobacterium, nhu B. breve, Lactobacillus,
nhu L. plantarum, Bifidobacterium, nhu B. animalis subsp. lactis, Pediococcus, nhu P.
acidilactici, Lactobacillus, nhu L. casei, Bacillus, nhu B. subtilis, Saccharomyces, nhu S.
boulardii va S. cerevisiae, bao gdbm phurong phap san xuét chiing, ma khic phuc duoc cac

han ché von cé.
Ban chat k§ thuit ciia sang ché

Sang ché huéng dén phwong phap san xuét té bao Megasphaera elsdenii dong kho,
bao gdm céc buéc: (a) tao gidng nudi ciy chira cac té bao M. elsdenii trong diéu kién yém
khi va mdi truong sinh trudng chua it nhit hai ngudn cacbon dugc chon tir nhém gom:
casein, lactat, dextroza, fructoza, fructan, glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat,
glyxerol, sorbitol, manitol, sacaroza, xyloza, mat duong, fucoza, glucosamin, dextran, chét
béo, dau, glyxerol, natri axetat, arabinoza, protein ddu nanh, protein hoa tan, rafinoza,
amyloza, tinh bot, trypton, chét chiét nAm men va tb hop cia ching, (b) thu hoach té bao
trong diéu kién yém khi, (c) dong lanh cac té bao, va (d) dong kho cac té bao, trong do
khoang 1 x 103 dén khoang 1 x 10" CFU/g té bao M. elsdenii dong kho dugc tao ra.
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Theo cac phuong an nhat dinh, it nhit hai ngudn cacbon chira khoang 50-90% la
ngudn cacbon thir nhat va khoang 10-50% la ngudn cacbon thit hai, trong d6 ngudn cacbon
thir hai khac véi ngudn cacbon thit nhét, va trong d6 100% la cta it nhit hai ngudn cacbon

chira nguon cacbon thir nhat va nguon cacbon thir hai.

Sang ché huéng dén phuong phép san xuét té bao Megasphaera elsdenii ddng kho,
chura: (a) tao giéng nuoi cdy chira té bao M. elsdenii va moi trudng sinh truong, (b) thu
hoach té bao trong didu kién yém khi trong vong 12 gid sau khi gidng nuodi cay két thuc
pha sinh truéng theo cip sb nhan ciia né va truée khi gidng nudi cy bt dau pha sinh
trudng On dinh ciia n6, (c) dong lanh cac té bao, va (d) dong kho céc té bao, trong d6 cic

t€ bao M. elsdenii dong kho dugc tao ra.

Theo céc phuong an nhét dinh, viéc thu hoach bao g?)m it nhat mot k¥ thuét duogc
chon tir nhém gém: ly tam, loc, thdm tach, thim thau nguoc, va to hop cua chiing. Theo

cac phuong an nhét dinh, viéc loc bao gém loc dong tiép tuyén.

Theo cac phwong 4n nhat dinh, moi trudng nudi cly chua chét long, va trong d6

viéc thu hoach bao gdm viéc loai bé khoang 60% dén khoang 100% chat 1ong.

Theo cac phuong an nhét dinh, viéc dong lanh thuc hién & nhiét do khoang -80 °C
dén khoang -210 °C.

Sang ché hudéng dén phuong phép sin xuét té bao Megasphaera elsdenii dong khd,
bao gdm céac budc: (a) tao gidng nudi cdy chira té bao M. elsdenii va moi truong sinh
trudmg, (b) thu hoach té bao, (¢) déng lanh cac té bao & nhiét d6 khoang -80 °C dén khoang
-210 °C trong vong 5 gio thu hoach, va (d) dong kho cac té bao, trong d6 té bao M. elsdenii

dong khd duogc tao ra.

Theo céc phuong an nhét dinh, viéc dong lanh bao gdm viée cho vat chira chira té
bao M. elsdenii tiép xtc v6i nito 16ng.
Theo cac phuong an nhét dinh, viéc dong lanh bao g@)m viéc cho té bao tiép xuc voi

nito 16ng.
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Theo céc phuong an nhét dinh, viéc dong lanh dugc thuc hién & nhiét do khoang
-196°C va tao ra cac vién té bao dong lanh, va trong d6 dudng kinh ctia cac vién dong lanh
nay 1a khoang 0,001 dén khoang 0,5 in-xo.

Theo cac phuong an nhét dinh, d6 pH ctia mdi trudng nudi cdy M. elsdenii trude
khi thu hoach ndm trong khoang 4,5 dén khoang 7.,0.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, khoang 1 x 103 dén khoang 1 x 10'> CFU/g té bao
M. elsdenii dong kho séng duge sau khi bao quan 6 nhiét do tir khoang 25 °C trong it nhat
2 tuln.

Theo cic phuong 4n nhét dinh, khoang 1 x 10 dén khoang 1 x 10'2 CFU/g té bao
M. elsdenii dong kho sdng dugc sau khi bao quan & khoang 4°C trong it nhit 1 thang.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, gidng nudi ciy con chira it nhét mot chit bao quan
dong lanh.

Theo cac phuong an nhét dinh, it nhat mot chit bao quan dong lanh duoc chon tur
nhom gdm: fructoza, glucoza, sucroza, bt sira, ché phim dang cong thirc dung cho nhil
nhi, sita tach béo, trehaloza, maltodextrin, betain, va td hop ctia ching.

Theo cac phuong an nhét dinh, it nhit mot chit bao quan dong lanh c6 mit vé6i lugng
tir khoang 1% dén khoang 20% (khdi lugng/thé tich) cia gidng nudi cay.

Theo cac phuong an nhét dinh, M. elsdenii dong kho dugc san xuét trén quy mo

cong nghiép.
Theo c4c phuong 4n nhét dinh, thé tich cta giéng nudi cdy it nht 1a khoang 50 lit.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, khoang 1 x 10° dén 1 x 10'2 CFU/g té bao M. elsdenii

séng duge sau khi dong kho.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, té bao trong gidng nuodi cdy chira t& bao M. elsdenii.
Sang ché hudng dén chét phu gia thuc pham dang ran chira té bao M. elsdenii dong
khé duoc san xuét bing phurong phap bat ky trong sb cac phuong phép néu trén.
Theo cac phuong an nhét dinh, chit phu gia thuc phim dang ran con chira vi sinh

vat khac.
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Theo cac phuong an nhét dinh, chét phu gia thuc phém dang rén dugc chon tir nhém

gém: bot, vién cdm, hat, vién, banh, hoic td hop cua ching.
Theo cac phuong an nhat dinh, chét phu gia thuc phim dang rén 13 probiotic.

Sang ché huéng dén ché pham chira té bao M. elsdenii dong khod dugc san xuit bing
phwong phép bét ky trong sb cac phuong phap néu trén hodc bét k¥ trong sb cac chat phu

gia thyc pham dang rén.
Theo cac phuong an nhét dinh, ché pham 13 vién nang.

Sang ché huéng dén bd kit chira t& bao M. elsdenii dong khd duge san xuat bing
phwong phép bat ky trong s6 cac phuong phéap néu trén, hodc bét ky trong sb chit phu gia

thuc pham dang ran néu trén, hodc bat ky trong so cac cheé pham néu trén.

Sang ché hudng dén phuong phap ding té bao M. elsdenii cho dong vat, bao gdbm
viéc dung cho dong vat té bao M. elsdenii dong kho duge san xuét bing phuong phap bt
k¥ trong sd cac phuong phap néu trén, chét phu gia bat ky trong sb cac chat phu gia thuc
phim dang rdn néu trén, hodc ché pham bat ky trong s6 cac ché pham néu trén.

Sang ché huéng dén phuong phap didu tri hodc ngdn ngira tinh trang bénh hoic rbi
loan lién quan dén viéc san xuét axit lactic trong éng da day-rudt cua dong vét, bao gém
viéc dung cho dong vat mot lwong hitu hiéu cua té bao M. elsdenii dong khd dugc san xuét
béng phuong phap bét ky trong sd cac phuong phép néu trén, chit phu gia bat ky trong sd
cac chat phu gia thuc phim dang rin néu trén, hoic ché phdm bt ky trong s6 cac ché phdm
néu trén.

Theo cac phuong an nhat dinh, tinh trang bénh hoic rdi loan 14 ching nhiém toan.

Theo cac phuong an nhét dinh, tinh trang bénh hodc r6i loan 1a chiing nhiém toan
da co.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, tinh trang bénh hodc réi loan 1a bénh hd hép.

Theo céc phuong 4n nhat dinh, tinh trang bénh hogc rdi loan 1a bénh viém moéng

ngua.

Theo cac phuong an nhét dinh, tinh trang bénh hodc ri loan 12 bénh 1ay nhiém.
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Theo cac phuong an nhét dinh, bénh 14y nhiém 1a 1y nhiém Salmonella hodc

Campylobacter .

Sang ché huéng dén phwong phap ngin nglra hodc 1am gidm sy sinh truéng cla vi
sinh vat co hoi trong 6ng da day-rudt cua dong vat, bao gém viéc dung cho dong vat mot
lugng hitu hi€u cua té bao M. elsdenii dong kho dugc san xuat bang phuong phap bét ky
trong s6 cac phwong phip néu trén, bét ky trong s cac chét phu gia thuc phim dang rin

néu trén, hodc bt ky trong sb cac ché phdm néu trén.
Theo cac phwong 4n nhét dinh, vi sinh vat co hdi 1a c6 kha nang gdy bénh.

Theo cac phuong &n nhit dinh, vi sinh vait co hdi 1a Salmonella hoac

Campylobacter.

Sang ché hudng dén phuong phap cai thién do sinh kha dung ciia phospho c6 ngudn
géc thuc vat trong ché @6 an ctia dong vat, bao gém viéc dung cho dong vat mot lugng hitu
hidu cta té bao M. elsdenii ddng khd dugc san xuat bing phuong phap bét ky trong s cac
phuong phap néu trén, cac chét phu gia bat ky trong sb cac chit phu gia thuc pham dang

ran néu trén, hodc cac ché pham bat ky trong s cac ché pham néu trén.

Sang ché huéng dén phuong phép cai thién hiéu sudt sinh truéng & dong vat, bao
gdm viéc dung cho dong vat mot lugng hitu hidu ctia té bao M. elsdenii dong kho dugc san
xuét bang phwong phap bét ky trong s cac phwrong phap néu trén, chét phu gia bt ky trong
sb cac chat phu gia thuc pham dang rén néu trén, hodc cac ché pham bt ky trong s6 cac
ché phérn néu trén, trong dé hi¢u suét sinh trudng dugce cai thién & dong vat 1a viéc cai
thién: mutc hip thu thirc 4n, mirc ting can trung binh hang ngay, chi s6 chuyén hoéa thirc
an, mirc tang than thit, muc san Xuét sira & dong vat san Xudt sita, mic san Xuét tring ¢ gia
cAm, mirc khoang héa xuong, hodc t6 hop ctia chung.

Theo cac phuong an nhét dinh, té bao M. elsdenii dong kho, chit phu gia thuc pham
dang rén, hodc ché phém dugc dung trude khi, dﬁ”)ng thoi vé1i, hodc sau khi cho dong vat an
thirc an.

Theo céc phuong an nhét dinh, phuong phap nay con bao gbm viéc trén té bao M.

elsdenii dong khd hodc chit phu gia thuc phdm dang rin véi chét 16ng trudce khi dung.
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Theo cac phuong an nhét dinh, chit 16ng duoc ding qua duong ubng hoic bing

cach phun chit léng nay 1én co thé dong vat.

Theo cac phuong an nhét dinh, viéc dung bao gém mét 1an dung té bao M. elsdenii,

chét phu gia thuc phim, hodc ché pham.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, viéc dung bao gdm viéc diing hang ngay té bao M.

elsdenii, chat phu gia thuc phém, hodc ché phém.

Theo cac phuong an nhét dinh, viéc dimg bao gom nhidu hon mét 1an ding té bao

M. elsdenii, chit phu gia thuc phdm, hozc ché pham trong mot ngay.
Theo cac phuong an nhét dinh, dong vat 1a dong vat nhai lai.

Theo cac phuong an nhét dinh, dong vét nhai lai dugc chon tir nhom gém: gia suc,

ctru, dé, nai, trau, va tudn 16c.
Theo cac phuong an nhét dinh, dong vat 1a dong vat khong nhai lai.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, dong vét khong nhai lai duge chon tir nhém gdm:

ngua, gia cam, va lon.
Theo cac phuong an nhét dinh, dong vat 1a dong vat gia cAm.

Theo cic phuong an nhét dinh, dong vat gia cdm dugc chon tir nhém gdm: ga,

ngong, vit, chim cut, ga tay, hodc chim bd cau.

Theo cac phuong an nhét dinh, dong vat gia cAm duoc chon tir nhom gém: ga hudng

thit, ga sinh san hudng thit, va ga sinh san huéng trimg.
Theo c4c phuong 4n nhat dinh, dong vat gia cdm 1a ga.
Theo cac phuong an nhét dinh, dong vat 1a ngua.
Theo cac phuong an nhét dinh, ngua la ngua, ngua pony, ltra, hodc la.

Sang ché huéng dén phuong phap diéu tri hodc ngin ngira tinh trang bénh hodc 1di
loan di kém v6i viéc san xuat axit lactic trong 6ng da day-rudt ctia dong vat gia cam, bao

gdm viéc dung cho dong vét gia cam mot lugng hitu hiéu cla t€ bao M. elsdenii.

Theo céc phuong an nhét dinh, tinh trang bénh hodc r6i loan 12 ching nhiém toan.
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Theo cac phuong an nhét dinh, tinh trang bénh hodc 1di loan 13 bénh hd hép.
Theo cac phuong an nhét dinh, tinh trang bénh hoic r6i loan 13 bénh lay nhiém.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, bénh lay nhiém la 1dy nhiém Salmonella hodc

Campylobacter .

Sang ché huéng dén phurong phap ngin ngira hodc 1am gidm sy sinh truéng cua vi
sinh vat co hoi trong dng da day-rudt ciia dong vt gia cAm, bao gdm viéc dung cho dong

vat gia cAm mot luong hitu hiéu cla t€ bao M. elsdenii.
Theo cac phuong é4n nhét dinh, vi sinh vét co hdi 1a maAm bénh

Theo cac phuong an nhit dinh, vi sinh vat co hoi 1a Salmonella hodc

Campylobacter.

Sang ché huéng dén phwong phap cai thién d6 sinh kha dung ctia phospho ¢6 ngudn
gbc thuc vat trong ché do an cua dong vat gia cAm, bao gdm viéc dung cho dong vt gia

cam mot lugng hitu hiéu cua té bao M. elsdenii.

Sang ché huéng dén phwong phap cai thién hicu sudt sinh truéng & dong vat gia
cAm, bao gém viéc dung cho dong vét gia cAm mot lugng hitu hiéu cta té bao M. elsdenii,
trong d6 hiéu suét sinh truéng dugc céi thién & dong vat 1a cai thién vé: muc hip thu thic
an, muc tang can trung binh hang ngay, chi s6 chuyén hoa thirc in, mirc ting than thit, mirc

san xuat trirng, mic khoang héa xuong, hodc to hop cua ching.

Theo céc phuong 4n nhat dinh, dong vit gia cdm dugc chon tir nhom gdm: ga,

ngong, vit, chim cut, ga tay, hodc chim bo cau.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, dong v4t gia cAm duoc chon tir nhém gbdm: ga hudng

thit, ga sinh san huéng thit, va ga sinh sdn hudng tring.
Theo c4c phwong an nhét dinh, dong vat gia cAm 1a ga.

Sang ché huéng dén phuong phép diéu tri hodc ngin ngira tinh trang bénh hodc rdi
loan di kém v6i viée san xuét axit lactic trong dng da day-rudt cia ngua, bao gbm viéc

dung cho ngua mdt luong hitu hiéu cua té bao M. elsdenii.

Theo cac phuong an nhét dinh, tinh trang bénh hodc r6i loan 12 ching nhiém toan.
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Theo céc phuong 4n nhét dinh, tinh trang bénh hoc rdi loan la bénh hé hép.

Theo céc phuong an nhét dinh, tinh trang bénh hodc r6i loan 13 bénh viém moéng

ngua.

Theo c4c phuong 4n nhét dinh, tinh trang bénh hogc réi loan 1a bénh 14y nhiém.

Theo céc phuong an nhét dinh, bénh 14y nhiém 13 14y nhiém Salmonella hodc
Campylobacter.

Sang ché huéng dén phuong phap ngin ngira hodc 1am giam sy sinh trudng cua vi
sinh vat co héi trong 6ng da day-rudt clia ngua, bao gbm viéc ding cho ngua mot lugng
hitu hiéu cua té bao M. elsdenii.

Theo cac phuong 4n nhit dinh, vi sinh vat co hoi 12 mam bénh.

Theo cac phuong an nhit dinh, vi sinh vat co hoi 1a Salmonella hoidc
Campylobacter .

Séang ché huéng dén phuong phap cai thién do sinh kha dung ctia phospho ¢6 ngudn
gbc thuc vt trong ché d6 an cua ngua, bao gdm viéc ding cho ngwa mot lwong hitu hiéu
ctia té bao M. elsdenii.

Sang ché huéng dén phwong phap cai thién hiéu suét sinh trudng & ngua, bao gdm
viéc dung cho ngya mdt lugng hitu hiéu cua té bao M. elsdenii, trong d6 hiéu suét sinh
trudng duoc cai thién & dong vat 1a cai thién vé: muc hip thu thiic in, mic ting can trung
binh hang ngay, chi s6 chuyén héa thiic &n, mirc ting than thit, mac san Xudt sita, muc
khoang hoa xuong, hoidc td hop cia ching.

Theo cac phuong 4n nhét dinh, ngua la ngua, ngua pony, lira, hodc la.

Theo cac phuong an nhét dinh, chit phu gia thue phim chira té bao M. elsdenii.

Theo cac phuong an nhét dinh, chét phu gia thuc phém 1a bot, vién cdm, hat, vién,
banh, chét 16ng, gel, hoidc td hop clia ching.

Theo c4c phuong an nhat dinh, ché pham chira té bao M. elsdenii hodc chét phu gia

thue pham chira té bao.

Theo céc phuong an nhat dinh, ché phdm 14 vién nang.
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Theo céc phuong 4n nhét dinh, té bao M. elsdenii 12 t€ bao dong kho.
Theo céc phuong an nhét dinh, t& bao M. elsdenii dugc dung & dang 10ng.

Theo cac phuong én nhét dinh, phuong phap nay con bao gdm viéc tai hydrat héa
chét phu gia thuc phim hoic té bao dong kho dé tao ra dang long.

Theo cac phuong an nhét dinh, chét léng duge dung duéi dang ché pham dung qua

duong udng hoic bang cach phun chét 1ong nay 1én dong vat.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, t& bao M. elsdenii duge dung trude khi, ddng thoi

v6i, hodc sau khi cho dong vat dn thire an.
Theo céc phuong an nhat dinh, viéc ding bao gdm mot lan ding té bao M. elsdenii.

Theo cac phuong an nhat dinh, viéc dung bao gém viéc ding hang ngay té bao M.

elsdenii.

Theo cac phuong an nhét dinh, viéc ding bao gdm nhiu hon mét 1an dung té bao

M. elsdenii trong mQt ngay.

Sang ché huéng dén phuong phép san xuét té bao Megasphaera ddng kho duge bao
nang, bao gdm cac bude: (a) tao gidng nudi ciy trong didu kién yém khi chira té bao
Megasphaera va moi truong sinh trudng chira it nhit hai ngudn cacbon duge chon tir nhom
g@)m: casein, lactat, dextroza, fructoza, fructan, glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat,
glyxerol, manitol, sorbitol, sacaroza, xyloza, mat duong, fucoza, glucosamin, dextran, chét
béo, dau, glyxerol, natri axetat, arabinoza, protein dau nanh, protein hoa tan, rafinoza,
amyloza, tinh bot, trypton, chét chiét nAm men, va td hop ctia ching, (b) thu hoach té bao
trong diéu kién yém khi, (c) dong lanh céc té bao, (d) dong kho céc té bao, va (e) bao nang
cac té bao, trong d6 khoang 1 x 10° dén khoang 1 x 10'> CFU/g té bao Megasphaera dong

kho dugc bao nang dugc tao ra.

Theo cac phuong an nhét dinh, phuong phéap bao gbm dung cho dong vat té bao
Megasphaera dong kho dugc bao nang.

Theo cac phuong an nhat dinh, phuong phép cai thién hiéu suét sinh truong & dong
vét bao gém viéc dung cho dong vat mot lwgng hiru hiéu cua té bao Megasphaera dong

kho dugc bao nang.
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Theo c4c phuwong 4n nhat dinh, hiéu suat sinh truéng dugc cai thién ¢ dong vat Ia
cai thién vé: mirc hap thu thirc an, mirc ting can trung binh hang ngay, chi s6 chuyén hoa
thirc an, muc ting than thit, mirc san xuat stra & dong vat sdn xuat sita, muc san xuat tring

& gia cam, mirc khoang héa xuwong, hodc t6 hop cia ching.

Theo c4c phuong an nhit dinh, phuong phap ngin ngira hodc lam giam su sinh
trrdéng cua vi sinh vat co hoi trong 6ng da day-rudt ctia dong vat, bao gbm viéc dung cho

dong vat mot luong hitu hi€u cua té bao Megasphaera dong kho dugc bao nang.

Theo cac phuong an nhét dinh, ché phim chira té bao Megasphaera dong kho duge

bao nang.

Sang ché huéng dén phuong phép san xuét t& bao vi khuén yém khi dong khd, chira:
(a) tao gibng nudi cdy trong diéu kién yém khi hozic diu kién yém khi mot phén chua té
bao vi khuén yém khi va moi trudng sinh trudng chira it nhit hai ngudn cacbon dugc chon
tr nhom gf)m: casein, lactat, dextroza, fructoza, fructan, glucoza, sucroza, lactoza, maltoza,
axetat, glyxerol, manitol, sorbitol, sacaroza, Xyloza, mat dudng, fucoza, glucosamin,
dextran, chit béo, dau, glyxerol, natri axetat, arabinoza, protein dau nanh, protein hoa tan,
rafinoza, amyloza, tinh bot, trypton, chét chiét nAm men, va tb hop cua chiing, (b) thu hoach
t& bao trong didu kién yém khi hodc didu kién yém khi mot phan, (c) dong lanh céc té bao,
va (d) dong kho céc té bao, trong d6 khoang 1 x 10 dén khoang 1 x 10'2 CFU/g t€ bao vi

khuin yém khi dong kho dugc tao ra.

Theo cac phuong an nhét dinh, phuwong phap bao gdm diing cho dong vt té bao vi
khuin yém khi dong kho.

Theo cac phuong an nhét dinh, phuong phép cai thién hiéu suét sinh truéng & dong
vat bao gdbm viéc dung cho dong vat mot lwgng hitu hiéu cta té bao vi khuin yém khi dong
kho.

Theo cac phuong an nhét dinh, hiéu suét sinh trudng dugce cai thién & dong vat la
céi thién v&: muc hép thu thirc dn, mtc ting cAn trung binh hang ngay, chi s6 chuyén hoa
thirc dn, murc ting than thit, mrc san xuét sita & dong vat san Xuét sita, mac san xuét tring

& gia cam, mirc khoang héa xuong, hodc t0 hop cua ching.
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Theo céc phuong an nhat dinh, phwong phap ngin ngira hodc lam gidm sy sinh
trrdng cua vi sinh vat co hoi trong 6ng da day-rudt cua dong vat bao gdm viéc dung cho

dong vat mot lugng hitu hi€u cua té bao vi khuin yém khi dong kho.
Theo cac phuong 4n nhét dinh, ché pham chira t& bao vi khuén yém khi déng kho.

Sang ché huéng dén phuong phép san xuét t& bao vi khuén yém khi dong kho duge
bao nang, bao gdm cac budc: (a) tao gidng nudi ciy trong didu kién yém khi hoac diéu kién
yém khi mot phan chira té bao vi khuin yém khi va méi trudng sinh trudng chira it nhét
hai nguf?)n cacbon dugc chon tir nhom gém: casein, lactat, dextroza, fructoza, fructan,
glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat, glyxerol, manitol, sorbitol, sacaroza, xyloza, mat
duong, fucoza, glucosamin, dextran, chit béo, dau, glyxerol, natri axetat, arabinoza,
protein ddu nanh, protein hoa tan, rafinoza, amyloza, tinh bot, trypton, chét chiét ndm men,
v t6 hop ctia chiing, (b) thu hoach t& bao trong diéu kién yém khi hodc diéu kién yém khi
mot phan, (c) dong lanh céc t€ bao, (d) dong kho céic té bao, va (e) bao nang cac té bao,
trong d6 khoang 1 x 103 dén khoang 1 x 10'> CFU/g té bao vi khuan yém khi dong kho

duoc bao nang dugc tao ra.

Theo cac phuong an nhét dinh, phwong phip bao gdm dung cho dong vat té bao vi

khuin yém khi dong kho dugc bao nang.

Theo céc phuong 4n nhét dinh, phwong phép céi thién hiéu suét sinh trudong & dong
vét bao gdm viéc dung cho dong vat mot lugng hitu hiéu cia té bao vi khuén yém khi dong

kho dugc bao nang.

Theo c4c phuong 4n nhat dinh, hiéu suat sinh truéng duoc cai thien & dong vat la
cai thién vé: mirc hap thu thirc an, mrc ting cén trung binh hang ngay, chi s6 chuyén hoa
thirc an, murc ting than thit, mirc san xuat stta & dong vat san xuat sita, mirc san xuét tring

& gia cam, muc khoang héa xuong, hodc t6 hop cua ching.

Theo cac phuong an nhét dinh, phuong phdp ngin nglra hogc lam giam su sinh
trudng cua vi sinh vat co hoi trong bng da day-rudt ctia dong vat bao gbm viéc dung cho
dong vat mot lugng hitu hiéu cua té bao vi khuin yém khi dong khd dugc bao nang.

Theo cac phuong an nhét dinh, ché pham chira té bao vi khudn yém khi dong kho

dugc bao nang.
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Sang ché hudng dén phuong phép san xuét t& bao vi khuan hiéu khi va/hozc ndm
men dong kho, bao gdm céc budc: (a) tao gidng nudi cdy trong diéu kién hiéu khi chwra té
bao vi khuén hiéu khi va/hodc t& bio nim men va mdi trudng sinh trudng chua it nhét hai
nguén cacbon duoc chon tir nhom gém: casein, lactat, dextroza, fructoza, fructan, glucoza,
sucroza, lactoza, maltoza, axetat, glyxerol, manitol, sorbitol, sacaroza, Xyloza, mat duong,
fucoza, glucosamin, dextran, chét béo, dau, glyxerol, natri axetat, arabinoza, protein dau
nanh, protein hoa tan, rafinoza, amyloza, tinh bdt, trypton, cht chiét nAm men, va tb hop
cia chung, (b) thu hoach té bao, (c) dong lanh cac té bao, va (d) dong kho cac té bao, trong
d6 khoang 1 x 103 dén khoang 1 x 102 CFU/g té bao vi khuan hiéu khi va/hodic ndm men

dong khd dugc tao ra.

Theo céc phuong an nhét dinh, phuong phép bao gdm budc ding cho dong vat té

bao vi khuén hiéu khi va/hodc t€ bao nam men dong kho.

Theo cac phuong an nhét dinh, phuong phap cai thién hiéu suét sinh truong & dong
vét bao gdm viéc ding cho dong vat mot lugng hiru hiéu cia té bao vi khuan hiéu khi

va/hodc té bao nam men dong kho.

Theo cac phuong an nhat dinh, hi¢u suat sinh truéng duogc cai thién ¢ dong vat la
cai thién vé: mirc hap thu thirc dn, mirc ting can trung binh hang ngay, chi so chuyén héa
thtre an, mire ting than thit, mic san xuat sita & dong vat san xuat sita, mirc san xuat trang

& gia cam, mrc khoang hoéa xuong, hodc t6 hop cia chung.

Theo cac phwong 4n nhat dinh, phuong phdp ngin ngira hodc lam giam sy sinh
trudng cla vi sinh vat co hoi trong ong da day-rudt clia dong vét bao gom viée dung cho
dong vat mot luong hitu hiéu cia t€ bao vi khuan hicu khi va/hodc t€ bao nam men dong
kho.

Theo cac phuwong an nhat dinh, ché phdm chira t& bao vi khuan hieu khi va/hodc te
bao nam men dong kho.

Sang ché hudng dén phuong phép san xuét té bao vi khuan hicu khi va/hodc té bao
ndm men déng khd duoc bao nang, bao gdbm cac budc: (a) tao giong nudi cay trong diéu
kién hiéu khi chira té bao vi khuan hi€u khi va/hodc t€ bao nam men va moi truong sinh

trudng chira it nhat hai nguon cacbon dugc chon tir nhém gom: casein, lactat, dextroza,
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fructoza, fructan, glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat, glyxerol, manitol, sorbitol,
sacaroza, xyloza, mat duong, fucoza, glucosamin, dextran, chét béo, dau, glyxerol, natri
axetat, arabinoza, protein ddu nanh, protein hoa tan, rafinoza, amyloza, tinh bot, trypton,
chét chiét ndm men, va t& hop ctia ching, (b) thu hoach té bio trong diéu kién hiéu khi, (c)
dong lanh cac té bao, (d) dong khd céc té bao, va (e) bao nang cac té bao, trong d6 khoéng
1 x 103 dén khoang 1 x 10'2 CFU/g té bao vi khuén hiéu khi va/hogc té bao ndm men dong

kho6 dugc bao nang duogc tao ra.

Theo céac phuong an nhét dinh, phuong phap bao gbém budc dung cho dong vat té

bao vi khuan hiéu khi va/hodc t€ bao nam men dong khd dugc bao nang.

Theo cac phuong an nhét dinh, phuong phép cai thién hiéu sut sinh truéng & dong
vat bao gf”)m viéc dung cho dong vat mot lwong hitu hi€u ciua té bao vi khudn hiéu khi

va/hoidc té bao nam men dong kho dugc bao nang.

Theo cac phuong 4n nhat dinh, hiéu suét sinh truéng duge cai thién ¢ dong vat la
c4i thién vé&: mirc hap thu thirc an, mirc ting cAn trung binh hang ngay, chi s6 chuyén hoa
thtrc an, muc ting than thit, mirc san xuat stra & dong vat san xuat sita, mirc san xuat tring

& gia cam, mirc khoang hoa xwong, hodc to hgp cua chung.

Theo cac phuong an nhét dinh, phwong phap ngan ngira hodc 1am gidm su sinh
tredng cua vi sinh vat co hoi trong éng da day-rudt cua dong vat bao gdm viéc ding cho
dong vat mot lugng hitu hiéu cua té bao vi khuan hiéu khi va/hoic té bao ndm men dong

kho dugc bao nang.

Theo cac phuong an nhét dinh, ché phdm chira té bao vi khuén hiéu khi va/hozc té
bao nAm men dong khd dugc bao nang.
M3 ta vin tit cdc hinh vé

FIG. 1 thé hién anh huéng ctia nhiét do bao quan dén kha ning séng cla giéng nudi
ciy 1ong ctia Megasphaera elsdenii NCIMB 41125 trog khoéang thoi gian 28 ngay vé mit
hiéu suét t& bao M. elsdenii tinh theo don vi tao khudn lac trén ml ("CFU/mL") theo thang
do logarit ("Log10").
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FIG. 2 thé hién kha ning sdng cia gibng nudi ciy long cia M. elsdenii NCIMB
41125 sau 0, 7, 14, 21, va 28 ngdy bao quan & nhiét do trong phong vé mat higu sut t& bao
M. elsdenii tinh theo CFU/mL theo thang do Logl0.

FIG. 3 thé hién biéu dd hé théng loc dong tiép tuyén ("TFE").

FIG. 4 thé hién hiéu suit té bao M. elsdenii tinh theo CFU/mL ciia phin cd dc trén
truc y theo thang do Log10 sau khi xtt Iy qua hé théng TFF. Truc x chi ra do giam thé tich
70%, 80%, hoiic 90% nhd hé théng nay. "Dich" chi mirc do thu hdi té bao M. elsdenii theo
Iy thuyét sau khi xtt Iy TFF. "Thé dac" chi mirc do thu hdi té bao M. elsdenii thyc té trong

phin ¢b dic, tirc 12 thé tich t& bao dugc c6 con lai sau khi giam thé tich nhw da hru y.

FIG. 5 thé hién ty 1¢ tdn that t& bao sau khi dong lanh té bao & -80°C hodc trong
nito long (LigN) va dong khd té bao bang cach st dung chu trinh chdm (38 gio ¢ 135
mTorr) hodc nhanh (18,5 gi® & 250 mTorr). Té bao tir phin cb ddc cta gidng nudi cdy sau
khi giam 70%, 80%, hodc 90% thé tich bang TFF c6 8% maltodextrin/15% sita tich béo
(M/SM) hoic 8% trehaloza/15% stta tich béo (T/SM) dudi dang chét bao quan dong lanh.

FIG. 6 thé hién hiéu suét t& bao M. elsdenii NCIMB 41125 sau khi déng lanh nhanh
ban dau (nito 16ng) hodc dong lanh cham (-20 °C) sau d6 dong kho (v6i sw ¢6 mat cia 15%

maltodextrin va 0% hodc 7,5% trehaloza.

FIG. 7 thé hién mirc do tdn that té bao quan sat dugc véi té bao M. elsdenii NCIMB
41125 dong lanh v6i hodc khong voi 4% trehaloza hodc 7,5% sita tach béo & -80°C hodc
trong nito 16ng (LigN).

FIG. 8 thé hién mirc do ton thit t& bao quan sat dugc trén mau dong kho thu dugc
tir phan ¢o dic sau khi giam 90% thé tich, dugc tron véi 8% trehaloza/15% sita tach béo
(T/SM) hodc 8% maltodextrin/15% sita tich béo (M/SM), dong lanh ¢ -80°C hodc trong
nito 1éng (LigN), va dong kho bang chu trinh nhanh va bao quan & nhiét do trong phong
hoic 4°C trong diéu kién yém khi trong khong qué 24 tuan.

FIG. 9 thé hién mic do tén thit t& bao quan sat dwgc trén mau dong kho thu duoc
tr ph?tn cd dac sau khi giam thé tich 90%, dugc tron voi 8% trehaloza/15% sita tach béo
(T/SM) hoic 8% maltodextrin/15% sita tach béo (M/SM), dong lanh & -80°C hodc trong
nito 1ong (LigN), va dong kho bang chu trinh nhanh va bao quéan & nhiét d6 trong phong
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ho#c 4°C trong didu kién yém khi trong 24 tudn. Céc cot khong co chi sb trén gidng nhau

12 khéac nhau vé mit théng ke, P < 0,02.

FIG. 10 thé hién duong cong sinh trudng duge thuc hién trén san pham khong dong
khé hodc san pham dong kho da tdi hydrat hoa thu duge tr phan ¢6 dic sau khi giam thé
90% thé tich, dugc tron voi 8% trehaloza/15% sita tdch béo (T/SM) hoic 8%
maltodextrin/15% sita tach béo (M/SM), dong lanh trong nito 16ng (LigN), va dong kho
bang chu trinh nhanh sau 12, 16, 20 hoic 24 tudn bao quan trong diéu kién yém khi & 4
hodc 25°C. Mat do quang (OD) duoc thé hién & 600 nanomet (nm) nhu do dugc tur 0 gio
dén 20 gio. Puong mau vang = khong dong kho, duong mau d6 = T/SM, duong mau xanh
duong = M/SM, nét dat = bao quan & 4°C, va nét lién = bao quan & 25°C.

FIG. 11 thé hién M. elsdenii theo CFU trong mot gam ("CFU/g") theo thang do
Logl0 tir cac lo dong khd bao quan ¢ 4°C trong khong qua 11 thang. Mbi diém dir lidu
turong tng v6i hidu suét trung binh ciia 3 1o tir 2 1An chay dong khé khac nhau (téng s6 6
10).

FIG. 12 thé hién thé dic M. elsdenii (CFU/d4u/ngay) trong san phim dong kho
duge cung cip hang ngay dudi dang ché phim ric tron bé mat (tiéc a, ché pham diéu tri
bd sung vao thirc an cho dong vat béng cach tron ché phém diéu tri vao thic dn hodc dit
ché phém diéu trj 1én trén thic an). Tuén léy mau duge thé hién trén truc x, hiéu qua léy
mau, P < 0,0001. Pudng lién ndm ngang thé hién thé dac M. elsdenii dich (CFU/dau/ngay)

can duoc phan phdi hing ngay.

FIG. 13 thé hién thé dic M. elsdenii trong thirc An ngd nghién véi san phim dong
kho duoc dat 1én trén va dé cho tiép xuc v6i didu kién moi truong trong 0 dén 4 gid trong
phong thi nghiém ¢ nhiét do trong phong ma khong cho tiép xuc truc tiép v6i 4nh sang mit
troi (trong nha) hodc ngoai troi & nhiét do trung binh hing ngay khong quéi 95 °F ¢6 tiép
xtc v6i anh sang mit troi truc tiép (ngoai troi). Tac dung két hop cua thoi gian tiép xtic va
diéu kién bao quéan, P = 0,0007; T4c dung ctia thoi gian tiép xtic, P < 0,0001; tac dung cua
diéu kién bao quan, P < 0,0001.

FIG. 14 thé hién ndng d6 nodi doc t& (EU/mL) trong mau dich da c6 (do dugc lam

chi thi chi su phan giai ctia vi khudn trong da c6) thu dugc 26 gid sau khi cho an 1an dau
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d6i v6i moi nhom: Nhom dbi chimg (khdng dwge cho dung M. elsdenii), nhém khong dong
khé (dwoc cho ding 50 mL giéng nudi ciy M. elsdenii 16ng chita 10'° CFU M. elsdenii),
nhom tai hydrat héa (dugc cho dung gidng nudi cdy dong kho dugc tai hydrat hoa ngay
truée khi dung, chtra 1010 CFU M. elsdenii), v nhém ric tron bé mat (dugc cho dung gidng
nudi cy dong kho di tai hydrat héa ngay trude khi dung, chira 10'° CFU M. elsdenii, va
cling dugc cho dung san phim M. elsdenii dong khd dugc két hop 1am ché pham rac tron

bé& mit hing ngay chira 108 CFU M. elsdenii). Hiéu qua cua diéu tri, P = 0,3462.

FIG. 15 thé hién d6 pH da co do duoc tai cic thoi diém cach nhau 1 gio déi véi
tirng nhom: Nhom dbi chung (khong dugc cho dung M. elsdenii), nhém khong dong kho
(dwoc cho dung 50 mL giéng nudi cdy léng M. elsdenii chita 10'° CFU M. elsdenii), nhom
tai hydrat hoa (duoc cho ding giéng nudi ciy dong kho dugc tai hydrat héa ngay trude khi
diing, chira 101 CFU M. elsdenii), va nhém réc tron bé mat (dugce cho ding gidng nudi ciy
dong kho duoge tai hydrat héa ngay truée khi dung, chira 10'° CFU M. elsdenii, va dugc
cho ding san phAm M. elsdenii dong kho dugc két hop 1am ché phdm ric tron bé mit hing
ngay chira 108 CFU M. elsdenii). Hi¢u qua két hop cua diéu tri va ngay, P < 0,001, hiéu
qué diéu tri, P < 0,001, hidu qué cta ngay, P < 0,001. Sai sb chuén cia gid tri trung binh

(SEM) = 0,041.

FIG. 16 thé hién cac thay dbi vé mat do quang & 600 nm cia moi trudng lactat ban
xac dinh duoc céy dich da cé dbi vé6i tirng nhém: nhoém dbi ching (khong dugce cho dung
M elsdenii), nhém khong dong kho (dugc cho ding 50 mL giéng nudi cdy 16ng M. elsdenii
chtra 10'° CFU M. elsdenii), nhém tai hydrat hoa (dugc cho diing gidng nudi ciy dong kho
duoc tai hydrat hoa ngay truéce khi ding, chira 1019 CFU M. elsdenii), va nhém rac tron bé
mat (duoc cho ding gibng nudi cdy dong kho duoc tai hydrat hoa ngay trude khi ding,
chira 10'° CFU M. elsdenii, va con dugc cho dung san phdm M. elsdenii dong kho dugce
két hop 1am ché phim ric tron bé mit hing ngay chira 103 CFU M. elsdenii). Hiéu qua Kkét
hop cua diéu tri va thoi gian, P < 0,02; hiéu qua cua diéu tri, P < 0,01; hiéu qué cua thoi

gian, P <0,01. SEM = 0,04.

FIG. 17 thé hién c4c thay ddi vé ndng do L-lactat (mM) ctia moi trudng lactat ban
x4c dinh dugc ciy céc vi sinh vat da co hdn hop d6i v6i timg nhém: nhém dbi ching

(khong dugc cho dung M. elsdenii), nhém khong dong kho (dugc cho dung 50 mL gidng
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nudi cy long M. elsdenii chira 10'° CFU M. elsdenii), nhém tai hydrat héa (duoc cho dung
gibng nudi cly dong khd duge tai hydrat héa ngay true khi ding, chira 10'° CFU M.
elsdenii), va nhom ric tron bé mit (duoc cho dung gibng nudi cay dong kho duge tai hydrat
héa ngay trude khi dung, chtra 10'° CFU M. elsdenii, va con duge cho dung san pham M.
elsdenii dong kho dugce két hop 1am ché pham ric tron bé mit hang ngay chira 1038 CFU M.
elsdenii). Cac vach®™° v6i cac chi s6 trén khac nhau 13 khac nhau vé& mait théng ke, P <

0,05.

FIG. 18 thé hién hoat tinh phytaza trong t€ bao Megasphaera elsdenii NCIMB
41125. Truc x chi ra cic mau té bao thu duge tr gidng nudi ciy té bao Megasphaera
elsdenii NCIMB 41125 tir thoi diém bét ddu nudi cdy ("0" gid) va tai cac thoi diém cach
nhau 2 gio sau do, fic la, & 2, 4, 6, va 8 gio sau khi bat dau nudi céy. Hoat tinh phytaza
dugc thé hién trén truc y dudi dang lugng phospho v6 co duge giai phong tr cac vién té
bao ctia miu tinh theo micromol trén phut ("umol P dugc giai phong/phut"). Hoat tinh
phytaza trong té bao duoc nuéi ciy trong moi trudng chira phosphat vo co (KH2PO4) duge
thé hién bing mau xdm nhat, trong khi d6 hoat tinh phytaza trong té bao duoc nudi cy

trong moi truong chira phytat dugc thé hién bang mau xam dam.

FIG. 19 thé hién tac dung ctia Megasphaera elsdenii dén nong d6 Salmonella trong
mAu manh trang tir ga huéng thit 15 ngay tudi. Truc x chi ra ché phdm diéu tri khong chira
Megasphaera elsdenii ("d6i ching"), tu do tiép can céac chai cho #n chta chét 1ong
Megasphaera elsdenii tury thich ("tiy thich"), Megasphaera elsdenii dong kho hing ngay
("dong kho"), hodc dung qua dudng miéng Megasphaera elsdenii 16ng vao ngay 0. Trucy
chi ra ndng do Salmonella theo don vi tao khuan lac trén mililit (CFU/mL) theo thang do
Logl10 dbi v6i cac nhom diéu tri.

FIG. 20 thé hién tn suit xuit hién ctia Salmonella trong mau manh trang cla ga
hudng thit 15 ngay tudi. Truc x thé hién cdc nhom diéu tri. Truc y chi ra ty 1¢ phé”ln tram

mau manh trang dwong tinh v6i Salmonella.

FIG. 21 thé hién ty 1& thirc n so v6i mirc tang trong (truc y) ¢ ga huong thit 18
ngdy tudi khong dugc cho dung Megasphaera ("dbi chung") hodc duge cho dung
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Megasphaera elsdenii ddng kho ("dong kho"). Ty 1€ thirc dn so véi mire tang trong la ty 1€

giira tong lwong thuc in tiéu thu so véi tdng khéi lugng dat duoc.

FIG. 22 thé hién do pH cua mAau manh trang tir ngua khong dugc cho dung
Megasphaera elsdenii ("ddi chimg"), cho dung thudc nudc ding qua duong udng
Megasphaera elsdenii qua dudng miéng ("thude nuée ") viao ngay 1 trong mdi khoang thoi

gian diéu tri 7 ngay, hoic cho dung Megasphaera elsdenii déng kho ("déng kho").

FIG. 23 thé hién su sinh truéng cua chung M. elsdenii NCIMB 41125, ATCC
25940, NCIMB 702261, NCIMB 702262, va NCIMB 702410) trén moi truong ban xac
dinh chira 70% lactat va 30% glucoza.

FIG. 24 thé hién su sinh truéng cua ching M. elsdenii NCIMB 41125, ATCC
25940, NCIMB 702261, NCIMB 702262, va NCIMB 702410) trén moi trudong ban xac
dinh chira 60% lactat va 40% glucoza.

FIG. 25 thé hién su sinh truéng cia chiing M. elsdenii (NCIMB 41125, ATCC
25940, NCIMB 702261, NCIMB 702262, va NCIMB 702410) trén moi truong ban xac
dinh chira 40% lactat va 60% glucoza.

FIG. 26 thé hién do 6n dinh ctia M. elsdenii dong khd dugc bao nang bang phuong

phap 2 va bao quan & nhiét do trong phong trong mdi truong hiéu khi.

FIG. 27 thé hién d6 6n dinh cua M. elsdenii dong kho dugc bao nang bang phuong

phép 3 va bao quan ¢ nhiét do trong phong trong moi trudng hiéu khi.

FIG. 28 thé hién néng d6 M. elsdenii NCIMB 41125 (Logl0 CFU/tli) trong san
pham déng khd dugc bao quéan trong tai Mylar ¢6 (M.e. + Maltodextrin) hodc khong c6
maltodextrin (M.e.) & 40 hodc 75°F.

MO ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén té bao Megasphaera elsdenii, phuong phap san xut té bao M
elsdenii, chat phu gia thuc phim va ché pham chira té bao nay, va viéc stt dung bao gdm
st dung té bao nay cho dong vat, bao gém, vi du, dé cai thién hiéu suét sinh truong va’hodc
thé trang. Sang ché ciing dé cap dén té bao vi sinh vat, bao gdm nhung khong bi gi6i han

& vi khuan hiéu khi, vi khuin yém khi, va nam men, va vi du, Bifidobacterium, nhu B.
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breve, Lactobacillus, nhw L. plantarum, Bifidobacterium, nhu B. animalis subsp. lactis,
Pediococcus, nhu P. acidilactici, Lactobacillus, nhu L. casei, Bacillus, nhu B. subtilis,
Saccharomyces, nhu S. boulardii va S. cerevisiae, va phuong phap san xuét té bao vi sinh
vat, chat phu gia thuc phém va ché phém chira t& bao vi sinh vat, va viéc sir dung bao gém
sit dung té bao vi sinh vat ndy cho dong vét, bao gbm, vi dy, dé ci thién hiéu suat sinh

truéng va/hoic thé trang.

T4t ca cac cong bd, bang sang ché, va cac tai lidu tham khao khac dugc dé cap trong
ban mo ta duoc két hop bing cach tham chiéu & trang thai tron ven cua chung cho tht ca
c4c muc dich nhu khi timg cong bd hoidc don séng ché riéng 1é duoc chi dinh cu thé va
riéng ré can dugc két hop béng cach tham chiéu. Ngoai ra, viéc vién dan hoic xac dinh tai
liéu vién din bat ky trong don nay s& khong dugc hiéu 1a viéc cong nhén tai liéu vién dan
d6 1a tai liéu dbi ching dbi voi sang ché.

Thuat ngir

Tru khi duoc chi dinh khac, tat ca cac thuét ngit k¥ thuét va khoa hoc dugc st dung
trong ban mo ta c6 cing y nghia nhu thuong duoc hiéu boi nguoi c6 hidu biét trung binh
vé linh vuc k¥ thuat cuia séng ché. Trong truong hop c6 mau thuin, dinh nghia theo sang
ché s& quyét dinh. Trir khi ngit canh yéu cAu, cac thuat ngir s it s& bao gdm cac thuat ngit

sO nhiéu va céc thut ngit s6 nhi€u s€ bao gom cac thuat ngir so it.

Trong pham vi dé muc dugc s dung, cac dé muc nay khong duoc hi€u la gidi han

can thiét.

Nhu dugce str dung trong ban mo ta va trong cac yéu cau bao ho kém theo, cac dang
s6 it bao gém cac tham chiéu sb nhiéu trir khi ngtt canh r6 rang chi dinh khéc. Vi du, thuat
ngit "hop chat" hodc "it nhat mot hop chét" ¢6 thé bao gdm nhiéu hop chét, bao gdm hdn
hop cia chung. Thudt ngit "mot", "mot hodc nhiéu", va "it nhat mot" vi du, ¢6 thé duoc st
dung thay ddi cho nhau trong bdn mo ta nay.

Nhu dugce st dung trong ban md ta, thut ngt "khoang", khi duoc sir dung dé bd
nghia cho lugng li€n quan dén sang ché, thuat ngit ny chi sy thay d6i vé lwong tinh bang
s6 ma c6 thé xay ra, vi du, thong qua viéc thit nghiém va thao tac thong thuong; thong qua

sai s6t khong ¢d ¥ trong viéc thir nghiém va thao tdc nhu vay; thong qua céc sai khac trong
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san xuét, nguén, hodc do tinh khiét cua cac thanh phén duoc st dung trong sang ché; va
cac yéu t tuong tu. Bét ké khi khong dugc hodc dugc bd nghia béi thudt ngir "khoang",
cac didm yéu cau bao ho bao gdm cac gia tri trong duong cta lugng duge néu. Theo mot
s6 phuong 4n, thuat ngit "khoang" nghia 1 cong hodc trir 10% cua gid tri s6 duoc thong

bao.

Trong toan b sang ché, cac phuong 4n khic nhau theo séng ché c6 thé dugc trinh
bay ¢ dang khoang. Can hiéu rang phin mo ta & dang khoang chi 1a dé thuén tién va ngan
gon va khong dugc hiéu 14 giéi han cting d6i voi pham vi clia sang ché. Theo do6, phan mo
ta vé khoang can duogc xem 1a dd boc 16 cu thé tat ca cac khoang nho co thé co cling nhu
cac gia tri sb riéng ré nam trong khoang nay. Vi du, phan mo ta v& khoang, nhu tir 1 dén 6
cn duoc xem 1a di boc 16 cu thé céc khoang nhé nhu tir 1 dén 2, tir 1 dén 3, tir 1 dén 4, tr
1dén 5, tr2dén3, tr2dén4, tir2 dén 5, tir 2 dén 6, tir 3 dén 4, tir 3 dén 5, tir 3 dén 6,
v.v., cling nhu cac sb riéng 1€ nam trong khoang nay, vi dy, 1, 2, 3, 4, 5, va 6. Quy dinh

nay dugc ap dung khoéng phu thudc vao do rong cua khoang.

Céc thuat ngit "co chua", "chua", "gdm", "gdm c¢6”, "c6”, va cc tir cung gbc cla
chung dugce dung thay dbi cho nhau va nghia 1 "bao gdbm nhung khong bi gi6i han 6" Cén
hiéu rang khi cac khia canh duge mo ta trong ban md ta bang thuat ngit "chira", cac khia
canh trong tu khac dugc mo ta theo thudt ngit "bao gbém" va/hoic "chi yéu bao gdm" ciing

duoc dua ra.
Thuat ngit "bao gdm" nghia 13 "gdm nhitng khong bi gi6i han ¢".

Thuét ngit "chu yéu bao gdm" nghia 12 nguyén liéu cu thé cua ché pham, hodc cac
budc cu thé ciia phurong phap, va cac nguyén liéu hodc budc bb sung ma khong anh huéng

16n dén céc dic tinh co ban ctia nguyén liéu hodc phuong phap.

Thuat ngit "va/hodc" khi duge str dung trong ban mo ta dugc xem la mo ta cu thé
ctia timg ddc diém hodc thanh phin trong s6 hai dac diém hodc thanh phén da xéc dinh
cung véi hodc khong cung véi dac diém hodc thanh phan kia. Do d6, thuat ngit "va/hoac"
nhu duge st dung trong cum tir nhu “A va/hodc B” trong ban md ta dugc du dinh dé bao
g@)m "A va B", "A hoic «, “A” (ddc 1ap), va “B” (doc 1ap). Tuong tu, thuat ngit "va/hoac"
nhu duoc sir dung trong cum tr nhu "A, B, va/hodc C" duoc du dinh dé bao gém tirng khia
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canh trong sd cac khia canh sau: A, B, va C; A, B, hodc C; A hodc C; A hodc B; B hodc C;
AvaC;AvaB;BvacC; A (doc 1ap); B (ddc 1ap); va C (doc lap).

Thuét ngit "nuoi céy", va "viéc nuoi céy", nhu dugc st dung trong ban mo ta, nghia
12 @ t& bao trong diéu kién in vitro cho phép té bao sinh truéng hodc phan chia hodc dé duy

&~

tri t& bao trong trang thai sdng. Thuat ngit gidng nudi ciy" ciing c6 thé dugc st dung trong
ban mo ta dé chi té bao duoc U trong diéu kién in vitro (vi du, té bao duogc trong moi

trrong sinh trudong 16ng).

Thuat ngit "probiotic" nhu dugc st dung trong ban mo ta chi mot hodc nhiéu vi sinh
vat séng (vi khuan va/hodc nim men) va c6 thé bao gébm hoic khong bao gbm céc thanh
phan khéc, ma khi duoc st dung v6i lugng vira di ¢6 thé dem lai loi ich vé mit thé trang,

tiéu hda, va/hodc niang suat cho dong vat hodc doi tuong.

Thuét ngit "san pham vi sinh an truc tiép" nhu duge sir dung trong ban mo ta chi
san phém chira mot hodc nhiéu vi sinh vét séng (vi khuin va/hodc ndm men) va c6 thé bao
gbm hoic khong bao gbm cac thanh phan khic, ma c6 thé duoc sir dung cho dong vat hodc
d6i twong trong hdn hgp thirc dn, vién thudc 16n, vahoic hoic hd nhdo ding duong miéng,
va khi dugc stir dung véi lugng vira du co thé dem lai loi ich vé& mat thé trang cho dong vat

hodc d6i tuong.

Thuat ngtr "chét phu gia thuc phém" nhu dugc st dung trong ban mo ta chi mot
hodc nhiu thanh phan, sén phdm, hodc chat (vi du, té bao), dugc sir dung riéng r& hodc
cling nhau, trong dinh dudng (vi du, d& cai thién chét luong thue pham (v dy, thirc &n cho
dong vat), dé cai thién ning sudt va thé trang cho ddng vat, va/hoic dé tang cuong kha
nang tiéu hoa thuc pham hodc cic nguyén liéu trong thuc pham). Chét phu gia thuc pham
6 thé 13, vi du, probiotic.

Thuét ngit "moi truong sinh trudng" va "moéi truong nudi ciy" nhu duoc sir dung
trong ban mé chi ché phim ran (vi dy, aga), ban ran (vi dy, aga), hodc 16ng (vi dy, canh
thang) ma chtra cac thanh phan dé hd trg sy sinh truéng clia té bao.

Thuét ngit "thu hoach" va "viéc thu hoach" nhu dugc st dung trong ban mo ta chi
viéc thu gom té bao tir giéng nudi cly, vi dy, thu gom té bao trong mdi trwong sinh trudng

tir gidng nubi cdy, thu gom té bao bang cach loai b lugng maéi trudng sinh trudng khoi té
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bao (vf du, bang cach co té bao trong giéng nudi ciy 1ong hoic tach t€ bao khoi moi truong
sinh trudéng), hodc ngung viéc nudi cdy té bao. Thuat ngit nay bao gbm thu gom hoic loai
b6 thé tich chét 16ng chira t& bao khoi gibng nudi cdy léng, bao gdm thé tich trong d6 té

bao di duoc co dic.

Thuat ngit "phan 1ap" nhu dugc st dung trong ban mo ta khong nhét thiét phan 4nh
pham vi trong do thé phan 1ap duoc tinh ché, ma chi viéc phan 14p hodc tach khoi dang tu
nhién hogc mdi truong tw nhién. Thé phan 1ap c6 thé bao gdm, nhung khong bi gidi han 0,

vi sinh vat dugc phan lap, sinh khdi dugc phan 1ap, hodc gidng nuéi cdy duge phén lap.

Thuét ngit "lugng hitu hiéu" nhu duge sit dung trong ban mo ta chi lugng ma dat

duogc két qua mong muon.

Nhu duoc st dung trong ban mo ta, "luwong hitu hiéu diéu tri" hodc " lwong hitu hiéu
vé mat 1am sang" chi lugng, ma dat dugc két qua diéu tri mong mudn, bao gém, vi du,
lrong dugce dung riéng r€ hodc két hop v6i cac thanh phan khAc. Két qua diéu trj c6 thé, vi
dy, 1am giam céc triéu ching, kéo dai su séng, cai thién kha nang van dong, va tuong tu.

Két qua diéu tri khong can thiét 1a "chita tri".

Nhu dugc sit dung trong ban md ta, "t dugc" chi thanh phﬁn, hodc hdn hop cac
thanh phan, dugc dung d8 tao ra cac dic tinh mong mudn cho chét phu gia thuc pham, thuc
pham, hoc ché phim dugc mo ta trong ban mo ta nay. T4 dugc theo sang ché ¢6 thé dugc
md ta 1a t4 duge "duge dung" khi duge bd sung vao dugce pham, nghia 14 t4 dugc 12 hop
chét, nguyén liéu, ché phim, mudi, va/hoic dang liéu ma, trong pham vi ddnh gia y té hop
Iy, thich hop dé tiép xtic voi mo ciia dong vat (fikc la, ngudi va dong vét khong phdi nguoi)
ma khong gay ra doc tinh, kich thich, dap ung di tng qua mirc, hodc cac bién ching nghiém
trong khac trong khodng thoi gian tiép xtic trong tng v6i ty 1€ loi ich/nguy co hop ly.

Thuat ngit "didu tri", "viéc didu tri" va "phép diéu tri" chi ca viéc diéu tri va bién
phap du phong hodc ngén ngira, trong d6 muc dich 1a ngan ngira hoac lam chém (lam giam)
tinh trang sinh ly, bénh, hodc r6i loan khong mong mudn, hodc d& thu duge két qua sinh 1y
(vi du, két qua 1am sang, y té va/hodc th y) c6 loi hodc mong mudn. Dbi v6i nhitng muc
dich cua sang ché, két qua c6 loi hodc mong mudn bao gdm, nhung khong bi gi¢i han &,

lam thuyén giam hodc loai trir cac triéu chimg hoac dAu hiéu di kém véi tinh trang, bénh,
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hoic r6i loan; giam mirc d0 nghiém trong cia tinh trang, bénh, hoac r6i loan; 6n dinh tinh
trang, bénh, hodc 161 loan, (tirc 14, trong do tinh trang, bénh, hodc roi loan khong xAu di);
1am cham sy khéi phat hodc tién trién ctia tinh trang, bénh, hogc réi loan; lam thuyén giam
tinh trang, bénh, hodc 161 loan; 1am diu (timg ph?m hodc hoan toan va phat hién dugc hodc
khong phat hién dugc) tinh trang, bénh, hodc r6i loan; hoic taing cuong hodc cai thién tinh
trang, bénh, hodc rdi loan. Viéc didu tri bao gdm tao ra dp tmg dang ké v& mit sinh Iy ma
khong gy ra cac tac dung phu qud murc. Viéc diéu tri ciing bao gdm kéo dai sy sbng so

v6i kha ning song dugc du néu khong duoc diu tri.

Nhu dugc st dung trong ban mo ta, thuat ngit "ngén ngira" va "viéc ngan ngira" chi
viéc lam cham mot phé”ln ho#c hoan toan su khéi phat cua tinh trang nhiém tring, bénh, roi
loan, va/hodc tinh trang; lam chdm mot phﬁn hodc hoan toan su khéi phat ctia mot hodc
nhidu déu hiéu, triéu chimg, dic tinh, hodc biéu hién (vi du, d4u hiéu, triéu chimg, dic tinh,
hoiic bidu hién 14m sang hodc sinh 1¥) hodc tinh trang nhi&m tring, bénh, réi loan, va/hogc
tinh trang cu thé; 1lam chim mot ph?m hoac hoan toan sy tién trién tir tinh trang nhiém trung,
bénh, 161 loan, va/hoic tinh trang cu thé; va/hoic giam nguy co phat trién bénh ly di kém

v6i tinh trang nhiém tring, bénh, 161 loan, va/hodc tinh trang bénh.

Nhu duoc st dung trong ban md ta, thuat ngit "hiéu suét" chi luong té bao séng,
hoic séng duoc c6 trong thé tich cu thé (vi dy, don vi tao khuan lac trén mililit ("CFU/mL"))
hoic khdi lugng cu thé (vi du, CFU trén gam ("CFU/g")).

Nhu duoc sir dung trong ban mo ta, thuit ngit "séng duoc" chi sinh vat hodc cac
sinh vat séng (vi du, té bao vi sinh vat con sdng hoic cac té bio vi sinh vat con song). "Kha
ning séng" chi kha ning sdng, cu thé 1a trong cac diéu kién nhat dinh.

Nhu dugce sit dung trong ban mo ta, "tinh ché”, "dugc tinh ché”, va "viéc tinh ché"
nghia 1a lam cho gan nhu tinh khiét hodc khong chira cc thanh phén khong mong mudn,
tap chat nguyén liéu, hon hop hodc dang khong hoan chinh.

Thuét ngit "sdng ché" va "ban mo ta" c6 thé duoc st dung thay ddi cho nhau khi mé
ta hodc duoc sir dung, vi dy, trong cum tr "sang ché nay" hoac "ban mo ta nay”.

Thuét ngt "dong vat" hodc "36i tugng" chi sinh vat bét ky thudc giéi dong vat va

bao gém, khong bi gidi han &, dong vat thly sinh va dong vat trén can nhu cé; ca thuong
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mai; ca canh; Au trung c4; loai hai manh vo; loai nhuyén thé; loai giap xéc; loai ¢6 vo; tom;
Au tring tom; tdm nudc man; ludn tring; tom ngdm nudc man; loai an loc; ludng cu; bo
sat, dong vat c6 vi; dong vat khéng phai nguoi; dong vat nudi trong nha; dong vat trang
trai; dong vat trong vuon thi; dong vat thé thao; gia suc giéng; dong vat dua; dong vat biéu
dién; dong vt gia truyén; dong vat hiém hoic c6 nguy co tuyét ching; dong vt d6ng hanh;
dong vat cung nhu cho, meo, chudt lang, tho, chudt céng, chuot nhét, hodc ngua; dong vat
linh truong nhw khi (vi du, khi cebus, khi vang, khi xanh chau Phi, khi patas, khi
cynomolgus, va khi Lesula), vurgn nguoi, duoi woi, khi dAu cho, vuon, va tinh tinh; dong
vat ho ch6 nhu cho va cho s6i; dong vat ho meéo nhu meo, su tir, va ho; dong vat ho ngua
nhu ngua, ngua pony, lura, la, va ngua vans; thuc phém dong vat nhu bo, trau, gia suc, lon,
gia cAm, va clru; dong vat mong guéc nhu nai va huou cao co; dong vat 1ong vil (tc 1a,
chim); gia cAm nhu ga, ngéng, vit, chim cut, ga tiy, chim bd cAu, da diéu sa mac, diéu sa
chau Phi, va chim khéc bit ky dugc dung 1am thyc pham hodc dong vat trang trai, bao g6m
ga hudng thit, ga sinh san hudng thit, va ga sinh san huéng trimg; dong vat gam nham nhu
chudt nhét, chudt céng, chuot hamster va chudt lang; va cac dong vat tuong tu. Thirc dn
cho ddng vat bao gém, nhung khong bi gi¢i han &, thirc an cho dong vét thiy sinh, thirc dn
cho dong vat nudi trong nha bao gdm thiic dn cho thu cung, thire dn cho dong vt trong
vuon tha, thire an cho dong vat lao dong, thirc dn gia suc, va t6 hop cua ching. Thuc pham

bao gom thirc dn cho dong vat va thirc &n cho nguoi.

Cén hiéu rr?mg cac diu hiéu nhét dinh cua sang ché, ma dé cho o rang dugc mo ta
trong ngit canh cla cadc phuong 4n riéng r€, cling co thé dugc dua ra két hop trong clng
mot phuong an duy nhét. Nguoce lai, cac dAu hiéu khac cua sang ché, ma dé cho ngén gon
dugc md ta trong ngit canh cia cung mot phuong an duy nhét, ciing c6 thé dugce dua ra
riéng ré& hodc theo cach két hop hep hon thich hop bét ky hodc néu thich hgp trong phuong
4n duoc mé ta bt ky khac theo sang ché. Céc dic diém nhit dinh duoc md ta trong ngit
canh ctia cac phuong an khac nhau khong duge xem la cac dac diém co ban ctia cac phuong

an do, trir khi phuong 4n khong thé van hanh duoc ma khong c6 nhitng yéu t6 nay.

Mic du cac phuong phéap va vat liéu twong tu hodc twong duong véi cac phuong
phap va vt liéu duge mo ta trong ban mo ta trén thuc té c6 thé duoc st dung hodc thir

nghiém sang ché, cac phuong phép va vat liéu thich hop dugc md ta sau day. Cac vat liéu,
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phuong phap va vi du nay chi nham muc dich minh hoa va khong dugc du dinh dé gidi
han. Céc dic diém va wu diém khéc cta sang ché s€ tré nén 16 rang qua phan mo ta chi tiét

sau day va qua cac yéu cau bao ho.
Megasphaera elsdenii

Té bao Megasphaera elsdenii tix ching bét ky hoic t6 hop céc chiing bat ky o thé

duoc sir dung trong sang ché dugc mo ta trong ban md ta nay.

Chung hodc cac ching M. elsdenii ¢o thé duge chon tir bd suu tap gidng nudi cAy
gbc (vi du, American Type Culture Collection ("ATCC®"), National Collection of
Industrial, Food and Marine Bacteria ("NCIMB"), National Collection of Type Cultures
("NCTC"), bd suu tap gidng nudi cdy American Research Service ("ARC") (tiic Ia,
"NRRL"), bd suu tap gibng nudi cdy National Institute of Animal Health (NIAH)), hodc
c6 thé 1a chiing d duogc phan l1ap tir ngudn tu nhién (vi dy, tir 6ng da day-rudt ctia dong vat

nhai lai).

Vi du vé cac ching M. elsdenii ma c6 thé duge chon tir bd suu tdp gidng nudi cly
bao gébm, nhung khong bi gi6i han &, cac chung duoc liét ké bang s6 nop luu trén Bang 1.

Cac tén goi khac cta so ndp luu cling duoc chi ra.

Bang 1. Vidu vé cac ching M. elsdenii va ngudn cia timg ching.

S6 nop luu Tén goi khac Nguon ciia chiing
ATCC® 25940 | NCIMB 8927; BE2-2083 Da c6 cua cuu
ATCC® 17752 | B159; NCIMB 702409; | N/A

NCDO0O2409
ATCC® 17753 | T8I, NCIMB 702410; | N/A

NCDO0O2410
NCIMB A17-2; A12-2; NCDO2261 Phéan nguoi trudéng thanh
702261
NCIMB S17-3; NCDO2262 Phan lgn con
702262
NCIMB LC1 N/A
702264
NCIMB LC1; NCDO02263; NCDO2264; | N/A
702331 NCDO2331;
NCIMB 41125 Da ¢6 cuia bo sita
NCIMB 41787 Da ¢6 cia bo sita
NCIMB 41788 Da c6 cua bo sira
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NRRL 18624 Da cé cta bo
NIAH 1102 N/A

Theo mét sb phuong 4n, té bao M. elsdenii 12 tir chung c6 s6 ndp luu dugce chon tir
nhoém gém: ATCC® 25940, ATCC® 17752, ATCC® 17753, NCIMB 702261, NCIMB
702262, NCIMB 702264, NCIMB 702331, NCIMB 702409, NCIMB 702410, NCIMB
41125, NCIMB 41787, NCIMB 41788, NRRL 18624, NIAH 1102, va t6 hop cua chiing,

bao gbém cac tén goi khac bét ky trong bang 1.

Theo mot sb phuong an, té bao M. elsdenii 13 tir chung phan 1ap dugc tir dong vat

nhai lai (vi du, bd). Xem, vi du, patent My s6 7,550,139.

Theo mét s6 phuong 4n, té bao M. elsdenii 13 tir chuing phan 1ap dugc tir dong vat

khong nhai lai (vi du, nguoti).

Theo mét s phuong 4n, té bao M. elsdenii 1a tit ching dugc chon vé kha nang sir
dung lactat (vi dy, ching st dung lactat v6i sy c6 mat cua cac duong), kha nang khang
khang sinh mang ion, tdc do sinh truéng twong dbi cao, kha nang tao ra chu yéu 13 axetat,
kha nang tang sinh & cac gia tri pH thap hon 5,0 va thap t6i 4,5, khi ning tao ra cac axit
béo dé bay hoi (VFA), hoat tinh phytaza, va td hop cua chung. Xem, vi dy, patent My sd
7,550,139.

Theo mot s6 phuong an, chiing dugc chon vé kha nang sir dung lactat s& dung lactat
1am ngudn cacbon wu tién véi sy 6 mat cta hydrat cacbon hoa tan (vi dy, glucoza va/hodc
maltoza). Kha nang st dung lactat co thé duogc xac dinh, vi du, dua vao kha nang sinh
tredng trong moi truong chira lactat va khong ¢ cac hydrat cacbon hoa tan so v6i moi

trong cung loai dugc bd sung cac hydrat cacbon hoa tan.

Theo mdt s6 phuwong 4n, té bao M. elsdenii 1a tir chung c6 téc do sinh truéng cao so
v6i cac ching khac. Tdc do sinh truéng cua cac ching khic nhau c6 thé dugc xac dinh, vi
du, bang cach nudi ciy té bao trong mdi truong 16ng va theo ddi sy gia taing mat do quang

theo thoi gian.

Theo mot s6 phwong 4an, té bao M. elsdenii 1a tir chung c6 kha nang tao ra cic VFA,
ma c6 thé dwoc xéc dinh, vi du, bang sic ky khi. Theo mot s6 phuong 4n, VFA 1a axit béo

6 cacbon ¢6 kha ning e ché su sinh truéng cta Salmonella va/hoac Campylobacter. Theo
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mot s6 phuong 4n, VFA 13 axit caproic. Theo mot s6 phuong an, Salmonella 1 Salmonella
enterica va/hoidc Salmonella bongori. Theo mot s6 phuong an, typ huyét thanh Salmonella
1a Salmonella Typhimurium va/hodc Entiritidis. Theo mot s6 phuong an, Campylobacter

1a Campylobacter jejuni hoac Campylobacter coli.
Theo mét s phuong 4n, té bao M. elsdenii 14 tir ching c6 hoat tinh phytaza.

Theo mdt sb phuong 4n, té bao M. elsdenii 1a tt Megasphaera elsdenii chung
NCIMB 41125. Ching Megasphaera elsdenii nay co tbc do sinh truéng riéng cao (0,94
thé hé/gid), c6 kha ning sinh trudng trong khoang pH tir 4,5 dén 6,5 hodc cao hon, sit dung
D- va L-Lactat 1am co chét uu tién, nhung ciing c6 kha nang sir dung glucoza va cac

hydratcacbon khéc, va dung nap duoc cac thé mang ion.

Theo mdt sé phuong 4n, té bao M. elsdenii 1a tt Megasphaera elsdenii ching
NCIMB 41787. Theo mdt sb phwong an, té bao M. elsdenii 1a tit Megasphaera elsdenii
ching NCIMB 41788.

Theo mot sb phuong an, té bao M. elsdenii 1a tx Megasphaera elsdenii ching

ATCC® 25940.

Theo mot sb phuong an, té bao M. elsdenii thu dugc tir chung dugc chon tir bd suu
tap gibng nudi ciy gbc hodc phan lap dugc tur ngudn tu nhién. Té bao ma "thu duogc" tr
chiing c6 thé 1a tu nhién hodc din xuét nhan tao nhu, vi dy, thé phan 1ap phy, thé dot bién,
bién thé, hoic ching tai td hop.

Tao giéng nudi ciy chira vi khuan yém khi, vi khuan hiéu khi, va/hodc té€ bao nam
men

M. elsdenii 1a vi khuan yém khi ma can phai dugc nudi cay trong diéu kién yém khi
nghiém ngat dé thu dugc hiéu suat va kha nang song toi da.

Theo mét s6 phuong 4n, giong nudi cdy chira t& bao M. elsdenii va moi truong sinh
trudng.

Theo mdt so phuong 4n, giong nudi ciy chira mot hodc nhicu ching t€ bao M.
elsdenii. Theo mdt s6 phuong an, giong nudi cay chira mot chiing t& bao M. elsdenii. Theo

mot sb phuong an, gidng nudi cay chira mot hodc nhiéu ching t€ bao M. elsdenii (tikc la,
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té bao trong giéng nudi cay chira t€ bao M. elsdenii, vi dy, mt hodc nhiéu ching té bao M.

elsdenii). Theo mot s6 phwong én, gidng nudi ciy chira mot chung té bao M. elsdenii.

Theo mot sd phuong 4n, giong nudi cdy chua té bao Megasphaera va moi truong

sinh trudong.

Theo mét s6 phuong 4n, gidng nubdi cdy chira té bao vi khuén yém khi va méi truong
sinh truong. Theo mot s6 phurong 4n, gidng nudi ciy chira té bao Bifidobacterium, nhu B.
breve, té bao Lactobacillus, nhu L. plantarum, té bao Bifidobacterium, nhu B. animalis
subsp. /actis, té bao Pediococcus, nhu P. acidilactici, té bao Lactobacillus, nhu L. casei va

moi truong sinh trudng.

Theo mdt s6 phurong 4n, giong nudi cly chira t€ bao vi khuan hicu khi va mdi truong
sinh trudng. Theo mot s6 phuong 4n, giong nudi cdy chira t€ bao Bacillus, nhu B. subtilis
va moi truong sinh trudéng.

Theo mot sb phuong 4n, giong nudi cay chira té bao nam men va moi truong sinh
truéng. Theo mdt sd phuong 4an, giong nudi cdy chira t& bao Saccharomyces, nhu S.

boulardii va S. cerevisiae.

Nhiéu thong s6 1én men khac nhau cho viéc céy, sinh truong, va thu hoach té bao vi
sinh vat c6 thé dugc sir dung, bao gém 1én men lién tuc (f1tc la, nudi céy lién tuc) hoac 1én
men theo mé (fikc la, nudi céy theo mé). Xem, vi du, patent My 6 7,550,139.

Mbi trudng sinh truong ddi véi cac té bao vi sinh vét c6 thé 1a rén, ban ran, hodc
long. Moi trudong co thé chira céc chét dinh dudng cung cip cac nguyén t6 thiét yéu va cac
yéu td dac biét ma tao kha nang sinh truong. Nhiéu méi truong vi sinh vat va cc bién thé
1a da biét trong linh vuc nay. Moi truong c6 thé dugc bd sung vao gidng nudi ciy & thoi

diém bét ky, bao gdm bat dau nudi cay, trong qué trinh nuoi cay, hodc gian doan/lién tuc.

Vi du v& moi trudng sinh truéng bao gdm, nhung khong bi gidi han &: (1) moi
truong ban xac dinh, chira pepton, 3 g/L; ndm men, 3 g/L; dung dich vitamin, 2 mL/L;
dung dich chit khoang, 25 mL/L; carmin cham (0,5%), 1 g/L; 12,5% L-xystein, 2 g/L;
12,5% natri sulfua, 2 g/L; va co bd sung Na-lactat (lactat ban xac dinh, SDL), glucoza
(glucoza ban xic dinh, SDG), hodc maltoza (maltoza ban xac dinh, SDM); (2) aga/canh
thang Modified Reinforced Clostridial (kht truéc), chtra pepton, 10 g/L; chét chiét thit bo,
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10 g/L; chét chiét ndm men, 3 g/L; dextroza 5 g/L; NaCl, 5 g/L; tinh bot hoa tan, 1 g/L; L-
xystein HCl, 0,5 g/L; natri axetat, 3 g/L; va resazurin (0,025%), 4 mL/L; (3) Aga/canh
thang trypticaza dau nanh c6 mau clru da loai fibrin; (4) mdi truong ban xac dinh khong
chira dich da cé, ma chtra Na-lactat (70%), 10 g/1; Pepton, 2 g/l; KH2PO4 1 g/1; (NH4)2SO4
3 g/l; MgS04 7TH20 0,2 g/1; CaCl,2H0 0,06 g/l; cac vitamin (Pyridoxolhydroclorua, 4
mg/l; Pyridoxamin, 4 mg/l; Riboflavin, 4 mg/l; Thiaminiclorua, 4 mg/l; Nicotinamit, 4
mg/l; Ca-D-pantothenat, 4 mg/l; axit 4-aminobenzoic, 0,2 mg/l, Biotin, 0,2 mg/l, axit folic,
0,1 mg/l va xyanocobalamin, 0,02 mg/1); Na»S,9H»0, 0,25 g/l; Xystein, 0,25 g/l; Chét
chéng tao bot, 0,07 ml/l va Monensin, 10 mg/l; va dugc diéu ché béng cach bd sung Na-
lactat va dung dich chét khoang vao binh chira va hép khir tring trong 60 phut; hoa tan
pepton trong 300 ml H,O cAt va hap khtr tring riéng; loc khtr tring dung dich vitamin va
hai chét khit tru6e; sau d6 khir tring, cip khi binh chira bang khi yém khi qua dém; bd
sung c4c thanh phan khac riéng ré sau khi lam mat; va didu chinh d6 pH dén gia tri mong
mudn bang HCI 5N; va (5) moi trudng lactat chira dich da c6 da u ("IRFL"), chira 400 ml
dich da co trong da 0 tir ctru dugc cho an c6 linh lang, 371 ml nuée cit, 2 g pepton, 15 g
aga, 100 ml dung dich natri-D, L-lactat 10% (khéi luong/thé tich), 100 ml dung dich
bromocresol tim 0,04% (khdi luong/thé tich), va 25 ml dung dich chit khodng chira 40 g/1
KH,POs; 120 g/1 (NH4)2SO04; 8 g/l MgSO04,7H20 va 2,4 g/l CaCly,2H>0, trong do axit lactic
(90% khdi luong/thé tich) dugc ding dé didu chinh do pH dén 5,5 trudc khi hap khir tring
& 121° C trong 25 phut, sau d6 lam mat trong bé nude 50°C trong khi cp khi bang hon
hop khi yém khi, tiép theo 1a bd sung hai mililit m3i loai Na;S.9H20 (12,5% khdi lugng/thé
tich) va xystein.HCL.H20 (12,5% khéi lugng/thé tich).

Theo mot sd phwong 4n, gidng nuodi cAy chira mdi trudong sinh trudéng bao gdm it
nhat mot ngudn cacbon. Theo mot s6 phuong 4n, it nhAt mot ngudn cacbon duge chon tir
nhém gdm: casein, tinh bot (vi dy, tinh bot gelatin hoa va/hodc tinh bot hoa tan), lactat (z2ic
la, axit lactic), dextroza, fructoza, fructan, glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat,
glyxerol, manitol, sorbitol, sacaroza, xyloza, mat duong, fucoza, glucosamin, dextran, chét
béo, dau, glyxerol, natri axetat, arabinoza, protein ddu nanh, protein hoa tan, rafinoza,

amyloza, tinh bot, trypton, chét chiét ndm men va t6 hop ctia chiing.
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Theo mét sd phuong 4n, gidng nuoi ciy chira mdi trwong sinh truéng chira it nhat
hai nguén cacbon. Theo mdt sb phuong an, it nhét hai nguén cacbon dugc chon tir nhém
gém: casein, tinh bot (vi du, tinh bot gelatin héa va/hodc tinh bot hoa tan), lactat (tic la,
axit lactic), dextroza, fructoza, fructan, glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat, glyxerol,
manitol, sorbitol, sacaroza, xyloza, mét duong, fucoza, glucosamin, dextran, chét béo, dau,
glyxerol, natri axetat, arabinoza, protein ddu nanh, protein hoa tan, rafinoza, amyloza, tinh

bot, trypton, chét chiét nAm men va tb hop cua ching.

Theo mét s6 phuong an, it nhat hai ngudn cacbon chira khoang 1-99% ngudn cacbon
th nhét (vi dy, ngudn cacbon bét ky duoc md ta trong ban mo ta) va khoang 1-99% ngudn
cacbon thi hai (vi du, ngudn cacbon bét ky dugc md ta trong ban md ta ma khac véi ngudn
cacbon thir nhit), trong d6 100% it nhat hai ngudn cacbon chira ngudn cacbon thir nhét va
ngudn cacbon thit hai. Theo mot sd phuong 4n, it nhit hai ngudn cacbon chira khoang 50-
60% ngudn cacbon thir nhat va khoang 40-50% ngudn cacbon thi hai, khoang 50-70%
ngudn cacbon thir nhat va khoang 30-50% ngudn cacbon thit hai, khoang 50-80% ngudn
cacbon thir nhit va khoang 20-50% ngudn cacbon thir hai, hodic khoang 50-90% ngudn
cacbon tht nhét va khoang 10-50% ngudn cacbon thir hai. Theo cac phwong 4n khac, it
nhat hai ngudn cacbon chira khodng 65-75% ngudn cacbon thir nhat va khoang 25-35%

ngudn cacbon thir hai. Theo mot s6 phuong 4n, ngudn cacbon thir nhét 13 lactat.

Theo mot sb phuong 4n, té bao M. elsdenii dugc cho sinh truéng & khoang 39 °C
dén khoang 40 °C, & khoang 35 °C, & khoang 36 °C, 6 khoang 37 °C, ¢ khoang 38 °C, ¢
khoang 39 °C, hoac & khoang 40 °C.

Theo mét sé phuong 4n, t€ bao vi sinh vét dugc cho sinh trudng & khoang 15°C dén
khodng 45°C, & khoang 20°C dén 40°C, 25°C dén 35 °C, 30°C dén 39°C. Theo mot s
phuong én, té bao vi sinh vat dugc cho sinh truéng & khoang 30°C, khoang 31°C, khoang
32°C, khoang 33°C, khoang 34°C, khoang 35°C, ¢ khoang 36 °C, & khoang 37 °C, &
khoang 38 °C, ¢ khoang 39 °C, hodc & khoang 40 °C.

Theo mét sd phuong an, té bao vi sinh vat duge 1am mat dén khoang 18 °C dén

khoang 25 °C dé bao quan.
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Theo mot sd phuong an, d6 pH cua gidng nuoi chy chua té bao M. elsdenii (vi duy,
trong qua trinh nuoi ciy va/hoic tai thoi didm thu hoach) 14 ndm trong khoang 4,5 dén
khoang 7,0, nam trong khoang tir khoéng 4,5 dén khoang 6,5, nam trong khoang tir khoang
4,5 dén khoang 6,0, nam trong khoang tir khoang 4,5 dén khoang 5.5, nam trong khoang
tir khoang 4,5 dén khoang 5,0, nim trong khoang tir khoang 4,6 dén khoang 6,9, nim trong
khoang tir khoang 4,7 dén khoang 6,8, nam trong khoang tir khoang 4,8 dén khoang 6,7,
nim trong khoang tir khoang 4,9 dén khoang 6,6, nam trong khoang tr khoang 5,0 dén
khoang 7,0, nam trong khodng tir khoang 5,0 dén khoang 6,5, nam trong khoang tir khoang
5,0 dén khoang 6,0, nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 5,5, nam trong khoang
tir khoang 5,1 dén khoang 6,9, nam trong khoang tir khoang 5,2 dén khoang 6,8, nim trong
khoang tir khoang 5,3 dén khoang 6,7, nam trong khoang tir khoang 5,4 dén khoang 6,6,
nim trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 7,0, nam trong khoang tir khoang 5,5 dén
khoéng 6,5, nim trong khoang tir khoang 5,1 dén khoang 6,4, nam trong khoang tir khoang
5,2 dén khoang 6,3, nam trong khoang tir khoang 5,3 dén khoang 6,2, ndm trong khoang
tur khoang 5,4 dén khoang 6,1, nam trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,0, nam trong
khoéng tir khoang 5,0 dén khoang 6,1, nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,2,
nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,3, nim trong khoang tir khoang 5,0 dén
khoéng 6,4, nim trong khoang tir khoang 5,1 dén khoang 6,5, nam trong khoang tir khoang
5.2 dén khoang 6.5, nam trong khoang tir khoang 5,3 dén khoang 6,5, hodc nam trong
khoéng tir khoang 5,4 dén khoang 6,5.

Theo mét s6 phuwong 4n, do pH cta gibng nudi cy chira cac t€ bao vi sinh vat (vi
du, trong qua trinh nudi chy va/hoic tai thoi diém thu hoach) 12 nim trong khoang 4,0 dén
khoang 9,0, nam trong khoang tr khoang 4,5 dén khoang 8,5, nam trong khoang tir khoéng
5,0 dén khoang 8.0, nim trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 7,5, ndm trong khoang
tir khoang 6,0 dén khoang 7,0.

DPé nuoi céy cac té bao vi sinh vat, cac thiét bi 1én men c6 kich thuéc va thiét ké
khéc nhau ma duy tri didu kién yém khi ¢6 thé dugc st dung. Thiét bi 1én men c6 thé, vi
duy, 1én men thé tich nubi céy du dé san xuit thuong mai té bao M. elsdenii. Theo mot s6
phuong 4n, thé tich nudi cdy 1a khoang 2 lit, khoang 10 lit, khoang 50 lit, khoang 100 lit,
khoang 150 lit, khoang 200 lit, khoang 250 lit, khodng 300 lit, khoang 350 lit, khoang 400
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lit, khoang 450 lit, khoang 500 lit, khoang 600 lit, khoang 800 lit, khoang 1,000 lit, khoang
1200 lit, khoang 1500 lit, khoang 1800 lit, khoang 2000 lit, khoang 2200 lit, khoang 2500
lit, khoang 2750 lit, khoang 3000 lit, khoang 4000 lit, khoang 5000 lit, khoang 6000 lit,
khoang 7000 lit, khoang 8000 lit, khoang 9000 lit, khoang 10000 lit, it nhat khoang 20000
lit, it nhét khoang 50000 lit, hodc it nhat khoang 75000 lit. Theo mét s phuong 4n, thé tich
1én men 1 khoang 2 lit dén khoang 75000 lit, khoang 250 lit dén khoang 750 lit, khoang
300 lit dén khoang 800 lit, khoang 350 lit dén khoang 850 lit, khoang 400 lit dén khoang
900 lit, khoang 450 lit dén khoang 950 lit, khoang 500 lit &én khoang 1000 lit, khoang 750
lit dén khoang 1250 lit, khoang 1000 lit dén khoang 2000 lit, khoang 2000 lit dén khoang
4000 lit, khoang 4000 lit dén khoang 8000 lit, khoang 5000 lit dén khoang 10000 lit,
khoéng 50 lit dén khoang 75000 lit, khoang 50 lit dén khoang 50000 lit, khoang 50 lit dén
khoang 25000 lit, khoang 50 lit dén khoang 20000 lit, khoang 50 lit dén khoang 15000 lit,
khoang 50 lit dén khoang 10000 lit, khoang 100 lit dén khoang 10000 lit, khoang 100 lit
dén khoang 5000 lit, khoang 100 lit dén khoang 4000 lit, khoang 100 lit dén khoang 3000
lit, khoang 100 lit dén khoang 2900 lit, khoang 100 lit dén khoang 2850 lit, khoang 100 lit
dén khoang 2800 lit, khoang 100 lit dén khoang 2750 lit, khoang 2 lit, khoang 10 lit, khoang
50 lit, khoang 100 lit, khoang 200 lit, khoang 500 lit, khoang 1000 lit, khoang 1500 lit,
khoang 10000 lit, khoang 20000 lit, khoang 50000 lit, hodc khoang 75000 lit.

Theo mét s6 phuong an, gidng nuoi cdy chira té bao M. elsdenii con chira vi sinh
vat khac (tikc 14, t& bao vi sinh vat khong phai 1a t& bao M. elsdenii). Theo mdt s6 phuong
4n, gidng nuodi cdy chua té bao M. elsdenii va vi sinh vat khac ma yém khi bit budc. Theo
mot sb phuong an, giéng nuoi cﬁy chira té bao M. elsdenii va vi sinh vat khac dugc chon
tir nhém gdm: Lactobacillus, Megasphaera, Bifidobacterium, Escherichia, Enterococcus,
Bacillus, Propionibacterium, Streptococcus, Candida, Clostridium, Pediococcus,

Aspergillus, va Saccharomyces.
Té bao vi khuan hiéu khi, té bao vi khuan yém khi, va té bao nam men déng kho

Theo mdt khia canh, sang ché hudng dén phuong phép san xuét té bao Megasphaera

elsdenii dong kho.

Theo mot khia canh khéc, sang ché hudng dén té bao M. elsdenii dong khd.
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Theo mot khia canh khéc, sang ché hudng dén té bao M. elsdenii dong khd dugc

san xuit bang phuong phap duge mo ta trong ban md ta nay.

Theo mot khia canh khéc, sang ché huéng dén phuong phéap san xuét té bao

Megasphaera dong kho.
Theo mot khia canh khac, sang ché huéng dén té bao Megasphaera dong khd.

Theo mdt khia canh khac, sang ché hudng dén 7¢ bao Megasphaera dong khod duoc

san xuit bang phuong phap dugc mo ta trong ban md ta nay.

Theo mdt khia canh khac, sang ché hudng dén phurong phap san xudt té bao vi khuan
yém khi dong kho.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché huéng dén phuong phép sén xuét té bao
Bifidobacterium dong kho, nhu B. breve, té bao Lactobacillus dong kho, nhu L. plantarum,

t€ bao Bifidobacterium dong kho, nhu B. animalis subsp. lactis, té bao Pediococcus dong

kho, nhu P. acidilactici, té bao Lactobacillus dong kho, nhu L. casei.
Theo mot khia canh khac, sang ché huéng dén té bao vi khuin yém khi dong kho.

Theo mot khia canh khéc, sang ché huéng dén té bao Bifidobacterium dong kho,
nhu B. breve, té bao Lactobacillus dong khd, nhu L. plantarum, té bao Bifidobacterium
dong kho, nhu B. animalis subsp. lactis, té bao Pediococcus dong kho, nhu P. acidilactici,

té bao Lactobacillus &ong khd, nhu L. casei.

Theo mot khia canh khéc, sang ché huéng dén té bao vi khudn yém khi dong khod

duoc san xuét bang phuong phap dwge mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché huéng dén té bao Bifidobacterium ddng kho,
nhu B. breve, té bao Lactobacillus dong khd, nhu L. plantarum, té bao Bifidobacterium
dong kho, nhu B. animalis subsp. lactis, té bao Pediococcus ddong kho, nhu P. acidilactici,
té bao Lactobacillus dong kho, nhu L. casei duge san xuét bang phuong phap duge mo ta

trong ban mo ta nay.

Theo mdt khia canh khac, sang ché huéng dén phwong phap san xuét té bao vi khuan

hiéu khi dong kho.
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Theo mdt khia canh khac, sang ché huéng dén phuong phép san xuét té bao Bacillus

dong kho, nhu B. subtilis.

Theo mot khia canh khéc, sang ché huéng dén té bao vi khuan hiéu khi dong kho.

Theo mdt khia canh khac, sang ché hudng dén té bao Bacillus dong khd, nhu B.
subtilis.

Theo mot khia canh khéc, sang ché huéng dén té bao vi khuén hiéu khi déng kho
duoc san xut bang phuong phap duge mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mot khia canh khac, sang ché huéng dén té bao Bacillus dong kho, nhu
B.subtilis dwoc san xuét bang phuong phap dugc md ta trong ban mo ta nay.

Theo mdt khia canh khac, sang ché huéng dén phuong phép san xuit té bao ndm
men dong kho.

Theo mot khia canh khac, sang ché huéng dén phuong phép san xuit té bao
Saccharomyces dong kho, nhu S. boulardii va S. cerevisiae.

Theo mot khia canh khéc, sang ché huéng dén t& bao nAm men dong kho.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché huéng dén té bao Saccharomyces doéng kho, nhu
S. boulardii va S. cerevisiae.

Theo mot khia canh khéc, sang ché huéng dén té bao nAm men dong khod duoc san
xuét bang phuong phap dugc md ta trong ban mo ta nay.

Theo mdt khia canh khac, sang ché hudng dén té bao Saccharomyces ddng kho, nhu
S boulardii v S. cerevisiae dugc san xuét bang phuong phap duge mo ta trong ban mo ta
nay.

Theo mot khia canh khéac, phuong phép san xuét té bao M. elsdenii dong kho bao
gdm cac bude: tao gidng nudi cdy chira té bao M. elsdenii va mdi trudng sinh truong; thu
hoach té bao; déng lanh té bao; va dong kho té bao, trong do6 té bao M. elsdenii dong kho
duoc tao ra. Theo mot s phuong dn, phwong phép nay dugc thyc hién theo thir tu chuén

bi gibng nudi cdy, sau d6 thu hoach té bao (#iéc 1d, thu hoach té bao duge nuodi cdy), sau d6
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dong lanh t& bao (st 14, dong lanh té bao di thu hoach dugc), va sau d6 dong kho céc té
bao (firc la, dong kho té bao dong lanh).

Theo mét sd phuong an, phuong phap nay dugc thuc hién trong diu kién yém khi.
Theo mdt s phuong 4n, phuong phap nay bao gbém nuée chuén bi gidng nuoi cdy, thu
hoach té bao, dong lanh cac t€ bao, dong kho cac té bao, hoic tb hop céc budc nay trong
diéu kién yém khi.

Phuong phap nay c6 thé bao gbm phurong phap tao gibng nudi cay bt ky dugc mo
ta trong ban mo ta nay. Gibng nudi cdy theo phuong phap nay ciing c6 thé bao gdm dic

tinh bét k¥ cta gidng nudi cdy duoc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mdt sb phuong 4n, té bao trong gidng nudi cdy bao gbm 1é bao M. elsdenii.

Theo mot s6 phuong 4n, té bao trong giéng nudi ciy bao gdbm t€ bao M. elsdenii.

Theo mét s6 phurong an, mdi trudng sinh trudng chira it nhét hai ngudn cacbon dugc
chon tir nhém g@)m: casein, lactat (#1zc la, axit lactic), dextroza, fructoza, fructan, glucoza,
sucroza, lactoza, maltoza, axetat, glyxerol, manitol, sacaroza, xyloza, mét duong, fucoza,
glucosamin, dextran, chit béo, dau, glyxerol, natri axetat, arabinoza, protein ddu nanh,

protein hoa tan, rafinoza, amyloza, tinh bot, va td hop cua chiing.

Theo mét sb phwong 4n, phuong phap nay bao gbm budc thu hoach té bao trong
vong 12 gi¢ sau khi gidng nuoi ciy két thic pha sinh truéng theo cép sb nhan cla n6 va
trude khi gibng nuodi cAy bit diu pha sinh truéng bn dinh cta né. Gibng nudi ciy co thé

duroc 1am mat dé nhiét do trong phong dé ngimg sinh truéng tai thoi diém thu hoach.

Theo mét sd phuong 4n, gidng nuodi cdy chira chét 16ng, va phuong phap bao gdm
buéc thu hoach té bao M. elsdenii (vi du, 6 bao M. elsdenii dugc ¢d dic) véi ty 1€ phan
tram chét 1éng. Theo mot sd phuong an, phuong phap bao gdm bude thu hoach té bao voi
khoang 1% dén khoang 40%, khoang 1% dén khoang 35%, khoang 1% dén khoang 30%,
khoang 1% dén khoang 25%, khoang 1% dén khoang 20%, khoang 1% dén khoang 15%,
khoang 1% dén khoang 10%, khoang 1% dén khoang 5%, khoang 10%, khoang 9%,
khoang 8%, khoang 7%, khoang 6%, khoang 5%, khoang 4%, khoang 3%, khoang 2%,
hoac khoang 1% chét long. Theo mot s6 phuong 4n, phuong phép bao gdm thu hoach té
bao it hon khoang 40%, it hon khoang 35%, it hon khoang 30%, it hon khoang 25%, it hon
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khoang 20%, it hon khoang 15%, it hon khoang 10%, it hon khoang 9%, it hon khoang
8%, it hon khoang 7%, it hon khoang 6%, it hon khoang 5%, it hon khoang 4%, it hon
khoang 3%, it hon khoang 2%, hodc it hon khoang 1% chét long.

Theo mdt s6 phwong an, giéng nuodi cdy chira cht 1éng, va phuong phap bao gbém
bude thu hoach t& bao M. elsdenii (vi du, 1€ bao M. elsdenii duge c6 dic) bang cach loai
b6 ty 18 phan tram chét 16ng. Theo mét s6 phuong 4n, bude thu hoach té bao bao gdbm viéc
loai bo khoang 50% dén khoang 100% chét 1ong, khoang 55% dén khoang 100%, khoang
60% dén khoang 100%, khoang 65% dén khoang 100%, khoang 70% dén khoang 100%,
khoang 75% dén khoang 100%, khoang 80% dén khoang 100%, khoang 85% dén khoang
100%, khoang 90% dén khoang 100%, hodc khoang 95% dén khoang 100% chat 16ng.
Theo mét sb phuong an, thu hoach té bao bao gdm viéc loai bo it nhét khoéng 50%, it nhit
khoang 55%, it nhét khoang 60%, it nhit khoang 65%, it nhit khoang 70%, it nhat khoang
75%, it nhat khoang 80%, it nhat khoang 85%, it nhit khoang 90%, it nhét khoang 91%, it
nhit khoang 92%, it nhat khoang 93%, it nhit khoang 94%, it nhat khoang 95%, it nhét
khodng 96%, it nht khoang 97%, it nhit khoang 98%, it nhat khoang 99%, hodc it nhét
khoang 100% chét 1éng.

Theo mét s6 phwong 4n, phuong phép bao gdm thu hoach té bao M. elsdenii bang
cach ¢d dic té bao. Theo mot sb phuong an, bude thu hoach té bao bao gém co dac té bao
bang it nhat mot k§ thuat dwgc chon tir nhém gbm: ly tim, loc, thAm tach, thim thau nguoc,
va td hop ciia ching. Theo mot sd phuong 4n, k¥ thuét loc bao gbm loc bang dit sét. Theo
mot s6 phuong 4n, k¥ thuat loc bao gbm loc dong tiép tuyén, con duoc goi 1a loc dong

ngang.

Theo mét s6 phuong an, do pH cta gibng nudi ciy chira té bao M. elsdenii & thoi
diém thu hoach nim trong khoang 4,5 dén khoang 7,0, nim trong khoang tir khoang 4,5
dén khoang 6,5, nim trong khoang tir khoang 4,5 dén khoang 6,0, nim trong khoang tur
khoang 4,5 dén khoang 5,5, nam trong khoang tir khoang 4,5 dén khoang 5.0, nim trong
khoang tir khoang 4,6 dén khoang 6.9, nim trong khoang tir khoang 4,7 dén khoang 6,8,
nim trong khoang tir khoang 4,8 dén khoang 6,7, nam trong khoang tir khoang 4,9 dén
khoéang 6,6, nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 7,0, ndm trong khoang tir khoang
5,0 dén khoang 6.5, nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,0, nim trong khoang
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tir khoang 5,0 dén khoang 5,5, nim trong khoang tir khoang 5,1 dén khoang 6,9, nam trong
khoang tir khoang 5,2 dén khoang 6,8, nim trong khoang tir khoang 5,3 dén khoang 6,7,
nam trong khoang tir khoang 5,4 dén khoang 6,6, nam trong khoang tr khoang 5,5 dén
khoéng 7,0, nam trong khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,5, nam trong khoang tir khoéng
5,1 dén khoang 6,4, nam trong khoang tir khoang 5,2 dén khoang 6,3, nam trong khoang
tir khoang 5,3 dén khoang 6,2, nam trong khoang tir khoang 5,4 dén khoang 6,1, ndm trong
khoang tir khoang 5,5 dén khoang 6,0, nim trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,1,
nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,2, nam trong khoang tr khoang 5,0 dén
khoéng 6,3, nam trong khoang tir khoang 5,0 dén khoang 6,4, nam trong khoéng tir khoang
5,1 dén khoang 6,5, nam trong khoang tir khoang 5,2 dén khoang 6,5, nam trong khoang
tir khoang 5,3 dén khoang 6,5, hodc nim trong khoang tir khoang 5,4 dén khoang 6,5.

Theo mdt s6 phuong 4n, phwong phéap bao gbdm ciy vao mdi trudng sinh trudéng
trong thiét bi 1én men gidng cdy chira té bao M. elsdenii dé tao ra giéng nudi cdy, va
gibng nudi cdy & nhiét do tir khoang 39°C dén khi do pH ciia gidng nudi cdy 1a khoang 6,0.
Theo mdt s6 phuong 4n, gidng cly chira té bao M. elsdenii trong gidng nuodi ciy té bao M.
elsdenii trong binh hodc mot phan cta n6. Theo mot s6 phuong 4n, phuong phép bao gbm
cAy vao mdi trrong sinh truéng trong thiét bi 1én men ty 18 giéng ciy so v6i moi truong tir

1/50 dén 1/4000. Theo mot sb phuong 4n, ty 1¢ giéng cdy so v6i méi truong 1a 1/100.

Theo mdt sé phuong 4n, gidng nudi cdy con chira it nhét mot chét bao quan dong
lanh. Theo mot sb phuong &n, it nhat mot chét bao quan dong lanh dugc chon tir nhom
gém: fructoza, glucoza, sucroza, bt sira, ché phém dang cong thtrc dung cho nhii nhi, sira
tach béo, trehaloza, maltodextrin, betain, va t hop cta chung. Theo mot sb phuong an, it
nhét mot chat bao quan dong lanh c6 mat véi lugng tir khoang 1% dén khoang 50% (khi
luong/thé tich) giéng nudi cAy, khoang 1% dén khoang 40% (khdi lwong/thé tich) gidng
nudi cdy, khoang 1% dén khoang 30% (khdi lugng/thé tich) giéng nudi cdy, khoang 1%
dén khoang 20% (khéi luong/thé tich) gidng nuéi cy, khoang 1% dén khoang 10% (khoi
lugng/thé tich) giéng nuéi cdy, khoang 1% dén khoang 5% (khéi lugng/thé tich) gibng
nuodi cy, khoang 10% dén khoang 20% (khdi lugng/thé tich) gidng nudi cdy, khoang 15%
dén khoang 25% (khéi lwgng/thé tich) giéng nudi cdy, khoang 20% dén khoang 30% (khoi
lugng/thé tich) gibng nudi cdy, khoang 30% dén khoang 40% (khdi luong/thé tich) gidng
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nuéi cdy, khoang 40% dén khoang 50% (khéi lugng/thé tich) gidng nudi cdy, khoang 60%
dén khoang 70% (khéi lugng/thé tich) gidng nudi cy, khoang 70% dén khoang 80% (khdi
lwong/thé tich) gidng nuodi ciy. Theo mét sd phuong an, chét bao quan dong lanh dugc b6
sung bang cach bd sung chit bao quan dong lanh dugc nghién bot truc tiép vao té bao M.
elsdenii duoc cd dac. Theo mot sb phuong an, chit bao quan ddng lanh duogc bd sung béng
cach bd sung dung dich chét bao quan dong lanh truc tiép vao té bao M. elsdenii dugc cd

diic véi ty 18 1/1, véi ty 18 1/5, hodc véi ty 18 1/10.

Theo mot sb phuong an, viéc dong lanh cac té bao bao gém dua té bao vao thiét bi
dong lanh hoic cho té bao tiép xtic v6i d4 kho, nito 16ng, hodc két hop cac phuong phép
nay. Viéc dong lanh céc té bao bao gdbm dong lanh cac té bao trong khi chiing nim trong
dung cu chtra. Cho té bao tiép xuc bao gdm cho vt chira chira té bao tiép xic véi modi
truong dé déng lanh céc té bao. M6i truong dé dong lanh céc té bao bao gdm, nhung khong
bi gi6i han &, thiét bj dong lanh, bé axeton-da khd, nito 16ng, hodc t0 hop cac mdi truong
nay.

Theo mét s6 phuong an, phurong phap bao gbm dong lanh céc t€ bao & nhiét do tir
khoéang -20 °C dén khoang -210 °C. Theo mot s6 phuong an, phuong phap bao gbdm dong
lanh cac t& bao & nhiét @ tir khoang -20 °C dén khoang -80 °C. Theo mot sé phwong 4n,
phuong phap bao gbém dong lanh cac té bao & nhiét do tir khoang -80 °C dén khoang -210
°C. Theo mét sé phwong 4n, phuong phép bao gbdm dong lanh cac t€ bao & nhiét do tir
khoang -20 °C dén khoang -196 °C. Theo mot s6 phuong 4an, phwong phap bao gbm dong
lanh céc t& bao & nhiét do tir khoang -80 °C dén khoang -196 °C. Theo mot s6 phuong 4n,
phuong phép bao gdm déng lanh céc té bao & nhiét d tr khoang -20 °C. Theo mot 5O
phuong an, phuong phap bao gbm dong lanh cic té bao ¢ nhiét do tir khoang -80 °C. Theo
mdt s phuong an, phwong phap bao gdm budc doéng lanh céc té bao & nhiét do tir khoang
-196 °C. Theo mét s6 phuong 4n, phuong phap bao gbdm dong lanh cac té bao bang cach

cho t€ bao ti€p xtic v4i nito long.

Theo mdt sd phwong 4n, phwong phap bao gbm dong lanh cic té bao trong diéu kién

yém khi.
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Theo mdt s6 phuong an, viéc dong lanh tao ra cac vién t€ bao dong lanh. Vi dy, viéc
dong lanh c6 thé dugc thuc hién bang thiét bi dong lanh nhanh (v du, Model 250-S01
Crygran, IFQ Inc.).

Theo mét sb phuong 4n, duong kinh cta cdc vién dong lanh 1a khoang 0,001 dén
khoang 1,0 in-xo, khoang 0,01 dén khoang 1,0 in-xo, khoang 0,1 dén khoang 1,0 in-xo,
khoang 0,2 dén khoang 1,0 in-x0, khoang 0,3 dén khoang 1,0 in-x0, khoang 0,4 dén khoang
1,0 in-xo, khoang 0,5 dén khoang 1,0 in-xo, khoang 0,6 dén khoang 1,0 in-xo, khoang 0,7
dén khoang 1,0 in-x0, khoang 0,8 dén khoang 1,0 in-xo, khoang 0,9 dén khoang 1,0 in-xo0,
khoang 0,001 dén khoang 0,9 in-xo, khoang 0,01 dén khoang 0,9 in-xo, khoang 0,1 dén
khoang 0,9 in-xo, khoang 0,2 dén khoang 0,9 in-xo, khoang 0,3 dén khoang 0,9 in-xo,
khoang 0,4 dén khoang 0,9 in-xo, khoang 0,5 dén khoang 0,9 in-xo, khoang 0,6 dén khoang
0,9 in-xo, khoang 0,7 dén khoang 0,9 in-xo, khoang 0,8 dén khoang 0,9 in-xo, khoang
0,001 dén khoang 0,8 in-xo, khoang 0,01 dén khoang 0,8 in-xo, khoang 0,1 dén khoang
0,8 in-x0, khoang 0,2 dén khoang 0,8 in-x0, khoang 0,3 dén khoang 0,8 in-xo, khodng 0,4
dén khoang 0,8 in-x0, khoang 0,5 dén khoang 0,8 in-xo, khoang 0,6 dén khoang 0,8 in-xo0,
khoang 0,7 dén khoang 0,8 in-xo, khoang 0,001 dén khoang 0,7 in-xo, khoang 0,01 dén
khoang 0,7 in-xo, khoang 0,1 dén khoang 0,7 in-xo0, khoang 0,2 dén khoang 0,7 in-xo,
khoang 0,3 dén khoang 0,7 in-x0, khoang 0,4 dén khoang 0,7 in-x0, khoang 0,5 dén khoang
0,7 in-x0, khoang 0,6 dén khoang 0,7 in-xo, khoang 0,001 dén khoang 0,6 in-x0, khoang
0,01 dén khoang 0,6 in-xo, khoang 0,1 dén khoang 0,6 in-xo, khoang 0,2 dén khoang 0,6
in-x0, khoang 0,3 dén khoang 0,6 in-xo, khoang 0,4 dén khoang 0,6 in-xo, khoang 0,5 dén
khoang 0,6 in-xo, khoang 0,001 dén khoang 0,5 in-xo, khoang 0,01 dén khoang 0,5 in-x0,
khoang 0,05 dén khoang 0,5 in-xo, khoang 0,1 dén khoang 0,5 in-xo, khodng 0,15 dén
khoang 0,5 in-xo, khoang 0,2 dén khoang 0,5 in-xo, khoang 0,3 dén khoang 0,5 in-xo, hodc
khoang 0,4 dén khoang 0,5 in-xo.

Té bao M. elsdenii dong lanh co6 thé duge bao quan dong lanh (vi du, dudi 0 °C)
trude khi dong kho hoac co thé duoc dong khd ngay. Theo mot s6 phuong 4n, té bao M.
elsdenii dong lanh dugc bao quan & nhiét 4o dudi khoang 0 °C, duéi khoang -10 °C, dudi
khoang -20 °C, duéi khoang -50 °C, dudi khoang -80°C, hodc dudi khoang -196 °C. Theo

mdt sb phuong an, té bao M. elsdenii dong lanh dugc bao quan ¢ nhiét do tir khoang -20
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°C, khoang -30 °C, khoang -40 °C, khoang -50 °C, khoang -60 °C, khoang -70 °C, khoang
-80 °C, khoang -90 °C, khoang -100 °C, khoang -150 °C, khoang -196 °C, hoac khoang -
210 °C.

Theo mét sb phuong 4n, té bao M. elsdenii ddong lanh dugc dong kho. Theo mot sd
phuong an, té bao M. elsdenii dong lanh duge dong khd. Viéc dong kho bao gom, vi du,
loai bo chat 16ng khoi té bao dong lanh.

Theo mot s6 phwong 4n, viéc dong kho té bao M. elsdenii bao gdbm dua té bao dong
lanh vao thiét bi dong kho. Theo mot sd phuong 4n, viéc dong khd bao gbm dua té bao

dong lanh vao ap suit giam, va lam Am dan té bao dén nhiét do trong phong.

Theo mdt s6 phuong 4n, phuong phép bao gbm dong kho cac té bao trong diéu kién
yém khi.

Theo mét sé phuong 4n, M. elsdenii dong khd dugc san xuét trén quy mod cong

nghiép.

Theo mot s6 phuong 4n, khoang 1 x 10% dén 1 x 10'2 CFU/g té bao M. elsdenii dong
kho dugc tao ra bang phuong phap dugc mo ta trong ban mo ta nay. Theo mot s6 phuong

an, khoang 1 x 103 dén 1 x 10'2 CFU/g t& bao M. elsdenii séng dugc sau khi dong kho.

Theo mot khia canh, phuong phép san xuét té bao Megasphaera elsdenii dong kho
theo sang ché bao gdm: (a) tao gibng nudi cdy trong didu kién yém khi chira té bao M
elsdenii va moi truong sinh trudng chira it nhit hai ngudn cacbon dugc chon tir nhém gom:
casein, lactat (zifc la, axit lactic), dextroza, fructoza, fructan, glucoza, sucroza, lactoza,
maltoza, axetat, glyxerol, manitol, sorbitol, sacaroza, Xyloza, mat duong, fucoza,
glucosamin, dextran, chét béo, dau, glyxerol, natri axetat, arabinoza, protein ddu nanh,
protein hoa tan, rafinoza, amyloza, tinh bot, trypton, chét chiét nAm men va tb hgp cua
ching, (b) thu hoach té bao trong didu kién yém khi, (c) dong lanh c4c té bao, va (d) dong
kho cic té bao, trong d6 khoang 1 x 10° dén khoang 1 x 10'> CFU/g té bao M. elsdenii dong

kho dugc tao ra.

Theo mot khia canh khac, phuong phap san xuét t& bao Megasphaera elsdenii dong
kho theo sang ché bao gdm: (a) tao gibng nudi ciy chia t€ bao M. elsdenii v moi truong

sinh truedng, (b) thu hoach té bao trong diéu kién yém khi trong vong 12 gio sau khi gidng
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nudi ciy két thic pha sinh trudng theo cAp s nhan ciia n6 va truée khi gidng nubi cay bét
dAu pha sinh trudng én dinh ciia no, (c) dong lanh cac té bao, va (d) dong kho cac té bao,

trong d6 té€ bao M. elsdenii dong kho dugc tao ra.

Theo mot khia canh khéac, phuwong phép san xuét té bao Megasphaera elsdenii dong
kho theo sang ché bao gdm buéc: (a) tao gidng nudi cdy chira t€ bao M. elsdenii va mdi
treong sinh trudng, (b) thu hoach té bao, (c) déng lanh té bao & nhiét do tir khoang -80 °C
dén khoang -210 °C trong vong 5 gid thu hoach, va (d) dong kho céc té bao, trong do6 té

bao M. elsdenii dong kho dugc tao ra.

Theo mét s6 phuong an, lvgng té bao M. elsdenii ddng kho dugc tao ra bang phuong
phép duge md ta trong ban mo ta va/hodc luong té bao M. elsdenii sbng dugc sau khi dong
kho 1a khoang 1 x 103 CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén
khoang 1 x 10!! CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10'° CFU/g, khoang 1 x
10> CFU/g dén khoang 1 x 10° CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 108 CFU/g,
khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 107 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x
106 CFU/g, khoang 1 x 103 CFU/g dén khoang 1 x 105 CFU/g, khoang 1 x 10* CFU/g dén
khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10'* CFU/g, khoang 1 x
106 CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 107 CFU/g dén khoang 1 x 10! CFU/g,
khoang 1 x 108 CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x
1012 CFU/g, khoang 1 x 10" CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g
dén khoang 1 x 105 CFU/g, khoang 1 x 10* CFU/g dén khoang 1 x 105 CFU/g, khoang 1 x
105 CFU/g dén khoang 1 x 107 CFU/g, khoang 1 x 10% CFU/g dén khoang 1 x 10® CFU/g,
khoang 1 x 107 CFU/g dén khoang 1 x 10° CFU/g, khoang 1 x 108 CFU/g dén khoang 1 x
10'° CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10'! CFU/g, hodc khoang 1 x 10"
CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g.

Theo mot s phuong 4n, té bao M. elsdenii dong kho séng dugc trong khoang 14
ngay dén khoang 24 thang & khoang -80 °C, khoang -20 °C, khoang 4 °C, khoang 25 °C,
hodc t6 hop cia ching. Theo mot s6 phuong 4n, té bao M. elsdenii dong kho séng duoc
trong it nhat khoang 14 ngay, it nhét khoang 1 thang, it nhét khoang 6 thang, it nhét khoang
8 thang, it nhit khoang 10 thang, it nhét khoang 12 thang, it nhat khoang 15 thang, it nhét
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khoang 18 thang, hodc it nhét khoang 24 thang & khoang -80 °C, khoang -20 °C, khoang 4
°C, khoang 25 °C, hodc t6 hop cua ching.

Theo mdt sb phuong an, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10'? CFU/g, khoang
1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10'! CFU/g, khoang 1 x 10’ CFU/mL dén khoang 1 x 10'°
CFU/g, khoang 1 x 103 CFU/g dén khoang 1 x 10° CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén
khoang 1 x 108 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 107 CFU/g, khoang 1 x 10’
CFU/g dén khoang 1 x 10° CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10° CFU/g,
khoang 1 x 10* CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x
10'2 CFU/g, khoang 1 x 106 CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 107 CFU/g dén
khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 10® CFU/g dén khoang 1 x 10'? CFU/g, khoang 1 x
10° CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 10'° CFU/g dén khoang 1 x 10'>CFU/g,
khoang 1 x 103 CFU/g dén khoang 1 x 105 CFU/g, khoang 1 x 10* CFU/g dén khoéng 1 x
106 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 107 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén
khoang 1 x 108 CFU/g, khoang 1 x 107 CFU/g dén khoang 1 x 10° CFU/g, khoang 1 x 10°
CFU/g dén khoang 1 x 10'° CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10" CFU/g, or
khoang 1 x 10! CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g té bao M. elsdenii dong kho song dugc
sau khi bao quan & nhiét do tir khoang -80 °C, khoang -20 °C, khoang 4 °C, hogc t6 hop
cua ching trong it nhét khoang 14 ngay, it nhét khoang 1 thang, it nhét khoang 6 thing, it
nhét khoang 8 thang, it nhét khoang 10 thang, it nhét khoang 12 thang, it nhét khoang 15
thang, it nhit khoang 18 thang, hodc it nhat khoang 24 thang.

Theo mdt sé phuong 4n, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10'? CFU/g, khoang
1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10" CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10"
CFU/g, khoang 1 x 103 CFU/g dén khoang 1 x 10° CFU/g, khoang 1 x 10> CFU/g dén
khoang 1 x 108 CFU/g, khoang 1 x 10> CFU/g dén khoang 1 x 107 CFU/g, khoang 1 x 10°
CFU/g dén khoang 1 x 106 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10° CFU/g,
khoang 1 x 10* CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x
10" CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 107 CFU/g dén
khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1 x 108 CFU/g dén khoang 1 x 10'? CFU/g, khoang 1 x
10° CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g, khoang 1x 10'° CFU/g dén khoang 1 x 10> CFU/g,
khoang 1 x 103 CFU/g dén khoang 1 x 10° CFU/g, khoang 1 x 10* CFU/g dén khoang 1 x
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106 CFU/g, khoang 1 x 105 CFU/g dén khoang 1 x 107 CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén
khoang 1 x 108 CFU/g, khoang 1 x 107 CFU/g dén khoang 1 x 10° CFU/g, khoang 1 x 10°
CFU/g dén khoang 1 x 10'° CFU/g, khoang 1 x 10° CFU/g dén khoang 1 x 10" CFU/g,
hoiic khoang 1 x 10 CFU/g dén khoang 1 x 10'2 CFU/g té bao M. elsdenii dong khd song
duoc sau khi bio quan & nhiét d6 tir khoang 25 °C trong it nhit khoang 14 ngay, it nhét
khoang 1 thang, it nhét khoang 6 thang, it nhét khoang 8 thang, it nhét khoang 10 thang, it
nhét khoang 12 théng, it nhat khoang 15 thang, it nht khoang 18 thang, hogc it nhat khoang
24 thang.

Chét phu gia thye phflm, ché phflm, va kit

Theo mot khia canh, chét phu gia thuc phém chira té bao M. elsdenii nhu dugc mod

ta trong bdn mo ta nay.

Theo mot sé phuong 4n, chét phu gia thue phém chira té bao M. elsdenii dong kho
nhu dugc mo ta trong ban mod ta nay. Theo mot s6 phuong 4n, chét phu gia thurc pham chira
té bao M. elsdenii dong kho dugce tao ra bing phuong phap dugc mo ta trong ban mo ta

nay.

Theo mot khia canh, chit phu gia thuc phém chira té bao Megasphaera nhu dugc

mo ta trong badn mo ta nay.

Theo mot sd phwong 4n, chét phu gia thuc pham chira té bao Megasphaera dong
kho nhu dugc mo ta trong ban md ta nay. Theo mot s6 phuong 4n, chét phu gia thuc pham
chtra t& bao Megasphaera dong kho dugc san xuét bang phwong phap dugc md ta trong
ban mo ta nay.

Theo mot khia canh, chat phu gia thuc phém chira té bao vi khuin yém khi nhu duoc
md ta trong ban mod ta nay. Theo mot khia canh khac, chét phu gia thuc pham chira té bao
Bifidobacterium, nhu B. breve, t& bao Lactobacillus, nhu L. plantarum, té bao
Bifidobacterium, nhu B. animalis subsp. lactis, té bao Pediococcus, nhu P. acidilactici, té

bao Lactobacillus, nhu L. casei.

Theo mdt s6 phuong 4n, chét phu gia thuc pham chita té bao vi khuin yém khi dong

khd nhu duoc mo ta trong ban mo ta nay. Theo mot s6 phuong 4n, chét phu gia thuc pham
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chira té bao vi khuéin yém khi dong khd dugc san xuét bang phuong phip dugc mo ta trong
ban mo ta nay.

Theo mét s6 phwong 4n, chét phu gia thure pham chira té€ bao Bifidobacterium dong
kho, nhu B. breve, té bao Lactobacillus dong khd, nhu L. plantarum, t& bao
Bifidobacterium dong khd, nhu B. animalis subsp. lactis, t€ bao Pediococcus dong kho,
nhu P. acidilactici, t& bao Lactobacillus dong kho, nhu L. casei. Theo mot sb phuong an,
chét phu gia thuc pham chtra té bao Bifidobacterium dong kho, nhu B. breve, té bao
Lactobacillus dong kho, nhu L. plantarum, té bao Bifidobacterium ddng khod, nhu B.
animalis subsp. lactis, té bao Pediococcus dong khd, nhu P. acidilactici, té bao
Lactobacillus déng kho, nhu L. casei dugc san xuét bang phuong phap dugc mo ta trong
ban mo ta nay.

Theo mot khia canh, chét phu gia thuc pham chira té bao vi khuin hiéu khi nhu dugc
md ta trong ban mo ta nay. Theo mot khia canh khac, chét phu gia thuc pham chira té bao

Bacillus, nhu B. subtilis.

Theo mot s6 phuong 4n, chit phu gia thuc pham chira té bao vi khuan hiéu khi dong
kho nhu dugc mo ta trong ban md ta nay. Theo mot s6 phuong an, chét phu gia thuc pham
chira té bao vi khuén hiéu khi dong khd duge san xuét bang phuong phap dugc md ta trong
ban mo ta nay.

Theo mot sb phuong an, chét phu gia thuc phém chira té bao Bacillus dong kho, nhu
B. subtilis. Theo mdt sb phuong an, chét phu gia thuc phém chira té bao Bacillus dong kho,

nhu B. subtilis duoc san xuét bang phwong phap duge mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mdt khia canh, chit phu gia thuc pham chira té bao ndm men nhu duge mo ta
trong ban mod ta nay. Theo mot khia canh khac, chét phu gia thuc pham chira té bao
Saccharomyces, nhu S. boulardii va S. cerevisiae.

Theo mdt sé phuong 4n, chét phu gia thuc pham chira té bao ndm men dong khd
nhu dugc mo ta trong ban md ta nay. Theo mot sd phuong 4n, chét phu gia thuc pham chira
té bao ndm men dong khod duoc san xuét bang phuong phip dugc mo ta trong ban md ta

nay.
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Theo mét sd phuong 4n, chét phu gia thuc phim chira té bao Saccharomyces dong
kho, nhu S. boulardii va S. cerevisiae. Theo mot s6 phuong an, chét phu gia thuc phém
chira té bao Saccharomyces dong khod, nhu S. boulardii va S. cerevisiae dugc san xuét bang

phuong phap dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mdt s phuong 4n, chat phu gia thuc pham chét ran (tikc 1d, "chét phu gia thuc
phém dang rén”) hoac chét long (tiec la, "chét phu gia thuc phém dang long"). Theo mot
sd phuong 4n, chét phu gia thuc pham 13 ban ran hoic gel (titc la, "chét phu gia thuc pham
dang ban rin hodc gel"). Chit phu gia thuc phim dang gel ¢6 thé chira chat hap thu oxy (vi

du, axit ascorbic).

Theo mot sb phuong an, chat phu gia thuc phdm dang rin 1a bot (vi du, bot thdi
duoc), hat cém (tiéc 1d, vién cbm), hat (tikc I, hat), vién, banh, thé ddc tan trong nuéc, ho

nhdo, vién thudc 16n, vién nén, phan, thanh phan cta ching, hoéc t0 hgp cla ching.

Theo mdt sé phwong 4an, chét phu gia thuc pham dang 16ng 1a dung dich (vi du, dung
dich nuédc, dung dich hitu co, hodc dung dich nudc-hitu co), huyén phu, nhil twong, thude
nuée, ché phdm dang phun xit, ché phdm tiém duoc, dd ubng (vi du, san pham thay thé

sita), thanh phén ctia chiing, hoic t6 hop ctia chiing.

Theo mot s6 phuong 4n, chét phu gia thure pham dang gel 1a gel hitu co (organogel).
Theo mdt sé phuong én, chét phu gia thuc pham dang gel 1a gel dung dudng miéng (fikc

la, gel & dung qua dudng miéng).

Theo mot sé phuong an, chét phu gia thuc pham dé dung lam ché phim réc tron bé
mit (tikc 1, dé bd sung 1én bé mit cia thuc phim hogc tron v6i thue pham (vi dy, thic an
cho dong vat)). Theo mot ) phuong an, chét phu gia thuc phém la dé su dung duéi dang

long.

Theo mot sé phuong an, té bao M. elsdenii dong kho nhu dugc md ta trong ban mo
ta c6 thé duge str dung dudi dang chét phu gia thuc phim dang léng bang cach hydrate hoa
lai, l1am tan, hoa tan, va/hodc tao huyén phu té bao dong kho trong chat 16ng.

Theo mot sb phuong an, chét phu gia thuc phém chtra chét mang (ft¢c la, mdt hodc

nhiéu chat mang).
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Vi du vé cac chat mang thich hop bao gbm, nhung khong bi gi¢i han ¢, nguyén liéu
thuc vat (fi¢c la, toan bo thuc vAy hodc bd phén cia thuc vat (vi dy, hat, thén, la, hoa,
va/hoic ré, chéng han), bao gém thuc vat hodc bd phin cua thuc vat kho hodc da qua ché
bién), hat kho (vi dy, hat sdy kho), cé linh lang, bot ngd xay thd, bdt qua cam quyt xay tho,
ba 1én men, vo hau nghién, dat sét attapulgit, cAm mi, mat duong hoa tan, bot 18i ngd xay
tho, ca thanh ph?m rau an duogc, bot ddu nanh rang da boc vo, thirc dn nghién tir dau nanh,
mycelis khang sinh, vermiculit, mat ddu twong, nudc sita, maltodextrin, sucroza, dextroza,
da voi (canxi cacbonat), vo tréu, giéng nuoi céy nidm men, tinh bot khd, natri silica
aluminat, nudc, dung dich mubi, reou, silicon, sap, thach dAu mo, dau thuc vat, polyetylen
glycol, propylen glycol, liposom, duong, gelatin, lactoza, amyloza, magie stearat, da talc,
chét hoat dong bé mat, axit silixic, parafin nhét, dAu nudc hoa, axit béo monoglyxerit va
diglyxerit, este petroethral cla axit béo, hydroxymetyl-xenluloza, polyvinylpyrolidon, va

céc chat twong tu, va td hop clia chung.

Theo mot ) phuong an, chét phu gia thuc phém chira ta dugc (titc la, mot hodc
nhiéu ta duoc) bao gém, nhung khong bi gidi han &, xenluloza vi tinh thé; lactoza; natri
xitrat; canxi cacbonat; canxi phosphat dibazo va glyxin; chét gy ra nhu tinh bot, natri tinh
bot glycolat, croscarmeloza natri va céc silicat phtrc nhét dinh; chit két dinh hat nhu
polyvinylpyrolidon, hydroxypropylmetylxenluloza (HPMC), hydroxypropylxenluloza
(HPC), sucroza, gelatin, va acacia; chét tao khéi nhu maltodextrin; chét hép thu hoi Am
nhu silic dioxit; chat hép thu oxy nhu axit ascorbic; va/hodc chit lam tron nhu magie

stearat, axit stearic, glyxeryl behenat, va da talc.

Theo mdt s6 phuong an, chét phu gia thuc phém 1a hat min chra: 16i chira té bao M.
elsdenii va/hoic chat phu gia thuc pham, va vo bao ngoai 16i. Theo mot s6 phuong 4n, vo
1a mudi ngan da hydrat héa. Lép vé mudi ¢6 thé cai thién do chiu nhiét, cai thién do on
dinh bao quan, va bao vé chéng lai céc thanh phin khac trong hat ma mét khac ¢6 thé co
tac dung bat lgi (vi dy, dén do én dinh) cta té bao M. elsdenii va/hodc chét phu gia thuc
pham.

Theo mdt s6 phwong dn, M. elsdenii dong khd duoc tron véi ché phim chét phu gia
kho bao gdm, nhung khong bi gi6i han 0, chét sinh truéng, enzym, dudng, hydrat cacbon,

chét chiét, va cac thanh phan vi lugng thic day su sinh trudong. Dudng co thé bao gdm,
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nhung khong bi giéi han 6, lactoza, maltoza, dextroza, maltodextrin, glucoza, fructoza,
manoza, tagatoza, sorboza, rafinoza, amyloza, tinh bot, va galactoza. Céc duong c6 thé
nam trong khoang tr 50 dén 95%, riéng 1& hodc két hop. Céc chit chiét c6 thé bao gom,
nhung khong bi giéi han 0, nAm men hozc chit hoa tan tir 1én men bang ndm men kho nim
trong khoang tur 5 dén 50%. Cac chat sinh trudng co thé bao gbm, nhung khong bi gidi han
&, trypticaza, nim trong khoéng tir 5 dén 25%; natri lactat, ndm trong khoang tir 5 dén 30%;
va Tween 80, ndm trong khoang tir 1 dén 5%. Cac hydrat cacbon c6 thé bao gdm, nhung
khéng bi gi6i han &, manitol, sorbitol, adonitol va arabitol. Cac hydrat cacbon c6 thé nim
trong khoang tur 5 dén 50% riéng r& hoac két hgp. Cac thanh phan vi lwong c6 thé bao gbm,
nhung khong bi gidi han &, canxi cacbonat, nam trong khoang tur 0,5 dén 5,0%; canxi
clorua, nim trong khoéang tir 0,5 dén 5,0%; dikali phosphat, nam trong khoang tr 0,5 dén
5,0%; canxi phosphat, nam trong khoang tu 0,5 dén 5,0%; mangan proteinat, nam trong

khong tir 0,25-1,00%; va mangan, nim trong khoang tir 0,25 dén 1,00%.

Theo mdt s phuong 4n, chét phu gia thuc pham M. elsdenii dugc tao ra bang cach
tron (vi dy, bing thiét bj tron) & bao M. elsdenii, bao gdm gidng nudi cdy chira t€ bao
va/hoiic té bao dong khd, véi thanh phin bd sung bt ky cta chit phu gia thyc pham (vi du,
chit mang va/hoic ta dugc). Theo mot s6 phuong 4n, c4c thanh phan duoc tron véi dé thu

duoc hdn hgp dong nhat.

Theo mét s6 phuong 4n, chét phu gia thurc pham 1a chét phu gia thirc &n cho dong
vat ric tron bé mit chira té bao M. elsdenii nhu dugc md ta trong ban md ta (vi du, 16 bao
dong kho) va chit mang. Theo mot s6 phuong 4n, chit mang duoc chon tir nhom gbm:
nudGce sita, maltodextrin, sucroza, dextroza, da voi (titc la, canxi cacbonat), vO triu, giéng

nudi cdy nam men, tinh bot kho, va natri silica aluminat, sira, nude, va to hop cia ching.

Theo mdt s6 phwong 4n, chat phu gia thuc pham dung cho dong vat 1a thudc nuéc,
thudc xit, hodc ché phim bd sung cua san pham thay thé sita chira té bao M. elsdenii nhu
dugc mo ta trong ban md ta (vi dy, 16 bao dong khod) va chit mang tan trong nuéc. Theo
mot s6 phuong an, chét mang dugc chon tir nhom gém: nudc sira, maltodextrin, sucroza,

dextroza, tinh bot kho, natri silica aluminat, stta, nuéc, va to hop cua ching.
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Theo mot khia canh, sang ché huéng dén thuc pham (vi dy, thitc &n cho dong vat)
chtra t& bao M. elsdenii (vi du, t& bao dong kho nhur dugc mb ta trong ban md ta, vi dy, té
bao dong kho dugce san xuét bang phuong phap nhu duge mo ta trong ban md ta) va/hodc
chét phu gia thuc pham nhu durge md ta trong ban mo ta ndy. San pham thuc pham c6 thé
1a thue pham bét ky dé dong vat tiéu dung (tiéc la, dong vat khong phai ngudi hodc nguoi),
va bao gbm cac ché pham dang rdn va léng. Céc thuc phim bao gbm, nhung khong bi gioi
han &, cac thuc phim thong thuong; san pham dang 1éng, bao gdm nudc, sira, do ubng, dd
uéng nham muc dich diéu tri bénh, va dd uéng dinh dudng; thuc phém chirc nang; chét bd
sung; thuc pham thudc; cac san pham cong thirc ding cho nhii nhi (s la, bao gdm nhii
nhi 14 ngudoi va khong phai nguoi), bao gdm san pham cong thtic cho nhii nhi sinh non;
thue phém cho dong vat mang thai hodc cho con bu; thuc phém cho dong vat trudng thanh;
va thuc phdm cho d6i twong cao tudi. Theo mot s6 phuong 4n, thuc phim bao gdm chét
long (vi du, dd uéng, vi du, nude, stta, hodc san phém thay thé sita) chira chét phu gia thuc

pham.

Theo mdt khia canh khac, sang ché huéng dén ché phdm chira té bao M. elsdenii (vi
du, té bao ddng khd) va/hodc chét phu gia thuc pham nhu dwgc md ta trong ban mo ta nay.
Theo mét sd phwong 4n, ché phim chira té bao M. elsdenii dong khd dugc san xuét bang

phuong phap dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mét s6 phuong 4n, té bao M. elsdenii (vi du, té bao dong khd) va/hodc chat
phu gia thuc pham nhu dugc mo ta trong ban mo ta con duoc bién dbi hodc xir Iy vé mat

héa hoc hodc vt ly dua vao cac yéu cau cua ché phim bang cic k¥ thuat da biét bat ky.

Ché phém theo sang ché ¢c6 thé bao gém mot hodc nhiéu t4 dugc. Theo mot )
phuong an, ta duoc c6 thé 13, nhung khong bi gi6i han &, chét kiém, chat lam on dinh, chét
chéng oxy hoa, chat két dinh, chit 1am phan tach, cht phi, thanh phan giai doan bén ngoai,
thanh phén giai phong dugc kidm so4t, dung moi, chat hoat dong bé mat, cht 1am 4m, chét
dém, chét dién dﬁy, chit 1am mém, hoic td hop ctia ching. T4 dugc ngoai cac ta dugc dugc
néu ¢ day c6 thé bao gdm ta dugc duge liét ké trong, mdc du khong gidi han &, Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 21° ed. (2005). Bao gbm t4 duge trong mot phan
loai cu thé ¢ day (vi du, "dung mdi") dugc du dinh dé minh hoa chir khong gi6i han vai trd

clia t& duoc. Mot ta duge cu thé co thé nim trong nhiéu nhém phan loai.
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Theo mot sb phuong an, ché phém la dugc phém (vi du, dé diéu tri cho dong vat
khong phai nguoi hodc nguoi). Theo mot s6 phurong an, ché pham 13 thuc pham thubc (vi
du, thuc phém tht y). Thuc phém thudc bao gém thuc phém ma 12 ché phém duoc ti€u
ding hodc duge dung bén ngoai dudi sy giam sat cia bac si (vi dy, bac si thu y) va do 1a
dugc du dinh dé quén ly ché do an uéng cu thé ctia mdt tinh trang bénh, trong d6 cac yéu
cau dinh dudng dic biét, dwa trén cac nguyén tac khoa hoc duogc cong nhan, duge thiét lap
bang danh gia y té. Theo mot sd phuong an, duge pham chira ta dugc duge dung. Theo
mot s6 phwong 4n, thuét ngit "dugc dung" c6 nghia 1a dugc phé chuén béi co quan quan 1y
cuia Lién bang hodc chinh phu tiéu bang hoic duoc liét ké trong Dugc dién Hoa Ky hoic
duoc dién quéc té thuong dugce cong nhan khac dé sir dung cho dong vit, va cu thé hon 1a
nguoi.

Déi voi viee dung ché phém qua duong uéng, té bao M. elsdenii (vi du, té bao dong
khé) hodc chét phu gia thuc phdm c6 thé dugc két hop véi ta duge da duoc biét 16 trong
linh vuc. Céc chit mang nay c6 thé, vi du, cho phép t€ bao M. elsdenii hodc chét phu gia
thuc phém theo sang ché dugc bao ché thanh vién nén, vién nén, vién bao dudng, vién
nang, chét long, gel, si 1o, huyén phu déc, hon dich va cac dang tuong tu, dé db6i tuong
dugc diéu tri dua vao qua duong ubng. Theo mot sd phuong 4n, ché phdm 14 vién nén, vién
tron, vién nén dai, hodc vién nang. Céac ta dugc thich hop bao g6m, nhung khong bi gidi
han &, chét dién dﬁy nhu duong, bao gém, nhung khong bi gidi han &, lactoza, sucroza,
manitol, va sorbitol; cac ché phém xenluloza nhu, nhung khong bi giéi han &, tinh bot ngo,
tinh bot mi, tinh bot gao, tinh bdt khoai tiy, gelatin, gom tragacanth, metyl xenluloza,
hydroxypropylmetyl xenluloza, natri carboxymetyl xenluloza, va polyvinylpyrolidon
(PVP). Néu mudn, chét 1am ra c6 thé dugc bd sung, nhu, nhung khong bi giéi han 0,
polyvinylpyrolidon dugc tao lién két ngang, aga, hoic axit alginic hodc mudi cta ching
nhu natri alginat. Cac ché pham c6 thé dugc sir dung qua dudng ubng bao gdm, nhung
khong bi gi¢i han &, vién nang dugc lam tir gelatin, cling nhu vién nang mém, dugc bit kin
duoc lam tir gelatin va chit déo, nhu glyxerol hodc sorbitol. Theo mot s6 phuong 4n, dang
lidu luong 14 dang lidu lwong dung nguoi an kiéng, trong do dang lidu lugng khong duoc
tao ra tir va khong chira thanh phan batky c6 ngudn goc dong vat. Theo mot s6 phuong 4n,

dang liéu lugng ding cho d6i tuong an kiéng 1a vién nang ding cho d6i twong an kiéng.
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Theo mot khia canh, sang ché huéng dén vién nang chtra té bao M. elsdenii (vi du,
16 bao dong khd) va/hodc chat phu gia thuc phdm nhu duge mo ta trong bén mo ta nay.
Theo mét s phuong 4n, vién nang 1a vién nang gelatin. Theo mot s6 phuong 4n, vién nang
chira té bao M. elsdenii dong kho dwoc san xuét bang phuong phap nhu duge mo ta trong
ban mo ta hodc chit phu gia thuc pham nhu duge mo ta trong ban md ta nay. Theo mot sb
phuong 4n, vién nang co thé phan ra. Theo mot s phuong 4n, vién nang 1 vién nang

gelatin c6 thé phan ra.

Theo mot khia canh khéc, sang ché hudng dén ché pham chira té bao vi khuin yém
khi dong khé dugc bao nang, trong d6 bot dong kho duoc bao nang bing cach phan tan bot
dong kho trong dau duogc 1am noéng. Theo mot khia canh khac, sang ché hudng dén ché
phim chira t€ bao M. elsdenii dong khd dugc bao nang, trong d6 bot dong kho duge bao

nang bang cach phan tan bot dong khd trong dau dugc 1am néng.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché huéng dén bo kit hodc bao goi chira té bao M.
elsdenii, chit phu gia thuc pham, thue phidm, va/hodc cac ché phim nhu dugc mo ta trong
ban mb ta nay. Bo kit hodc bao g6i c6 thé bao gdm céc don vi chat phy gia thuc pham, thuc
phém, ché phém, hodc td hop cta ching (vi du, mot hodc nhiéu don vi). Theo mot sb
phuong 4n, bo kit chira té bio dong khé dugc san xuét bang phuong phap duge mo té trong
ban md ta, chat phu gia thuc phdm nhu dugc md ta trong ban mo ta, hodc vién nang nhu

dugc md ta trong ban md ta nay.

Phwong phap diing té bao vi khudn yém khi, té bao vi khuin hiéu khi vi/hosc té bao
nim men cho déng vit
Theo mot khia canh, sang ché huéng dén phuong phap ding té bao M. elsdenii cho

dong vat.

Theo mot khia canh, sang ché huéng dén phwong phéap dung té bao Megasphaera
cho dong vat.

Theo mot khia canh, sang ché hudng dén phwong phéap dung té bao vi khuén yém
khi cho dong vat. Theo mdt khia canh khac, sang ché huéng dén phuong phép ding té bao

Bifidobacterium, nhu B. breve, té bao Lactobacillus, nhu L. plantarum, té bao
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Bifidobacterium, nhu B. animalis subsp. lactis, té bao Pediococcus, nhu P. acidilactici, té

bao Lactobacillus, nhu té bao L. casei cho dong vAt.

Theo mot khia canh, sang ché huéng dén phuong phép ding té bao vi khuan hiéu
khi cho dong vat. Theo mdt khia canh khac, sang ché huéng dén phuong phép dung té bao

Bacillus, nhu té bao B. subtilis cho dong vAt.

Theo mdt khia canh, sang ché huéng dén phwong phéap dung té bao nim men cho
dong vat. Theo mot khia canh khac, sang ché huéng dén phuong phip dung té bao

Saccharomyces, nhu S. boulardii va t€ bao S. cerevisiae cho dong vat.

Theo mét s6 phuong 4n, phuong phap bao gdm dung cho dong vat té bao M.
elsdenii, chét phu gia thuc phém, thuc phém hodc ché phém (vi duy, vién nang) nhu duoc

mo ta trong badn mo ta nay.

Viéc dung co6 thé 1a duong ding ky tuyén thich hop, bao gbm, vi du, qua duong
ubng (tirc 13, chét léng hoic chit rén #n duoc, lidu thudc nuée duong udng, chét phu gia
thuc phim, thuc phém, ché phim, hodc vién nang), bing cach xit 1én co thé (tirc 13, bing

cach phun suong), va/hodc ti€ém.

Theo mdt s6 phuong an, phuong phap bao gdm viéc dung chét rin, chét 16ng, hoic

gel chira té bao M. elsdenii.

Theo mot sé phuong an, phuong phéap bao gbm viéc ding chét phu gia thuc pham
dang ran chia té bao. Theo mot sd phuong an, chét phu gia thue phim dang rin 1a bot (vi
du, bot chay dugce), viem cdm (tirc 13, vién cbm), hat (tirc 13, hat), vién, banh, thé dic tan
trong nudc, hd nhdo, vién thudc 16n, vién nén, bui, thanh phﬁn cua ching, hoac to hogp cua

chung.

Theo mot sé phuong an, phuong phéap bao gdm viéc ding chét phu gia thuc pham
dang l6ng chira té bao. Theo mot s6 phuong an, phwong phép bao gbm viéc dung té bao &
dang léng. Theo mot ) phuong an, chét l6ng 1a dung dich (vi du, dung dich nudc, hitu co,
hoac nudc vo co), huyén phu, nhil twong, liéu thube nudc, xit, tiém duoc, dd uéng (vi du,
san pham thay thé sita), thanh phan ctia ching, hodc t6 hop ctia chiing. Theo mot s6 phuong

an, chét long dugc dung qua dudng ubng hoic bang cach phun chét 16ng nay lén dong vat.
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Theo mdt sé phuong 4n, phwong phap bao gbm viéc két hop té bao M. elsdenii hodc
chét phu gia thuc phim chira té bao véi chét phu gia thuc pham khac ding cho dong vét
dé tao ra san phim bd sung hodc hdn hop tron trude dé bd sung vao thirc in cho dong vat.

Theo mét sb phwong 4n, chét phu gia thurc pham khac chtra té bao ngoai M. elsdenii.

Theo mdt sb phuong an, t& bao M. elsdenii (vi du, t& bao dong kho) c6 thé dugc bo
sung vao chat phu gia thuc pham dué6i dang chét léng (vi du, trong canh thang hodc dang
twong duong canh trudong, bao gbm, vi du, té bao dong kho dugc tai hydrat hoa), hd nhdo
té bao dugc hoan nguyén, hodc dang t€ bao dugc dong kho (vi dy, dong khd). Vi sinh vit,
bao gdm M. elsdenii dong kho ciing c6 thé dugc bao nang trudc khi bd sung vao chét phu
gia thuc phdm. Dang lidu lwong (vi du lidu thudc nudce c6 thé tich dinh trude hodc vién
nang) ciing c6 thé duge tao ra va, néu muén, vi sinh vat c6 thé duge bd sung truc tiép vao
thirc dn cho dong vat, nhu bang cach phun ric canh trudng 16ng va/hodc té bao dong khod

trén thirc n hodc trdn vao trong thurc an.

Theo mét sé phuong 4n, phuong phép bao gbm viéc tai hydrat hda chét phu gia thuc
phém dang rin (vi du, bdt, vién cdm, hat, vién, banh, té bao dong kho, hodc td hgp cua

ching) dé tao ra chit 16ng trude khi dung.

Theo mdt sé phuong 4n, phwrong phap bao gdm viéc dua té bao M. elsdenii vio thirc
an cho dong vat qua hé théng phan phdi ma tai hydrat chét phu gia thuc phim dang ran
hoic té bao dong kho, bao gbm trén co sé hang loat. Vi dy, bot dong kho co thé duoc dua
vao phéu polyvinyl vao trong hé théng phun nuéc, ma pha loang bot rdi phun 1én thire an

dugc tron.

Theo mét sd phwong 4n, phuong phap bao gbm viéc dua té bao M. elsdenii vao thirc
an cho dong vat bing céch sir dung thiét bi do thé tich v6i thing luu trit. Vi du, té bao dong
kho (vi dy, bot chira té bao) co thé duogc bao quan trong thung luu trit va dugc xa vao trong

nude hodc bon nude ngay trude khi phun 1én thire dn cho dong vat.

Theo mot khia canh, sang ché huéng dén phuong phap diéu tri hodc ngin ngira tinh
trang bénh hoac rbi loan di kém véi viée san xuét axit lactic trong 6ng da day-rudt cua dong
vat, bao g@)m viéc dung cho dong vat mot lugng hitu hi€u cua té bao M. elsdenii (vi du, té

bao dong kho) nhw duoc md ta trong ban md té, t& bao M. elsdenii dong khd dugce san xuat
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bang phwong phap nhu dugc mo ta trong ban mo ta, chét phu gia thuc pham nhu duge mo

ta trong ban mo ta, hodc ché pham (vi du, vién nang) nhu dugc md ta trong ban mo ta nay.

Theo mot s6 phuong an, tinh trang bénh hodc r6i loan 13 ching nhiém toan. Theo
mot sb phuong én, tinh trang bénh hoac 161 loan 13 ching nhiém toan da c6. Theo mot s6
phuong an, tinh trang bénh hoac r6i loan 12 bénh ho hap. Theo mot s6 phuong 4n, tinh trang
bénh hodc rdi loan 1a bénh viém méng ngya. Theo mot s6 phuong 4n, tinh trang bénh hodc
rbi loan 14 bénh 1ay nhi®m. Theo mot sb phuong 4n, bénh 14y nhiém 1a nhiém Salmonella
hoic Campylobacter. Theo mot sb phuong an, Salmonella 1a Salmonella enterica va/hodc
Salmonella bongori. Theo mot s6 phuong 4n, kiéu huyét thanh Salmoﬁella 1a Salmonella
Typhimurium va/hoac Entiritidis. Theo mot s6 phuong 4n, Campylobacter la

Campylobacter jejuni hoac Campylobacter coli.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché huéng dén phuong phap ngan ngira hodc lam
giam sy sinh trudng cla vi sinh vét co hoi trong 6ng da day-rudt ctia dong vat, bao gdm
viéc dung cho dong vat mot lwgng hitu hiéu cua té bao M. elsdenii (vi du, té bao dong kho)
nhu duoc mo ta trong ban mo ta, té bao M. elsdenii ddng kho dugc san xuét bing phuwong
phap nhu dugc mo ta trong ban mod ta, chét phu gia thuc phim nhu dugc md ta trong ban

mo ta, hodc ché pham nhu duge mo ta trong ban mo ta nay.

Theo mot sd phuong an, vi sinh vat co hoi la mam bénh. Theo mot 56 phuong an,
vi sinh vat co hoi 1a Salmonella or Campylobacter. Theo mot s6 phuong an, Salmonella 12
Salmonella enterica va/hodc Salmonella bongori. Theo mot s6 phuong 4n, kiéu huyét
thanh Salmonella 1a Salmonella Typhimurium va/hoac Entiritidis. Theo mot sd phwong 4n,

Campylobacter 13 Campylobacter jejuni hodac Campylobacter coli.

Theo mot khia canh khac, sing ché huéng dén phuong phép cai thién do sinh kha
dung cua phospho c6 ngudn gde thuc vat trong ché @6 an cua dong vat, bao gdm viéc ding
cho déng vat mot lugng hitu hi€u cua té bao M. elsdenii (vi du, té bao dong kho) nhu duge
md ta trong ban mo ta, té bao M. elsdenii dong kho dugc san xuét bang phuong phap nhu
dugce mo ta trong ban mo ta, chat phu gia thuc pham nhur dwgc md ta trong ban mo ta, hoac

ché pham nhu duge mo ta trong ban md ta nay. Theo mot s6 phuong 4n, té bao M. elsdenii
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c6 hoat tinh phytaza. Theo mot sb phuong 4n, phuong phap lam giam chét thai hitu co

trong moi truong tr vi€éc dung ché d6 3n cho dong vat khong c6 té bao M. elsdenii.

Theo mét khia canh khac, sang ché huéng dén phuong phép cai thién hiéu suét sinh
tredng & dong vat, bao gém viéc dung cho dong vat mot luong hitu hi€u cia té bao M.
elsdenii (vi du, t€ bao dong kho) nhu duge mo ta trong ban mo ta, té bao M. elsdenii dong
kho dugc san xuét bang phuong phap nhu duge mod ta trong ban mo ta, chét phu gia thuc
pham nhur durge mo ta trong ban md ta, hodc ché phdm nhu duwgc md ta trong ban mo ta
nay. Theo mot sd phuong 4n, hiéu sudt sinh truéng duogc cai thién & dong vat 1a cai thién
v&: muc hép thu thirc an, mic ting can trung binh hang ngay, chi s6 chuyén hoa thic in,
muc ting than thit, mrc san xuét stta & dong vat san xudt sita, mirc san xuét tring & gia

cam, mtrc khoang hda xuong, hodc to hgp cta chung.

Theo mot khia canh khéc, sang ché huéng dén phuong phép axit héa 6ng da day-
rudt dudi ciia dong vat, bao g@)m viéc dung cho dong vat mot lugng hitru hiéu cua té bao M.
elsdenii (vi du, té bao dong kho) nhu duge md ta trong ban mo ta, t€ bao M. elsdenii dong
kho duge san xuét bang phuong phap nhu duge mo ta trong ban md ta, chét phu gia thuc
pham nhu duge mo ta trong ban md ta, hoac ché phdm nhu dugc mo ta trong ban mod ta

nay. Theo mot s& phuong an, dng da day-rudt dudi 12 manh trang cia dong vat gia cam.

Theo mdt s6 phuong 4n, té bao M. elsdenii (vi du, té bao dong khd) nhu duge mo ta
trong ban mé ta, té bao M. elsdenii dong kho dugc san xuét bang phuong phap nhu dugc
md ta trong ban mo ta, chét phu gia thuc pham nhur duge md ta trong ban md ta, hodc ché
phém nhu duge md ta trong ban mo ta duge dung trude khi, déng thoi v6i, hodc sau khi

cho dong vat an thirc an.

Theo mdt s6 phuong 4n, phurong phap nay con bao gbm viée tron té bao M. elsdenii
dong kho nhu duge mo ta trong ban md ta, té bao dong kho dugc san xuét bang phuong
phép nhu dugc md ta trong ban mo ta, hodc chét phu gia thuc phém dang rén nhu duoc méb

ta trong ban mo ta véi chét long truéce khi dung.

Theo mdt sd phuong 4n, chét 16ng duoc ding qua dudng ubng (vi dy, liéu thude
nudc dung qua dudng udng) hoic bang cach phun (vi du, phun suong) chét 16ng 1én co thé

dong vat.
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Theo mét s phuong 4n, phuwong phap bao gém mot lan ding té bao M. elsdenii (Vi
du, t& bao dong kho) nhu duge md ta trong ban mo ta, t€ bao M. elsdenii dong kho dugc
san xuit bang phwong phap nhu dugc md ta trong ban mo ta, chét phu gia thuc phdm nhu

dugc mo ta trong ban mo ta, hodc ché pham nhu dugc mo ta trong ban md ta nay.

Theo mot s6 phuwong 4n, phuong phap bao gdm viéc dung hang ngay té bao M
elsdenii (vi du, té bao dong khd) nhu duge mo ta trong ban mo ta, té bao M. elsdenii dong
kho dugc san xuét bang phuong phap nhu duge mo ta trong ban mo ta, chét phu gia thuc
pham nhu duge md ta trong ban mo ta, hodc ché phdm nhu duge mo ta trong ban md ta
ndy. Theo mét sb phuong 4n, viéc dung it nhét 12 mot 1n mdi ngay, it nhét 1a hai lan mbi
ngdy, it nhat ba 1an mdi ngay, hoic nhiéu hon ba 14n mdi ngay. Theo mot s6 phuong 4n,
viéc dung 1a tiy thich (vi du, tu dung bang cach udng chét 16ng sin c6 hodc n thuc pham
chira t& bao M. elsdenii (vi du, té bao dong kho), t& bao M. elsdenii dong khd duge san xuét
bang phuwong phép nhu duge md ta trong ban mo ta, chét phu gia thuc pham, hoic ché

phim).

Theo mét sd phuong 4n, phuong phap bao gbm nhiéu hon mot 14n dung trong mot
ngay té bao M. elsdenii (vi dy, té bao dong kho) nhu dugc mo ta trong ban mo ta, té bao
M. elsdenii dong kho duoc san xuét bing phuong phap nhu dugc mo ta trong ban mo ta,
chét phu gia thuc pham nhur durge mo ta trong ban mo ta, hodc ché phim nhurr duge md ta
trong ban md ta nay. Theo mot ) phuong an, viéc dung la hai, ba, bdn, nam, sau, hoic
nhiéu hon s4u lan ding trong mot ngay. Theo mot s6 phuong 4n, phuong phép bao gém
nhiéu hon mot 1an dung trong mot ngay sau mot hodc nhiéu ngay khong dung. Theo mot
s6 phuong an, mot hoac nhiéu ngay khong dung 1a mdot, hai, ba, bdn, nam, hoic sau ngay,
mot tudn, hai tudn, ba tudn, hodc bdn tudn, mot thang, hai thang, ba thang, bén thang, ndm
thang, hoac sau thang khong dung.

Theo mot ) phuong an, dong vat 1a dong vat nhai lai. Theo mot sb phuong an, dong
vat nhai lai c6 thé 13, nhung khéong b gi6i han 6, gia stc, trau, ciru, dé, nai, tudn 1oc, nai
stmg tim Bic My, huou cao cd, bo tay tang, va nai sing tim. Theo mot s6 phuong an,

dong vat nhai lai dugc chon tir nhém gom: gia sic, trau, ctru, dé, nai, va tuan 1oc.
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Theo mot sb phuong an, dong vat 13 dong vat khong nhai lai. Theo mot sb phuong
an, dong vat khong nhai lai can be, nhung khong bi gi6i han 6, ngua, gia cAm, lon, cho, va
méo. Theo mot sb phuong 4n, dong vat khong nhai lai duge chon tir nhom gbm: ngua, gia

cam, va lon.
Theo mot s6 phuong an, dong vat 1a dong vét trong vuon thi.

Theo mdt sb phuong an, dong vat 1a dong vat gia cAm. Theo mét sb phuong an,
dong vat gia cAm 14 loai 16ng vii (tire 14, chim) ma dugc sir dung lam dong vat thuc phém
bao gém, nhung khong bi gidi han ¢, ga, ngSng, vit, chim cut, ga tay, chim bd cau, da diéu
sa mac, hodc da didu chau Phi. Theo mét sb phuong an, dong vat gia cAm duoc chon tir
nhém gdm: g, ngdng, vit, chim cut, ga tdy, hodc chim bd cau. Theo mét s6 phuong 4n,
dong vat gia cAm duoc chon tir nhém gém: ga hudng thit, ga sinh san hudng thit, va ga

sinh san hudng tring. Theo mot s6 phuong 4n, dong vt gia cAm 12 ga.

Theo mdot sb phuong an, dong vat 1a ngwa. Theo mot sb phuong &n, ngua la ngua,

ngua pony, Itra, hoac la.
Vi du thie hién sang ché

Phan vi du du6i ddy ma cing v6i phan md ta néu trén minh hoa mot s6 phuong an

ctia sang ché theo cach khong nhim muc dich gi6i han.
Vi du 1: Anh hudng ctia nhiét do 1én nang sudt cua gidng nudi ciy long M. elsdenii

Nhiét do bao quan 1a 4 °C, 20 °C, va 39 °C, dugc thir nghiém dé danh gia kha ndng
séng cua té bao trong gidng nudi ciy long M. elsdenii NCIMB 41125 (Lactipro®) sau 0,
7, 14, 21, va 28 ngay. Cac két qua cho thay rang viéc bao quan san phim & 4 °C di cai
thién mot cach dang ké (P < 0,001) kha ning séng cua gibng nuodi cdy so vdi viée bao quan
& 20 °C hodc 39 °C, khong lién quan dén ngay 14y mAu. Sau 28 ngay, san pham bao quan
& 4 °C ¢6 3,98 x 10° don vi tao khuén lac trén mdi mililit (CFU/mL) so véi 1,26 x 10° va
6.3 x 105 CFU/mL d6i vé6i san phdm bao quan & 20 °C hogc 39 °C, twong tung (P < 0,01;
FIG. 1). Vi thé, két qua nay thé hién ring nhiét do bao quan giam lam céi thién kha nang
sdng cia giéng nudi chy long M. elsdenii NCIMB 41125.
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Dit liéu bd sung tir mot nghién ciru riéng da thé hién rang Megasphaera elsdenii
NCIMB 41125 thu dugc & dang giéng nudi cy long (Lactipro advance®) giam sau 0, 7,
14, 21, va 28 ngay bao quan ¢ nhiét d trong phong (FIG. 2).

Vi du 2: St dung loc dong tiép tuyén dé o gibng nudi cAy M. elsdenii

Loc dong tiép tuyén (TFF) dugc nghién ctru 12 phwong phap dé ¢ thé tich 16n gidng

nudi cay ¢ cong suat cao.

Hé théng TFF quy mé thir nghiém (xem FIG. 3) duogc tich hgp vao ddy chuyén san
xudt M. elsdenii va dugc thit nghiém & cac quy trinh san xudt hang loat 500 Lit (L) dé d4nh
gi4 hé théng quy md thir nghiém ¢ muc gidm thé tich 12 70%, 80%, va 90%. Mddun TFF
voi mot mang RC 100 kDa (chiéu cao kénh 0,875 mm) dugc st dung. Ba quy trinh san
xuét hang loat dugc thuc hién cho mdi muc giam trong tong s6 chin 1an chay. Cic mau
duoc thu thap dbi voi mbi 1an chay va dugc phén tich d§ pH, mét do quang (OD), su c6
mit hodc ving mit chit giy nhiém hiéu khi, ndng d6 mol, profin axit béo dé bay hoi, nong
d6 M. elsdenii, va dac diém sinh truong. Cac mau dugc thu thap tir chin gibng nudi cay M.
elsdenii ("khong déng kho") trude khi bat dau loc, tir phan thim qua ("thAm"), ma 1a thé
tich dugc loai bd bdi hé théng, va tir phan ¢o dic ("luu lai"), 1a thé tich gidng nudi cdy M.

elsdenii duogc co chira t€ bao con lai sau khi giam thé tich.

Céac miu phan thim qua dugc thu thap tir lic bét dau, gitra, va két thic qua trinh cd
c6 cac chi s6 doc OD théng nhét & cac mirc giam thé tich, déu duéi 0,045 (dit liéu khong
dugc thé hién). Luong M. elsdenii dugc thu hdi trong phan thim qua ting trong qua trinh
¢6 (P = 0,0006), nhung vin khong dang ké (nh6 hon 3 x 10* CFU/mL) so v6i lugng té bao
dugc thu thap trong phan ¢ dic (< 0,002%). Mirc giam thé tich khong c6 tic dung ddi véi
ndng d6 M. elsdenii dugc thu hdi trong nuée tham (P > 0,9; bang 2).
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Bang 2. Nang suit M. elsdenii trung binh cac mau duge thu thap trong chin quy trinh san
xuét hang loat dugc thuc hién dé danh gia hé théng TFF quy mo thir nghiém & mirc giam

thé tich 70%, 80%, va 90%

CFU/mL, Log10 Saisé  Hiéu ting Trt,
Céc miu 70% 80% 90% chuin  Gia tri P-
Phin thAim qua 1,19 1,07 1,12 0,40 0,958
Phén cb dic 8,99 9,04 9,25 0,03 <0,0001

Nang suit M. elsdenii trong phan co dic khong khéc biét trong cac ti dugc thu thip
tir e bt ddu, gitt, va két thiic mdi qua trinh dong tai (P = 0,6088; dit liéu khong dugc thé
hién). Néang suét trong phan ¢ dic bi anh huéng boi muc giam thé tich (P < 0,0001; bang
2 va FIG. 4). Phin cd dic & mirc gidm thé tich 90% c6 ning suit cao hon phin co dic &
mirc giam thé tich 70% va 80% (P < 0,0001). Nhung, phan cb dic & mirc 70% va 80%
khong khac biét v6i nhau (P > 0,09).

Quy trinh loc khong anh hudng dén kha nang sinh trudng cia té bao M. elsdenii khi
dugc ching ngugc vao méi truong SDL-20 (Bang 3). D dbc ctia pha ting truéng theo clp
s6 nhan khong bi anh hudéng béi mirc giam thé tich (P > 0,3), nhung bi anh huéng bai loai
mau: "Phin c6 dic" dbi v6i "Khong dong kho" (P < 0,001). Giai doan tiém phat bi anh
huéng béi ca mue gidm thé tich va loai mAu (P < 0,001). Giai doan tiém phat dbi v6i phan

¢ dic giam khi mirc giam thé tich tang, ma dai dién cho nong do t€ bao cao hon.

Bang 3. So sanh do déc va giai doan tiém phét giita M. elsdenii ban dau (trude khi loc =

khong dong kho) va phan co dic (sau khi loc) duge thu thap trong qua trinh thyc hién TFF

giam thé tich
Loai miu Tac dong, Gia tri P
Khéng dong khd Phén cb dic Loai | Mikc
70% | 80% | 90% | 70% | 80% | 90% | miu | gidm | Twong tic
thé tich

Do doc 039 | 036 | 037 | 044 | 042 | 043 |<0,001 | 0,329 0,979
Giai doan| 1,42% | 1,10° | 1,07° | 0,32° | 0,29¢ | 0,24° | 0,001 | <0,001 | <0,001
tiém phat,
gio
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Vi du 3: Céc thong sb dong lanh va déng kho dbi v6i M. elsdenii
A. Dong lanh va dong kho phan ¢6 dic

Phan c6 dic thu dugc qua TFF dugc st dung dé thu nghiém quy trinh dong lanh,
bao gbdm chét bao quan dong lanh, va cac thong sd quy trinh dong khd khéc nhau.

Phén c6 dic dugc chuyén sang chai huyét thanh dugc loai khi vO trung va ti€t trung
duge tron v6i cac ché phdm bao quin dong lanh khac nhau (khéi lwong/thé tich): khong co
chit bio quan dong lanh (Ctrl), sira téch béo (SM), trehaloza (T), va betain. Céc phan co
dac duoc tron voi chét bao quan dong lanh thich hop dugc léy mau dé xac dinh nﬁ”)ng do
M. elsdenii dugc dong kho trude (tic 1a, sb luong sdng sot). Cac hon hop dugc chuyén
sang lo 10 mL (4 mL/lg) va dugc dong lanh nhanh trong nito 16ng hodc dong lanh cham 6
-80 °C qua dém. Céc lo dugc chuyén sang thiét bi dong khd dé dugc dong kho bang cach
st dung chu trinh chdm hoéc nhanh. Khi viéc dong kho hoan thanh, mirc séng sét cua vi
khuin dugc x4ac dinh bang cach huyén phu lai san pham dugce dong kho trong budng yém
khi v6i chét pha lodng yém khi, cho phép no tai hydrat trong 40 phut ¢ nhiét d trong

phong, va sau d6 dan méng 1én trén aga SDL20.

Mirc t6n that t& bao duoc tinh bing céach trir ndng do M. elsdenii dugc thu hdi sau
khi déng khé tir ndng do ban dAu ctia M. elsdenii duge do trong phan cd dic tuong Gng
duge tron voi chit bao quan dong lanh hodc khong. Phan mém SAS® duoc st dung dé
tinh dit liéu tén thit t& bao bing cach phan tich sy twong téc gitra mirc giam thé tich (70%,
80%, hodc 90%), chu trinh dong kho (chdm so v6i nhanh), phuong phap dong lanh (-80 °C
so voi Nito 16ng), chéit bao quan dong lanh (khong co6, Betain, Trehaloza, Sira tach béo,

Maltodextrin, Trehaloza/Sita tich béo (T/SM), va Maltodextrin/Sita tich béo (M/SM)).

Murc do ton thét t& bao quan sit duge trong xt 1y dbi chung (khéng chit bao quan
dong lanh) khong lién quan dén cac tiéu chuén khac 1a 5 Log (CFU/mL) hodc cao hon.
Twong ty, mirc do ton that t& bao quan sat dugc trong viéc xur Iy bang betain khong lién
quan dén céc tiéu chudn khac 1 3,96 Log CFU/mL ho#c cao hon. Gi6i han t6n thét té bao
chép nhin dugc duoc thiét 1ap ¢ 1,6 log CFU/mL. Phan c6 dic duge tron voi T/SM hodc
M/SM déu duéi ngudng khong lién quan dén chu trinh dong kho hoic phuong phéap dong
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lanh duoc sir dung ngoai trir T/SM dong lanh & -80 °C va dong kho bang cach sir dung chu
trinh chdm hoac nhanh (FIG. 5).
B, Anh hudng cua diéu kién dong khé véi viéc bdo qudn

Megasphaera elsdenii NCIMB 41125 duge c6 10x bang thiét bi loc, va thir nghiém
dong khd duoc thuc hién dé kiém tra cc dic diém khac nhau: dong lanh ban diu nhanh
hodc cham (nito 16ng ddi v6i -20 °C), c6 hodc khong co trehaloza (0%, 4%, 7,5%, va 10%),
va chu trinh déng khod chdm hodc nhanh (38 gid ¢ 2 x 10 Torr dbi véi 16,5 gid & 135 x
10 Torr). Tt ca qué trinh dong kho dugc thir nghiém thu duge san phdm c6 thé gitr dugc
kha nang séng thich hgp dé bét du sinh truéng giéng nudi cdy sau khi tai hydrat, thdm chi
sau khi bao quan kéo dai tir 4 dén 12 thang & nhiét do trong phong. Tuy nhién, su khéc biét
v& khé ning séng cia vi khuin quan sat duoc phu thudc vao dic diém dong kho dugc sir
dung (FIG. 6). Dong kho cham, két hop 7,5% trehaloza, va cac buée dong khod nhe nhang
gitt dugc hoat do nudc cubi cung trén 0,04 di kém v6i mirc séng sot ciia Megasphaera

elsdenii cao hon.

C. Anh hwéng cia chdt bao quan dong lanh Ién kha ndng song ciia M. elsdenii dong
kho

Céc ché phim ¢ té bao M. elsdenii NCIMB 41125 ly tim dugc huyén phu lai trong
stta cong thirc dung cho nhil nhi truée khi dong kho, din dén chi giam 1 log vé kha niang
séng cuia té bao khi té bao sau d6 dugc tai hydrat hoa. Viéc bd sung 4% trehaloza va 7,5%
stta tach béo vao chét cd M. elsdenii duoc thir nghiém trude khi dong lanh cham & -80°C
hodc déng lanh nhanh trong nito long dé x4c dinh muc tdn that té bao gip phai trong qué
trinh dong lanh ban dau. Nhu duogc thé hién trén FIG. 7, viéc dong lanh nhanh véi 4%
trehaloza hodc 7,5% sita tach béo dat dugec murc thu hdi té bao sbng cao hon (giam 0,79 log
vé sb luong té bao sbng). San pham khong bd sung cac chit bao quan dong lanh, khong
lién quan dén viéc dong lanh k§ thuat dugc sir dung, ton thét tir 2,34 dén 1,95 log CFU/mL
Megasphaera elsdenii.
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Vi du 4: Anh hudng cua didu kién bao quan 1én ning sut va do on dinh cta M. elsdenii

dong kho

Pé x4c dinh su anh huéng cia quy trinh dong kho va diéu kién bao quan 1én dic
diém sinh trudng va thoi han st dung cua Megasphaera elsdenii NCIMB 41125, phén ¢
dac thu duogc tr mirc giam thé tich 90% dugc trdn v6i 8% trehaloza/15% sita tach béo
(T/SM) hodc 8% maltodextrin/15% sita taich béo (M/SM), dong lanh & -80°C hodc trong
nito 1ong (LigN), va dong kho bing chu trinh nhanh. C4c mau phan ¢ dic sau d6 dugc thi
nghiém vé dic diém sinh truéng cta vi khuén va kha ning séng cia té bao trong khi bao
quan & 4 °C hodc 25 °C trong céc diéu kién hiéu khi hodc yém khi trong 0, 2, 4, 8, 12, 16,
20, va 24 tuén bang cach sir dung phén tich duong cong sinh trudng va k¥ thudt nudi chy
trai. Tém lai, cic san phAm da dugc bao quan dugc 1dy mau, duge pha lodng theo chudi,
va dugc trai méng trén dia aga SDL. Ngoai ra, méi trudng sinh truéng (SDL) dugce chung
(1:100) san phdm dong kho dugce téi hydrat hoa va mét do quang (OD, 600 nm) duge doc
cho dén khi gidng nudi cdy dat dén giai doan 6n dinh. Thir nghiém dugc lp lai vao 3 ngay
khéc nhau va tAt ca céc xit Iy duge thuc hién ba 1in gidng nhau. C4c mau dong kho tai
hydrat héa dugc pha loang dé thuc hién duoc cong sinh truéng do néu khong pha lodng,
d6 hip thu vurot qua gi6i han do sy c6 mit cua sira tich béo. Dé hd tro viée so sanh duong
cong sinh trudng, viéc pha loing mau dugc thuc hién trén céc mau khong dong kho duoc

sir dung 1am ddi ching.

Két qua: Cac miu duoc dong kho va bdo quan ¢ nhiét do trong phong hodc 4°C
trong cac diéu kién hiéu khi hodc yém khi trong 6 thing. Cac mau dugc bédo quan trong cac
didu kién hiéu khi khong lién quan dén cach xir Iy bi phan ra nhanh chéng véi mrc t6n thét
té bao bd sung so v&i mau yém khi twong duong nam trong khoang tir 0,4 dén 3,2 Log chi
sau 2 tudn bao quan. Dua trén céac két qua nay va ting cuong tinh rd rang cia s6 liéu, chi
mitc d6 ton thét t& bao quan sat dugc trong sén pham dong khd dugc béo quan yém khi
duoc trinh bay trén FIG. 8. Trong khi bdo quan trong diéu kién yém khi, cAc miu bao quan
& nhiét d6 trong phong phén hiy nhanh hon mau twong duong cta chiing dugce bao quan &
4°C, ngoai trir cic miu T/SM dugc dong lanh trong nito 16ng. Céc mau T/SM dugc dong
lanh trong nito 1éng va bao quan & nhiét do trong phong sau khi dong kho khong bi t6n that

té bao dang ké hon miu twong dwong cia chiing duge bao quan ¢ 4 °C trong khoang thoi
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gian bdo quan 16 tudn (P > 0,1). Tuy nhién, sy khac biét gifra cac mAu tr& nén dang ké khi
nhiét d6 bao quan trong khoang tir nhiét do trong phong dén 4°C sau 20 tudn bao quan (P
=0,0002), vé6i su khac biét 0,84 log sau 20 tudn va su khac biét 0,89 log sau 24 tuan bao
quéan. T4t ca cic mAu M/SM phan hily nhanh hon mau twong dwong T/SM ctia chung. Sau
24 tun bao quan (FIG. 9), mirc ton thit té bao clia cdc mau T/SM dugc dong lanh trong
nito 16ng va bao quan & 4°C trong diu kién yém khi 13 thip hon mot cach dang ké so voi
cac cach xu Iy khac (P < 0,02). Cac mau T/SM duoc dong lanh trong nito 16ng va bao quan
& 4°C trong diéu kién yém khi c6 mirc t6n that 12 2,16 log so v6i ndng dd M. elsdenii quan
sat duoc trude khi dong khd, véi mire ton thét 0,82 log sau khoang thoi gian bao quan 24
tudn. Vao mdi ngay 14y mau, thir nghiém dudng cong sinh trudéng duoc thure hién dé so
sanh dic diém sinh truong cua san phim dong kho clia san phim khong dong kho. FIG.
10 thé hién dudng cong sinh trudng duge thyc hién trén cac mau ddng lanh trong nito 16ng,
dong kho v6i chu trinh nhanh (18,5 gi¢ ¢ 250 mTorr), va duge bao quan yém khi & 4°C
ho#c nhiét dd trong phong. Cac mau khong dong khd dugce st dung cho mdi dudng cong
sinh truéng 14 “mé6i” (khong nhiu hon 2 ngay tudi). San pham dong kho dugc bao quan &
4°C c¢6 giai doan tiém phat ngan hon san phim dong kho dugc bao quan & nhiét do trong
phong, ma phu hop véi sy khac biét vé ndéng 46 M. elsdenii quan sat dugc trong cac mau
nay (bang 4). Sau 16 tudn bao quan cac miu T/SM khong lién quan dén nhiét d6 bao quan

c6 giai doan tiém phat ngan hon cic mau M/SM.

Bang 4. Giai doan tiém phat quan sat dugc trén mau khong dong kho hodc dong kho dugc
tai hydrat hoa thu duoc tir phan ¢ dic c6 mirc giam thé tich 90%, dugc tron véi 8%
trehaloza/15% sita tach béo (T/SM) hodc 8% maltodextrin/15% stta tach béo (M/SM), dong
lanh trong nito 1ong (LiqN), va dong kho bang chu trinh nhanh sau 12, 16, 20 hodc 24 tuan

bao quan trong diéu kién yém khi & 4 hozc 25°C
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Giai doan tiém phat (gié) sau X tuan bio quan

12 16 20 24 Trung binh DJ léch chuin
Lactipro 2,50 2,75 3,75 1,75 2,69 0,72
M/SM dwgc bao quan ¢ 25°C 8,50 9,00 10,00 11,75 9,81 1,24
T/SM dwgc bao quan &25°¢ 6,50 6,75 7,25 8,00 7,13 0,57
M/SM dwgc bao quan & 4°C 5,75 8,25 8,00 8,75 7,69 1,15
T/SM dwge bao quan & 4°C 4,25 5,25 5,00 4,75 4,81 0,37

D6 déc ctia mAu khong dong kho va xir Iy MSM bao quan & 25°C trong 12 tudn va
xir I MSM bao quan & 20°C trong 16 tuin 14 thép bit thuong (bang 5). Sau 20 va 24 tuan
bao quan, do doc cua pha ting truéng theo cAp sd nhan ciia cac miu dong kho khong khac

biét vé s6 hoc véi doi ching khong dong kho.

Bing 5. D6 dbc clia pha ting truéng theo cAp s6 nhan quan sat duoc trén miu khong dong
kho hodc déng kho tai hydrat héa thu dugc tir phén ¢6 dic c6 mirc giam thé tich 90%, duoc
tron voi 8% trehaloza/15% sita tach béo (T/SM) hoac 8% maltodextrin/15% sira tich béo
(M/SM), dong lanh trong nito 1éng (LigN), va dong kho bang chu trinh nhanh sau 12, 16,
20 hodc 24 tudn bao quan trong diéu kién yém khi & 4 hoic 25°C

Do doc ciia pha cap so nhan sau X tuan bio quan

12 16 20 24 Trung binh bo léch
chuan
Lactipro 0,22 0,31 0,34 0,31 0,30 0,04
M/SM dwgc bao quan & 25°C 0,24 0,18 0,33 0,29 0,26 0,05
T/SM dwge bao quan & 25°C 0,31 0,30 0,34 0,32 0,32 0,02
M/SM dwoc bao quan & 4°C 0,30 0,33 0,30 0,30 0,31 0,01
T/SM dwge bao quan & 4°C 0,32 0,31 0,33 0,32 0,32 0,01

Vi du 5: Anh hudng va do an toan cia M. elsdenii dong khd & gia suc
A. Hiéu qua va thoi han si dung san pham déng khé.

Lo dugc sir dung trong thir nghiém nay la gidng nudi cAy M. elsdenii tai hydrat hoa
trude (dé xit 1y tai hydrat hoa va ric tron 1én bé mat) dugce chuan bi 56 ngay trude khi bat
dau tht nghiém va duoc bao quéan trong ti lanh & 4°C trong khi cho str dung. Mai lo chira
dang twong duong ciia 5 mL san pham dong kho. Lo duge dong kho trong 6 quy trinh dong
kho khac nhau. Déi v6i mbi quy trinh, 3 lo duge tai hydrat hoa sau khi dong kho va 3 lo
bd sung duoc tai hydrat hoa vao ngdy thit nghiém dé xac dinh ndng d6 M. elsdenii trong

mdi lo (bang 6). Pong vat tir nhom st dung san pham t4i hydrat héa va ric tron bé mat
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dwoc nhan ham lugng trong lo & dang thube nude, trong duong véi 1,84 x 10'° CFU M.

elsdenii.

Bang 6 Nong do M. elsdenii sau khi dong kho va vao ngay thir nghiém sau 56 ngay bao

quan ¢ 4°C
CFU mbi lo
Chu trinh dong khé-Lo Sau dong khé Viao ngay thit nghi€ém
Chu trinh#1 2,37E+10 1,70E+10
Chu trinh# 2 2,37E+10 1,97E+10
Chu trinh#3 3,31E+10 1,86E+10
Chu trinh#4 3,41E+10 1,81E+10
Chu trinh#5 1,98E+10 1,57E+10
Chu trinh#6 2,34E+10 2,14E+10
Trung binh 2,63E+10 1,84E+10

Sau khi bat ddu thit nghiém, cac lo bd sung tir 1an chay #5 va #6 dugc gilt & 4°C va

3 1o tir mdi 1an chay trong s6 cac l4n chay nay duoc tai hydrat hoa tung thang (FIG. 11).

Nong dd M. elsdenii trong lo duoc thay ddi tir 4,96 x 10" CFU/g dén 4,17 x 10"
CFU/g trong 11 thang bao quan & 4°C, chi that thoét 0,07 log.

San phdm dugc st dung trong thir nghiém nay 1a gidng nudi cly M. elsdenii rac tron
bé mat hang ngay (ché pham diéu tri ric tron bé mat) dugc chuan bi khoang 30 ngdy trudce
khi b4t diu thir nghiém va duoc bao quan trong tit lanh trong tdi polyfoil. San pham rac
tron bé mat dugc dong kho trong 6 quy trinh déng kho khac nhau, dugc bao goi trong 15
tai polyfoil riéng r& (1 thi/ngay khi dn), dugc rira bang nito, bit kin, va bao quéan & -80°C
cho dén khi st dung. D6i véi mdi quy trinh dong khd, 3 tai dugc tai hydrat hoa sau khi
dong kho. Nong dd M. elsdenii trung binh 12 4 x 10'® CFU/tii. Ba thi nita dugc tai hydrat
hoa tai lic bit ddu mdi tudn va duoc st dung dé xac dinh nong do M. elsdenii duge cung
cép cho dong vat hang ngay bang cach bo sung dung dich té bao M. elsdenii tai hydrat hoa,
cho phép té bao dé yén trong 40 phut, pha lodng té bao, va dan mong té bao (FIG. 12).
Phan tich théng ké di chi ra viéc ting ndng do té bao theo thoi gian. T4t ca cac san pham
duoc chuén bi 30 ngay trude khi bat d4u thir nghiém, va san pham duge st dung duéi dang
ché phdm réc tron bé mat khoang 80 ngay tudi tai thoi diém két thuc thir nghiém. Dong vét

duoc nhan trung binh 2,19 x 108 CFU M. elsdenii hang ngay (2,45 x 10'° CFU/g6i).
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B. Thir nghiém trén gia suc

Nghé thién (n = 462; thé trong ban dau 900 Ibs) dugc chan béi khéi lugng va dugc
chia ngiu nhién vao mot trong b6n nhom didu tri, bao gdm: Nhém d6i chung khoéng nhan
Megasphaera elsdenii (17 bai rao kin; 7 d4u/bai rao kin)); Nhém khong dong khd nhén 50
mL san phdm M. elsdenii chira 2 x 108 CFU/mL (10'° CFU Megasphaera elsdenii NCIMB
41125) truéce (16 bai rao kin; 7 ddu/bii rao kin); Nhom t4i hydrat héa nhan gidng nudi cay
dong kho dugc tai hydrat hoa ngay truée khi dung (10" CFU Megasphaera elsdenii
NCIMB 41125) truéc (16 bai rao kin; 7 dau/bai rao kin); v Nhom ric tron bé mét nhan
gibng nudi cy déng kho duoc tai hydrat hoa ngay trude khi dung (10'° CFU Megasphaera
elsdenii NCIMB 41125) truéc va san phdm dugc dong kho duge két hop vao ché do an
duéi dang réc tron bé mat hang ngay trong thdi gian thit nghiém (108 CFU Megasphaera
elsdenii NCIMB 41125 hang ngay; 17 bai rao kin; 7 d4u/bai rao kin). Cac nhém nghé thién
dugc nhan cac san phém khong dong kho, tai hydrat hoa, va ric tron bé mit duge dit vao
chuong trinh tang cuong 10 ngay sau khi nhén lidu thude nuée Megasphaera elsdenii truGc
do, trong khi d6 nhém dbi chung duoc dit vao chuong trinh 21 ngay tang cuong. Dich da
¢ duge chiét bang cach dam thing da cé bang mdt dui choc va éng thong dé cho phép
thodt khi 26 gid sau khi khau phan dau tién duge cho an. Céac mau dich da c¢é dugc phan
tich do pH, nff)ng d6 axit béo d& bay hoi, mirc ndi doc t, va kha nang st dung axit lactic
trong xét nghiém bién mét trong 6ng nghiém. Déi v6i xét nghiém bién mét lactat trong éng
nghiém, 10 6ng 10mL chira moi truong lactat ban xac dinh dugce ching béng 0,1 mL dich
da co. Mat do quang duoc do hai 14n mdi 6 gio trong khoang thdi gian 24 gid dé danh gia
kha nang sinh trueong véi axit lactic 1am co chét chu yéu. Cac 6ng duge dit trong ti dong
ngay lap tirc sau d6 mét do quang quan sat dugc dé sau do xac dinh néng d6. Mot con nghé
thién cho mdi bii rio kin dugc lip véi thiét bi tiém lidu 16n tan s vo tuyén, lién tuc dé
phat hién do pH trong thoi gian nghién ctru 56 ngay. Nghé thién dugc can vao ngay 0, 28,
va 56 dé xac dinh mtc ting cn trung binh hang ngay, lwong hip thu chat kho, va hiéu qua

thirc an.

Dé danh gia M. elsdenii séng duge dong vat dn vao, san pham dong kho duoc ric
lén trén ngd nghién tiét tring trong chdo nhdm va thu thép cac mau sau 0, 1, 2, va 4 gio

tiép xuc v6i khong khi moi trudong trong phong thi nghiém hodc bén ngoai dudi mat troi.
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Thir nghiém dugc lap lai 4 l4n trong thoi gian cic thang 7 va 8 ndm 2016 (FIG. 13). Phan
tich théng ké cho thiy rang su twong tac giita thoi gian tiép xuc va diéu kién bao quan (P
=0,0007), anh huong cua thoi gian tiép xtc (P < 0,0001), va anh hudng cia didu kién bao
quan (P <0,0001). Nong d6 M. elsdenii trong san pham déng khd dugc tron v6ingd nghién
va dugce tiép xtic v6i khong khi trong phong thi nghiém giam vé s6 luong trong thoi gian
tiép xuc 4 gid nhung khong khac biét mot cach dang ké v6i ndng d6 ban dau. Nong d6 M.
elsdenii trong cac mau duoc tiép xuc v6i didu kién bén ngoai gidm nhanh hon nhidu. Sau
1 gio tiép xtic, chi 6,4% M. elsdenii ban du dugc thu hoi. Nong do M. elsdenii trong céc
mau duge tiép xtic v6i diéu kién bén ngoai khac biét mot cach dang ké v6i ndng do ban
d4u va mau tuong duong clia chiing duge giit & nhiét do trong phong sau 2 va 4 gio tiép
xac. Nong do M. elsdenii trong cac mau ndy rat khac nhau gitta thir nghiém nay véi thi
nghiém khéc, nhu thé hién boi do 1éch chudn 16n. Didu nay c6 thé 1a do su khéc biét gitra
didu kién bén ngoai (nhiét va do 4m), ma con boi su khéc biét gitta cac san pham dong kho
duge st dung co thé chiu duoc nhiét va do 4m t6t hay kém. Trong qu4 trinh nghién ctru &
dong vat, san phim dong kho duge tron voi ngd nghién ngay truéc khi cho &n va sau d6
ngay lap tirc dugc rac 1én thirc dn va duoc dit 1én gia. Pong vat voi vang an ngd nghién va
sau d6 san pham dong kho co thé an vao it hon 1 gior sau khi tron. Gia st rang san pham
duoc an trong vong mdt gio, dong vat nén dugc nhan khoang 1,4 x 107 CFU/dau/ngay té
bao sbéng (6,4 % ndng dd trung binh trong san phadm ric tron bé mat 2,2 x 108

CFU/dau/ngay).

Viéc tang cuong cho nghé thién bang M. elsdenii din dén thé trong twong duong 28
ngay (P = 0,53; bang 7), mirc ting cén trung binh hang ngay (P = 0,71), va hi€u qua thirc
an (P = 0,69). Viée didu trj bing ché pham ric tron bé mat c6 lugng hép thu chét kho cao
hon déi chimg (P = 0,05). Higu suit vd béo trong 56 ngay cho an dAu tién tao ra két qua
tuong tu trong sb cac viéc diéu tri (P > 0,10). Vi ddi chimg nhan khoang téng tbc 21 ngay
lién tiép, viéc twong tur gifta cdc nhom diéu tri nay chi ra ring chwong trinh ting tbc co thé
duogc thuc hién bing cach sir dung bét ky trong s6 ba dang diéu tri M. elsdenii ma khong

gdy anh huong bat 1gi cho thé trang gia stic hodc hiéu suat vd béo.

Do pH dich da ¢6 (duoc chiét 26 gid sau khi cho an khéu phan an déu tién) 12 twong

tur gifta cdc nhém diéu tri (P > 0,10; Bang 8). c6 su khac biét vé tong ndng do VFA véi
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nhém diéu tri béng ché phém rc tron bé mat 12 cao hon mét cach dang ké so v6i cac nhom
diéu tri khac (P < 0,01). Nhom didu tri bang ché pham ric tron bé mit c6 ndng do axetat
cao hon nhom diéu tri bang ché phim tai hydrat hoa (P = 0,02). Mic du c6 mdt sy khac
biét dang ké vé nong do axetat, ty 1¢ axetat:proprionat 1a tuong tw gitta cdc nhém diéu tri

(P =10,96). Cac VFA khéc tuong tu giita cic nhom diéu tri (P > 0,18).

Nong d6 noi doc t6 trong dich da ¢6 (dwgc chiét 26 gios sau khi cho an khau phan dn
dAu tién) 13 twong tu gifta cdc nhém diéu tri (P = 0,3462; FIG. 14). Mitc ndi doc t dugc
xéc dinh 1am chi s6 ly giai vi khudn trong da c6. Pong vat bi chiung nhiém toan dugc thong
bao c6 mirc ndi doc t6 16n hon 150000 EU/mL. Mirc ndi doc t6 dugce do trong thir nghiém

nay déu dudi ngudng khong lién quan dén viéc di€u tri.

Mot con nghé thién trong mdi béi rao kin trong s& 32 bai rao kin duoc trang bi dau
dd pH da ¢6 bén trong (8 Nghé thién/nhém didu tri) ma duge thong bao chi s pH da co
hang gio trong qua trinh thir nghiém 56 ngay (FIG. 15). Chi s6 pH da co trung binh cta
mdi nhém diéu tri dugc thong bao mdi khoang thoi gian 1 gio trén FIG. 15. Tuong tic
nhém didu tri theo ngay (P < 0,01) dwoc phat hién déi v6i d6 pH da cé. Cling ¢6 sy anh
huong cia nhom (P < 0,01) va ngay cho an (P < 0,01) 1én d6 pH da cd. Viéc tang cuong
duge thic ddy cia cic nhom didu tri bang M. elsdenii khong lam cho do pH da co trung
binh giam thanh tinh trang chiung nhiém toan 14m sang. Khi ngay cho dn tang, nhém diéu
tri bing ché phdm duoc dong kho (tai hydrat hoa va rac tron bé mit) gitt dugc do pH da cé

cao hon so voi nhoém doi chimg va nhém diéu tri bang ché pham khong dong kho.

Bang 7. Ning suit v béo

Khong dong  Téi hydrat Ric tron

Muc Dbi ching kho héa bémiat SEM Gidtri P
Thé trong ban dau, 1b 902 898 900 900 122 0,69
Ngay 1-28

Mirc ting c4n trung 5,59 5,49 5,32 538 0,18 0,71
binh hang ngay, 1b

Lwong hip thu chat 21,942 21,53%b 21,30%®  20,66° 0,39 0,05
kho, Ib!

Tang trong/thic an 0,2559 0,2596 0,2489 02594 0,007 0,69
Ngay 28 thé trong, Ib 1059 1053 1050 1051 13,1 0,53
Ngay 1-56

Muic tdng can trung 4,71 4,74 4,67 4,61 0,10 0,81

binh hang ngay, 1b
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Luong hip thu chét 22,84 23,22 22,75 23,05 035 0,64
khd, 1b

Tang trong/thirc an 0,2076 0,2047 0,2061  0,2006 0,006 0,76
Ngay 56 thé trong, Ib 1178 1177 1175 1171 127 0,75

I Cac gia tri trung binh & mdi dong khong c6 ky tu chi s trén gidng nhau 14 khac nhau, P<0,05

Béng 8. Dic diem cua dich da c6 26 gid sau khi dn cdc khau phan an dau tién

Khong déng  Tai hydrat Raic tron

Muc Dbi chimg kho hoa bémit SEM  Gidtri P
pH 6,21 6,03 6,13 6,00 0,13 0,33
Axit béo d& bay hoi, mM!
Total 86,32 88,1? 81,12 93,5° 3,97 <0,01
Axetat 54,120 54,930 50,82 58,4° 2,40 0,02
Propionat 20,4 21,2 19,6 22,6 1,47 0,18
Butyrat 10,3 10,6 9,4 10,8 0,73 0,44
Isobutyrat 0,24 0,15 0,09 0,21 0,08 0,20
Valerat 0,58 0,67 0,64 0,64 0,10 0,93
Isovalerat 0,67 0,61 0,50 0,66 0,11 0,23
Caproat 0,00 0,05 0,00 0,02 0,02 0,28
Axetat: Propionat 2,74 2,67 2,68 2,72 0,11 0,96

I'Cé4c gié trj trung binh & mdi dong khong c6 chi so trén giong nhau 13 khac nhau, P<0,01

Cac gia tri mat dd quang quan sat dugc trong mdi khoang thoi gian 6 gid trong
khoang thoi gian 24 gio dé x4c dinh dudng cong sinh truéng ctia hdn hop vi sinh vat da co
duogc ching vao mdi truong lactat ban x4c dinh, cac dit liéu nay dugc trinh bay trén FIG.
16. C6 su tuong tac giita viéc diéu trj va thoi gian phat hién (P < 0,02). Sy 4nh hudéng cu
thé ctia viéc diéu tri (P < 0,01) va thoi gian (P < 0,01) cling dugc phat hién. Khong c¢6 su
khac biét gifta cac nhém didu tri dugc phét hién cho dén gidr thir 12, khi ché pham dong
kho dugc tai hydrat hoa cao hon dong kho hang ngay (P < 0,02) va d6i chimg (P = 0,007).
Vao gio thir 24, Khong c6 su khéc biét gifta cdc nhom diéu tri M. elsdenii (P> 0,10), nhung
nhom dbi chimg c6 mire sinh truéng vi sinh vat it hon mot cach dang ké so v6i toan bo

cac nhom diéu tri M. elsdenii (P < 0,01).

FIG. 17 minh hoa su bién mét cua L-lactat trong mdi truong lactat ban xac dinh
dugc chung béng hdn hop vi sinh vat da c6 va dugc 1 trong 0, 6, 12, 18, hodc 24 gio. Su
tuong tac gitta viéc diéu tri va thoi gian dugc phat hién (P = 0,007) cung véi sy anh hudng
ciia viée didu tri (P = 0,01) va thoi gian u (P < 0,0001). Ché pham diéu tri Khong dong
kho chira L-lactat it hon cac ché pham diéu tri khac lac giv 0 (P = 0,04). Nong do cta L-
lactat twong ty gilta cdc phuong phép didu tri trong cac thoi diém 6, 12, va 18 gio (P >

0,10). Tuong tu v61 Kkét qua vé mat do quang dugc dé cap O trén, vi sinh vat da cé tir nghé
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thién déi chiing sit dung lactat it hon (P < 0,003) nhém diéu tri M. elsdenii dugc thu thap
luc 24 gid u trong khi khéng c6 su khéc biét gitta cac nhém diéu tri M. elsdenii (P> 0,10).
Céc dit liéu nay ching to ring vi sinh vét da c6 tir nghé thién dugc didu tri bang M. elsdenii
sinh truéng hiéu qua hon trong méi trudng lactat ban xac dinh so v6i vi sinh vat tir nghé
thién d6i chimg, dé xuit kha nang st dung axit lactic 16n hon trong nhém phuong phap

diéu tri nay. Hon nita, cac nhom diéu tri nay 1 twong tyr vé kha ning st dung axit L-lactic.

Néng dd VFA duoc xac dinh & cac mau dugc sit dung cho cac thir nghiém mat do
quang va su bién mét ciia lactat va dugc trinh bay trong Bang 9. C6 méi twong quan gitta
viée didu tri va thoi gian phat hién dugc tong ndng do VFA (P=0,002), axetat (P =0,0002),
Isobutyrat (P = 0,04), Butyrat (P < 0,0001), Isovalerat (P = 0,0007), va Valerat (P <
0,0001), ciing dbi v6i ty 1& axetat: propionat (P = 0,02). Anh huéng cta thoi gian dugc
phét hién dbi voi tdng VFA va tit ca cac VFA riéng r& (P < 0,0001). Sw khéc biét gitta cc
nhém diéu tri duogc phat hién véi Isobutyrat (P = 0,02), Butyrat (P = 0,0004), va Valerat
(P =0,001). Ndng do Isobutyrat thdp hon & giv 18 ddi vi cac nhém diéu tri khong dong
kho va ric tron bé mit (twong tmg P < 0,005 va P < 0,004) khi so sanh v6i nhém dbi ching
va tai hydrat hoa. Vao thoi diém 24 gid ric tron bé mat c6 Isobutyrat (P = 0,002) it hon
cac nhom didu tri khong dong kho va tai hydrat hoa nhung tuong tw v6i di chimg (P >
0,10). Nong do Butyrat ctia cac mau tai hydrat héa cao hon miu ric tron bé mat (P = 0,02)
sau 18 gio nudi chy. Nhom ddi chiing tao ra Butyrat trong 24 gio it hon nhom diéu tri M.
elsdenii (P < 0,0001). Su khac biét vé Butyrat cling dugc phét hién trong cdc nhém didu
tri Megasphaera tai thoi diém nay v6i cidc mau khong dong kho chira ndéng dd cao hon
nhom Tai hydrat hoa (P = 0,01). Gid thir 18 d tiét 16 nong do Valerat thip hon dbi voi
nhom Tai hydrat hoa khi dugc so sanh véi cac nhom diéu tri khac (P = 0,01). Quan sat
tuong tu dbi véi nong do Valerat va Butyrat tai 24 gio nudi cdy. Cac nhom ddi ching chira
Valerat it hon tAt ca cac nhom diéu tri M. elsdenii (P < 0,0001), trong khi né)ng do & cac
mAau khéng doéng khéd cao hon mau Tai hydrat hoa (P = 0,03). Khong phat hi¢n c6 anh
huong dang ké cua viée diéu tri dbi vé6i cac VFA khac (P > 0,05). Néng do Isocaproat,
Caproat, va heptanoat dugc xac dinh 1a khong dang ké. Su twong tac gii diéu tri x thoi gian
(P = 0,02) duoc phat hién v6i ty 1€ axetat: Propionat cling nhu su dnh hudng cta thoi gian

(P >0,0001), nhung tuwong tu gifta cdc nhom diéu tri (P = 0,57).
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Bang 9. Sw thay d6i profin VFA ciia méi truwong lactat ban x4c dinh

dwge chiing biang hon hep vi sinh vat da cé

Didu tri Gid tri P
Khong  Taihydrat Rac tron Trt x
Muc Dbi ching  dong kho héa bé mit SEM Trt Gid Gio
Tong VFA, mM 036 <0,0001 0,002
0 gio' 3,61 3,35 3,52 3,55 5,16
6 gio' 6,41 7,17 7,79 6,62 5,16
12 gio? 7,64 8,58 17,27 7,80 5,16
18 gio® 63,01 49,48 56,45 53,73 5,16
24 giv? 46,23 78,35 67,22 74,77 5,16
Axetat, mM 0,98 <0,0001 0,0002
0 gio! 3,07 3,02 3,07 2,92 2,15
6 gio'? 4,92 5,56 5,78 5,13 2,15
12 gio? 5,77 6,31 9,17 6,27 2,15
18 gio® 33,47 21,96 22,75 23,97 2,15
24 gid* 17,25 25,43 22,82 26,05 2,15
Propionat, mM 024 <0,0001 0,08
0 gio' 0,01 0 0 0 2,44
6 gio'? 1,21 1,29 1,69 1,21 2,44
12 gio? 1,69 2,00 6,45 1,47 2,44
18 gio® 23,29 20,84 23,53 24,00 2,44
24 gid* 20,85 33,61 28,77 32,58 2,44
Isobutyrat, mM 0,02 <0,0001 0,04
0 gio! 0,03 Khong Khong dang Khong 0,03
dang ké ké dang ké
6 gio! 0,01 Khéong Khong dang Khong 0,03
dang ké ké dang ké
12 gio! Khéng  Khong 0,02 0,00 0,03
dangké  dang ké
18 gio? 0,14 0,01° 0,152 0,01 0,03
24 gid® 0,15% 0,22 0,22° 0,08 0,03
Butyrat, mM 0,0004 <0,0001 <0,0001
0 gio! 0,08 0,06 0,08 0,09 0,52
6 gio! 0,15 0,20 0,19 0,16 0,52
12 gio! 0,18 0,25 0,90 0,16 0,52
18 gio? 2,7120 3,24%b 4,36 2,75 0,52
24 gio® 3,46 8,80° 7,06° 7,46 0,52
Isovalerat, mM 0,9 <0,0001 0,0007
0 gio! 0,07 0,01 0,01 0,03 0,10
6 gio! 0,03 0,01 0,02 0,03 0,10
12 gio! Khong Khong 0,11 Khong 0,10
dangké  dang ké dang ké
18 gio? 0,52 0,29 0,75 0,26 0,10
24 gid’® 0,72 1,24 1,06 0,93 0,10
Valerat, nM 0,001 <0,0001 <0,0001
0 gio! 0,14 0,10 0,16 0,17 0,54
6 gio' 0,05 0,07 0,08 0,06 0,54
12 gio! Khéng 0,03 0,63 Khéng 0,54
dang ké dang ké
18 gio? 2,63 2,91 4,63° 2,532 0,54
24 gio® 3,75 8,12 7,23 7,56 0,54
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Isocaproat, mM 0,26  <0,0001 ,09
0 gio! 0,10 0,07 0,09 0,12 0,02
12 gio? Khong Khong Khong dang Khong 0,02
dang ké dang ké ké dang ké
18 gio* 0,25 0,20 0,21 0,20 0,02
24 gio® 0,03 0,01  Khéngdang 0,01 0,02
ke
Caproat, mM 0,07 <0,0001 0,003
0 gio 0,09 0,09 0,11 0,14 0,02
6 gio Khong Khéong Khong dang Khong 0,02
dang ké dang ké ké dang ké
12 gio Khéng 0,02  Khong dang Khong 0,02
dang ké ké dang ké
18 gio Khéng 0,14 0,08 Khong 0,02
dang ké dang ké
24 gio 0,02 0,11 0,07 0,10 0,02
Heptanoat, mM 0,09 <0,0001 0,01
0 gio 0,02 0,06 0,00 0,02 0,01
6 gio Khong Khong Khong dang Khong
dang ké dang ké ké dang ké
12 gio Khong Khong Khong diang Khong
dang ké dang ké ké dang ké
18 gio Khong Khong Khong dang Khong
dang ké dang ké ké dang ké
24 gio Khong Khong Khong dang Khong
dang ké dang ké ké dang ké
A:P 0,57 <0,0001 0,02
0 gio! 0,06 Khong Khong dang Khong 0,18
dang ké ké dang ké
6 gio'? 4,01 4,44 4,24 4,00 0,18
12 gio? 3,98 4,60 4,17 4,60 0,18
18 gio® 2,14 1,91 1,77 1,91 0,18
24 giv* 1,12 0,82 0,91 0,91 0,18

1234 Cac thoi diém khong c6 cac chi so trén giong nhau 1a khac nhau, P<0,01

ab Gi4 trj trung binh trong mdi hang khong c6 céc chi s trén gidng nhau 1a khac nhau, P<0,05

Vi du 6: Hoat tinh phytaza cia Megasphaera elsdenii

Hoat tinh phytaza in vitro clia té bio M. elsdenii dugc dénh gia.

Té bao Megasphaera elsdenii NCIMB 41125 dugc nudi cdy trong diéu kién yém

khi nhu duoc md ta trong ban mo ta trong mdi truong lactat ban xac dinh chira phosphat

vo co (KH2PO4) hodc phytat 1am ngudn phospho. Tai céc khoang thoi gian 2 gid tir lic

b4t dAu nudi cy (0 giv) dén 8 giv, 1 mililit (mL) cac mau duge lay tir gidng nudi cdy va

duoc ly tAm dé tao ra cac vién t€ bao. Hoat tinh phytaza trong cc vién té bao sau d6 duoc

x4c dinh bang cach sir dung phuong phdp molybdat xanh da troi. Xem Yanke et al.,

Microbiol. 144: 1565-1573 (1998). Néi ngin gon, phosphat v6 co dugc giai phéng bang

cach phan cét enzyme trong vong 30 phut i ¢ 37 °C ¢ do pH=5,0 va dugc dinh lugng bang
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quang phd & 700 nanomet (nm) va dugc so sanh vdi dudng cong chuén. Hoat tinh phytaza
duoc x4c dinh 1a lugng phospho vo co dugc giai phong tir vien té bao trong mdi phit trong
diéu kién thir nghiém.

FIG. 18 thé hién ring sy sinh truéng ctia té bio Megasphaera elsdenii khi c¢6 mit
hodc ving mit phytat dan dén hoat tinh phytaza c6 y nghia, khing dinh rang: (1) té bao
Megasphaera elsdenii NCIMB 41125 san xuat phytaza, (2) viéc san xuét phytaza khong bi
trc ché bdi su c6 mat ciia phospho trong mdi trudng, va (3) viéc san xuét phytaza béi

Megasphaera elsdenii ¢6 veE t6t hon khi c6 mit phytat trong moi trudng.
Vi du 7: Anh hudng cia Megasphaera elsdenii 1én ndng do va ty 1& xuét hién Salmonella

Ga gidng huéng thit (n=384) dugc nghu nhién chia thanh bén nhém diéu tri: 1) nhém
dbi chimg khong nhan Megasphaera, 2) nhom tuy thich c6 thé tuy thich #n tir chai cung
cAp thirc in Megasphaera elsdenii NCIMB 41125 dang léng, 3) nhém dong khd nhén hang
ngay Megasphaera elsdenii NCIMB 41125 dong kho trong thirc n cua ching, va 4) nhom
ché phim ding qua duong udng nhan Megasphaera elsdenii NCIMB 41125 dang long vao
ngay 0.

M3i nhém trong bdn nhém diéu tri dugc dai dién béi 16 1ong chira 6 con ga mdi
léng. Can nang cua ga, muec tiéu thy thirc an, va mirc chuyén hoa thirc an dugce ghi nhén
trong khoang thoi gian thir nghiém 15 ngay. Sau khoang thoi gian cho @n 15 ngay, 2 con
mdi 1dng duge chon ngiu nhién, bi giét, va manh trang dugc 14y dé xdc dinh sy xuat hién
cua Salmonella. Ngén gon, manh trang duoc 1éy, duoc dat trong tai Ziploc, va duoc bao
quan trén nudc da. Manh trang sau d6 dugc rira bang etanol 70% va dugc mat xa bing tay
@8 14y cac thanh phan. Mot mililit thanh phan ldy duogc duge pha lodng theo chudi trong
dung dich nudc mudi dém phosphat (PBS) va dugc cdy trén aga brilliant green (BGA). Céc
dia BGA duogc nudi cdy 24 giv & 37°C. Khuan lac Salmonella gia dinh (khuén lac mau
hdng) dugc dém dé xac dinh 1a Salmonella bang céch st dung thir nghiém latex Oxoid
Salmonella FT0203 (Oxoid-Thermo Scientific, Hampshire, UK). Ngoai ra, mot mililit mau
thanh phdn manh trang duoc bd sung vao 9 mL Rappaport-Vassiliadis (RV) dé 1am giau
chon loc. Néu khong phat hién thdy sy sinh trudng Salmonella trén dia BGA, san pham
lam giau RV dugc céy trén dia BGA, duoc u trong 24 h ¢ 37 °C, va dé danh gia su cO mat
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ctia Salmonella. Cac mau khong c6 sy sinh trudng bang cdy truc tiép, nhung cé su sinh
trrdng tich cyc véi sy lam giau RV duge gan mot sd tiry ¥ 12 9 (1 duéi gi6i han phat hién
Iy thuyét) va cac mau khong c6 su sinh truéng trong ca cy truc tiép 13n 1am gidu RV duoc
gan la 0.

Céc két qua nay chi ra ring ga nhan vat liéu dong kho c6 ndng do Salmonella trong
manh trang thip hon vé sé don vi tao khuan lac trén mdi mililit (CFU/mL) v6i sy khac biét
1a - 1 Log so v6i nhoém ddi chimg. Xem FIG. 19. Ty 1& xuét hién Salmonella trong cac mau

nhom déng kho ciing giam khoang 13% so v6i nhom dbi chimg. Xem FIG. 20.

Vi du 8: Anh hudng ctia Megasphaera elsdenii 1én hiéu suét sinh trudng va dac diém manh

trang cua ga hudng thit
A. Thiét ké thir nghiém va cdc nhom diéu tri

24 mAu giéng nhau ctia ba nhém didu tri trong mot thiét ké khbi hoan toan ngiu
nhién st dung con tréng ngay tudi duoc thuc hién bang céach sir dung 500 ga con huéng
thit Cobb 1 ngay tudi luc bit dau diéu tri (Cobb-Vantress & Siloam Springs, Arkansas).
Ché phim diéu tri 14 M. elsdenii ching NCIMB 41125 (MS-Biotec, Wamego, Kansas)
duoc dung bang cach ché pham ding qua duong ubng hodc suong khi dung dugc dua 1én
bé mit co thé cia ga, va dbi chiung (khong c6 M. elsdenii). Ga dugc nhét trong 72 bii rao

kin, voi mdi bai rao chira 35 con luc bét dau thir nghiém (téng 2520 con).

Trude khi dung M. elsdenii, tGi nhdm 5 L chua gidng nudi cdy méi duoc lic manh
@& ddng nhét cac thanh phan bén trong. Ong Tygon dugc st dung dé két ndi thiét bi dinh
lidu duoc thao tac bing tay v6i thi. Cac vét chira thiét bi dinh lugng da dugc dién ddy nhiéu
1dn va dugc phan phdi vai 1an d& dudi b6t khong khi. Cac thanh phan dugce coi la khong
chira khong khi moi truong khi gidng nudi cdy, ma chira chi thi oxy, gitt dugc mau sic

binh thuong cia no.

Ga con duge phan cic nhém gdm 35 con, va cdn ning clia mdi nhém da dugce ghi
lai. Céc nhém ga duoc xir Iy theo khdi, voi ché pham diéu tri dugc phan chia ngdu nhién
trong mbi khoi.

24 bai rao kin (35 ga/bai rao; tdng 840 con) dugc dung theo lidu dudi dang ché pham
dung qua dudng ubng 0,2 mL giéng nudi cdy méi chira 1,97 x 10° CFU/mL M. elsdenii
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ching NCIMB 41125 st dung xylanh tu dién diy Scorex Classic 173.05005 (Ecublens,
Switzerland). Cac k¥ thuat vién gilt ga bang cach st dung ngén tay céi va ngén tro dé gitr

mo mo trong khi thanh phén bén trong bng tiém duge xa truc tiép vao khoang miéng ga.

24 bai rao kin (35 ga/bai rao; tdng 840 con) dugc diung theo liéu bang cach phun
swong tao khi dung bao gdm gidng nudi cdy moi chira 1,97 x 10° CFU/mL M. elsdenii
ching NCIMB 41125 duoc cung cAp bang thiét bj 1am w6t nude ding khi nén dugc lép
dau chop phun swong. Ga duoc dit vao bdn nhya (50 cm x 35 cm x 40 cm) va gidng nudi
cdy duoc dua 1én cac bé mit co thé cua chiing dudi dang swong mu véi thé tich 12 60 mL

cho mdi bi rao (~1,7 mL/ga).

24 bai rao kin (35 ga/bii rao; tong 840 con) khdng duge tiép xuc v6i M. elsdenii va
dung 1am d6i ching. Dé ngan ngira nhiém chéo cho cac ga da duoc diéu tri, ga ddi ching
chi dwge xtt 1y bdi nhitng ngudi dugce chi dinh khong tiép xtc véi ga duge diéu tri va dugce
dat vao vat mang dugc thiét ké dé can dugc chuyén sang bi rao kin. Trong mot truong

hop, do 131 k¥ thuét ga bi dém sai va bai rao 51 d& nhan dugc 33 con thay vi 35 con.
B. Cho dn va cho udng nude

Nude sach duge cung cip tity thich qua cac chai (6 chai/bdi rao) dugc treo tir duong
cung cip nude. Chiéu cao chai duoc diu chinh trong subt qua trinh thir nghiém dé phu
hop véi su sinh truong cia ga. Bang 10, dudi day, thé hién khéu phan in duoc st dung
trong thtr nghiém. T4t ca cac khau phan an dugc cho in trong thiét bi cung cap thic dn
dung trong luc dugc treo & gitra bai rao. Thue dn dugce bd sung khi can dé dam bao co thé
an tuy thich trong sudt qua trinh thir nghiém. 5 kg khau phan an lic bt dau dugc dat vao

thiét bi cung cap thirc an ding trong luc trude khi dua ga vao bai rao kin.

Bang 10. Thanh phin ciia khiu phén in

Ché d6 in & cac giai doan*

Thanh phan Khéi dong Tang trwéng Hoan thién
Ngo nghién 55,26 59,74 65,06
Bot ddu nanh bo vo 37,15 32,60 27,90
Dau d4u nanh 3,10 3,35 3,10
D4 voi nghién 1,45 1,40 1,25
Mubi 0,37 0,37 0,37
Biofos, 21% 1,7 1,6 1,4
Natri bicabonat 0,22 0,19 0,17
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Hon hop dinh dudng tron trude 0,25 0,25 0,25
dung cho gia cam VTM premix

L-lysin hydroclorua 0,33 0,30 0,17
L-Metionin 0,13 0,15 0,28
L-Threonin 0,04 0,05 0,07

*Cac khau phan an dugc tao vién qua 15 khuon 3-mm, dugc 1am lanh, v& vun, va cho
vao bao gidy dé bao quan cho dén khi cho an.

Khéu phin in luc bt ddu dugc l4y ra khoi bai rao kin vao ngay 16 cta qua trinh thir
nghiém. Thirc an con lai dugce can, dugc léy tir mbi thiét bi cung cép thtre an, va dugc dat
vao c4c thing duoc danh sb twong tmg véi s bai rao. Thiét bj cung cip thirc an duge do
day bang ché d6 in giai doan ting trudng. Quy trinh nay duoc lap lai vao ngay 30 clia qua
trinh thr nghiém, thoi gian hay thé ché d6 an giai doan ting truéng bang ché do an giai
doan hoan thién. Vao ngay 36 thir nghiém két thiic, va ché do an giai doan hoan thién con
duoc can va duoc ghi dbi v6i mdi bai rao.

Téng mirc tiéu thu thirc an mdi bai rao cho mdi giai doan (khoi dong, ting trudng,

va hoan thién) dugc tinh 1a: Thirc dn bd sung— thirc &n thu hdi

Mirc hdp thu cho mdi ga trong mdi ngdy dugc tinh la: Tong thirc an tidu thu + [dAu

dém trong bii rao hang ngay x tong s6 ngay cho an]
C. Can ndng cua ga

Khéi luong cia ga trong ting bai rao dugc ghi lai tai thoi diém cubi mdi khoang
thoi gian cho an (khéi dong, tang trudng, va hoan thién). Tai thoi diém Kkét thuc giai doan
khoi dong (ngay 16) tat ca ga trong mdi bai rao dugc dat vao mot cai bdn (50 cm x 35 cm
x 40 ¢cm) va dugc can. Can nang cua bdn duogc trir tir téng can nang dé x4c dinh can ning
cla ga trong bai rao. Tai thoi diém két thuc giai doan tang truéng (ngay 30) tat ca ga trong
mbi bai rao duoge dit vao hai bdn c6 khéi lugng bing nhau (kich thuée mdi bon 12 103 cm
X 55 cm x 41 cm), dugce can, va cac khéi lugng dugc cong lai v6i nhau. Can nang cua mdi
bdn (duoc 14y trude khi nhitng ga dugce dit vao ching) dugce trir tir tong can ning dé xac
dinh cin ning cua ga trong bai rao. Tai thoi diém két thuc giai doan hoan thién (ngay 36)
tAt ca ga trong mdi bai rao dugc dat vao hai bdn c6 khdi lugng bang nhau (kich thude mdi
bon 12 103 cm x 55 cm x 41 cm) va duoc can. Thoi gian nay, 16p can ban dugc can trir bi

vGi cac bon tai chd. Can ning cla ga trong moi bon sau do duge cdng dé xdc dinh khoi
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lugng cuia tong bai rao. Lop can ban dugc can trir bi lai gifta cac bai rao kin d€ tinh sy tich

tu phan. O mbi giai doan can, viéc xac dinh sb dau dugc thuc hién khi ga duoc dit vao bon.
D. Ouy trinh ldy mdu

M3i tudn (ngay 7, 14, 21, 28 va 35), 1 dén 3 con ga dugc chon ngiu nhién tr mdi
bai rao va bi giét bang cach 1am trat khop cb. Thanh phan trong manh trang (0,5 g) dugc
thu thap va dugc tron voi nude duge khir ion (2 mL) trong lo nhip nhay HDPE 20 mL
(Fisher Sci.; 03-337-23B) sir dung may trdn xoay nhanh. Dung cu do do pH cAm tay (dung
cu do d6 pH cim tay 3 sao Thermo Scientific Orion, Waltham, MA) dugc sir dung dé xac
dinh do pH. Bén phan cia céac thanh phan trong manh trang da dugc thém vao 1 phan dung
dich axit metaphosphoric 25% khéi lrgng/thé tich va dugc lam dong nhat bing cach sir
dung mdy tron xoay nhanh. Mau sau d6 dugc chuyén vao 2 6ng vi ly tim trong céc phén

phén u6c 1mL va dugc dong lanh ¢ -18°C dé doi phan tich c4c axit béo dé bay hoi (VFA).

Vao ngay 7 va 21, cac thanh phén trong manh tring dugc chia thanh 2 phén phéan
ude. Mot phan phan uée duge st dung dé phan tich VFA va dugc chuin bi nhu da giai
thich & trén. Phan co dic (0,5 g) duoc dat truc tiép vao mot lo nhap nhady HDPE 20-mL
riéng (Fisher Sci.; 03-337-23B) va dugc dong lanh (-80°C) dé dinh Iuong sd luong vi khuan
str dung PCR dinh lugng, thoi gian thyec.

E. Phdn tich do pH va cdc axit béo dé bay hoi trong manh trang

Céac mau manh trang dugc pha lodng va axit hoa tir trude dugce rd dong, dugc lam
ddng nhét bang cach st dung thiét bi trén xody va duoc ly tim & tdc do 24 x g trong 18
phut. Dich ndi duoc chuyén sang lo sic ky khi. Cac axit béo dé bay hoi dugc xac dinh béng
cach sir dung sic ky khi Agilent 7890 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) duoc lap
cdt mao quan DB-WAX (dd day mang 30 m x 0,53 mm x 0,5 mm; Sigma Aldrich, St.
Louis, MO) va may do ion hoa ngon lira. Heli dugc sir dung lam khi mang ¢ luu luong 22
cm/gidy, v6i mic bom chia 1pl va dong chay phan chia 50:1. Nhi€t d¢ 10 ban dau 1a 80°C
va nhiét d ting & muc 10°C/phut dén 220°C. Nhiét do dau vao va may do 1a 250°C. Axit
béo dé bay hoi duoc dinh luong bing cach so sanh véi céc tiéu chuén da biét (Supelco
Volatile Fatty Acid Standard Mix; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) chtra axetat, Propionat,

Isobutyrat, Butyrat, Isovalerat, Valerat, Isocaproat, Caproat va Heptanoat.
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F.  Xdc dinh khéi lwong than thit

Ga bi giét luc 5 tudn tudi dé xac dinh khéi lvgng than thit. Thie an bi thu lai khoang
4 h trude khi giét. 5 con kich thuée trung binh da duge chon tir mdi béi rdo va dit vao hop
b4t d& van chuyén dén khu vuc xtt Iy. 5 ga dugc can theo bai rao dé x4c dinh khoi luong
khi sdng ngay truéc khi giét bang cach gy choang va cét tiét. Ga duoc 14y mau trong 2
phut sau d6 duogc dat vao trong thiét bi nhung nudc néng kiéu quay & 63°C trong khoang
30 giay. Ga duogc chuyén sang thiét bi vit 1ong co hoc kiéu tréng quay trong 30 gidy dé
loai b6 16ng. Chan, du va cing da dugc loai bo va than thit duge md xé thong qua mot vét
md xung quanh 18 huyét. Than thit sau d6 dugc can theo bai rao dé x4c dinh ning suat than

thit nong.
G.  Phdn tich thong ké

Dit liéu dugc phéan tich st dung quy trinh két hop clia phan mém SAS® phién ban
9.4. M6 hinh bao gdm téc dong cb dinh 1a nhom diéu tri, tac dong ngau nhién 1a khéi, va
béi rao 14 don vi thir nghiém. Gia tri c6 y nghia khi P < 0,05. Su khéc biét giita cac gid tri
trung binh binh phuong téi thiéu dwgc x4c dinh bing cach sir dung tiry chon PDiff ciia phan
mém SAS®.
H Két qua

Ga hudng thit da chirng t6 muc hép thu thire n, hidu qua thirc dn, va mirc ting can
trung binh hang ngay twong tu gitta cdc nhom didu tri. Khéi lugng va ty 18 chét ctia ga cling
khong bi anh huong boi didu tri. Tuy nhién, ning sudt cia nhém dugc tudi nho hon ga
duge nhan M. elsdenii & dang ché phim ding qua duong udng so véi ga ddi chimg hodc
ga dugc nhan M. elsdenii & dang swong mu.

D6 pH manh trang nhé hon ¢ ga dugc nhan M. elsdenii bang phun swong hoic
duong udng, so véi ga ddi chimg (P < 0,01; Bang 11).
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Bang 11. Anh huong ctia Megasphaera elsdenii 1én 46 pH manh trang va ndéng d6 VFA

Gia tri P
Déi Phun Tuong
Muyc* Ngay  ching' Swong® Ubng® SEM  Diéutri’  phan™
Pd pH 7 68700 685AT  GgIAe 0,103 T,D 0,01
14 6,674 6,258 6,11B°
21 6,152 6,124° 6,2540
28 6,834% 68142 6,674
35 7264  7,104°¢ 7,154
Axetat 7 535300 58,660 58.4A0 3,604 DI 0,91
14 61,7942 66,20°B2 74,008
21 61,48%° 47,668  46,4B°
28 40,4240 38,8340 42 36Ac
35 39,13Abc 4] 834Ab 362244
Propionat 0,608 , 0,51

7 1,8242 14842 1,5242
14 2,354 7 10A 2,694
21 6,364 4,01B° 3,63Bb¢
28 3,73Abd 4 084D 4214¢
35 45844  588AC 5,964 4

Axetat:Propionat 2,168 T,D,1 0,003

7 31,9622  41,33B3 42,0382
14 29,8042 40,4482 33,694
21 12,364 13,6240 13,57A¢
28 13,254 12,96 14,30%°¢
35 9,814°  8,33A¢ 7,804 4

Butyrat ; 56000 5.54h 57300 1,094 D,I 0,73
14 9.454b  10,95%B® 13,408
21 17,794¢  11,778%  13,45B°
28 6,674 70282  735Aa
35 8,154 97048 g 404
Isobutyrat 7 039%%  (36A° 0.34A0 0,055 D 0,04
14 0,374%  0,35%2 0,4542
21 0,382  0,17B° 0,158
28 0,054%  0,004° 0,004°
35 03742 0,372%  07347°
Valerat ; 00948 (3140 00043 0,078 D 0,89
14 0,684 (,71AP 0,90B°
21 1,134¢  0,91BP 0,968
28 0,324 (,28A°¢ 0,3442
35 0,634 0,794° 0,684¢
Isovalerat 0,0592 D 0,96

7 0,317 0,29242  0,3144°
14 0,3754%  0,3574%  0,5054°
21 0,419%42  0,396%B® 0,2574B2
28 0,038%%  0,040%¢  0,050%°¢
35 032542 0396*® 03554
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Caproat . 0.150°%  0,168%%  0,144A% 0,0208 T,D,I 0,13
14 0,15042  0,1614%  0,292B"
21 0,0004%¢  0,0004®  0,0014¢
28 0,0004°  0,0004®  0,0014°¢
35 0,0004°  0,0004®  0,001"°¢
Isocaproat v 0.125%%  0,116%  0,142A 0,0148 D 0,79
14 0,0854% 0,1014%  0,078A°
21 0,0004¢  0,0014%  0,0014¢
28 0,0004¢  0,0014%  0,0014°¢
35 0,0004°  0,0012°  0,001*°¢
Heptanoat v 0.1774% 0186 0,146 0,0239 D 0,88
14 0,104 0,082B  0,1034B
21 0,0004¢  0,002%¢  0,0034
28 0,0004¢  0,0014°  0,0034
35 0,0004¢  0,0012¢  0,053%
Tong VFA 4,806 D,I 0,79

7 62,4042 67,104% 67,012
14 75,344 81,00°B® 92,39BP
21 87,574 64,9082 64,828
28 51,2342 50258¢  5420A
35 53,1842 58984¢  51,97A¢

* ang d6 VFA dugc thong bao duéi dang mM

I Ga ddi chung khong tiép xtic v6i M. elsdenii

2 Ga duoc nhan M. elsdenii dudi dang phun swong dugc dua 1én bé mit co thé cta ching & toe do
~1,7 ml/ga

3 Ga dugce nhan 0,2 ml M. elsdenii dudi dang ché phim dung qua duong ubng

*T=Anh huong cia viéc didu tri; D = Anh huéng ctia ngay 14y mau; I = Tuong tac gifta viéc didu
tri va ngay liy mau; P<0,05

" Tuong phéan ‘M. elsdenii v61 Déi chimg’

A-B C4c gi4 tri trung binh & m01 dong khong c6 chi s trén glong nhau la khac nhau ¢ P<0,05

a.b C4c gid tri trung binh & mdi cot khong ¢6 chi s6 trén gidng nhau 1a khic nhau & P<0,05

D06 pH manh trang trung binh cia cac nhom ddi ching, didu tri bang phun suong
tao khi dung, va ché pham diing qua dudong udng 13 6,76, 6,63, va 6,60, twong tng. Tuong
tac gitta viéc didu tri theo ngay dugc phat hién ddi véi axetat (P < 0,01), propionat (P =
0,03), butyrat (P < 0,01), ty 1 axetat: propionat (P = 0,01; ty 1€ A: P), caproat (P = 0,002)
va tdng néng do6 VFA (P < 0,01) trong manh trang (Bang 4.). Axetat tdng tr ngay 7 dén
14, dat dinh vao ngay 14. Céc thanh phan trong manh trang cua ga dugc nhan M. elsdenii
dudi dang ché phim ding qua duong ubng chira ndng do axetat, butyrat, va caproat 16n
hon céc ndng dd nay & ga doi ching vao ngay 14 (P < 0,01). Khoang ngay 21, ndéng do
axetat giam & tAt ca cac nhom diéu tri; tuy nhién, ndng do axetat trong manh trang 16n hon

& ga d6i ching khi duge so véi ga dugce didu tri bang suong tao khi dung hozc ché pham
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dung qua dudng ubng (P < 0,01). Nong dd propionat va butyrat trong thanh phan manh
trang ctia g ddi ching ciing 16n hon ndng dod & ga duoc diéu tri bang M. elsdenii vao ngay
21 (P < 0,01). Ndng do propionat dat dinh vao ngay 21 & tét ca cac nhém diéu tri va van
ting cho dén khi ngay 35, nhung chiing khong khac nhau giita cac nhém diéu tri tir ngay
28 dén ngay 35 (P > 0,05). Ty 1 A: P trong thanh phin manh trang ciia ga dugc diéu tri
bing M. elsdenii cao hon so véi dbi chimg vao ngay 7 (P < 0,01), v6i ty 18 A:P 1a 31,96,
41,33 va 42,03 d6i v6i d6i chuing, swong tao khi dung va dung qua dudng udng, trong ting.
Vao ngay 14 ty 1€ A: P manh trang ctia ga dugc diéu tri bing suong tao khi dung chira M.
elsdenii (40,44 mM) 16n hon ty 1& cia ga dbi chimg (29,80 mM) hogc clia ga nhan ché
phém dung duong udng chita M. elsdenii (33,69; P < 0,03). Ty 1¢ A: P manh trang khong
khéc biét gitta cac nhom diéu tri vao ngay 21 dén 35 (P> 0,05). Nong dd isobutyrat, valerat,
isovalerat, isocaproat va heptanoat trong thanh phan manh trang khong bi anh hudéng béi
viée didu tri (P > 0,10). Tong ndng d6 VFA manh trang trong ga dung ché phdm ding qua
dudng udng 16n hon so voi ga d6i chimg vao ngay 14 (P < 0,001). Tuy nhién, tong nong
do VFA (P < 0,05) trong thanh phan manh trang ctia gd dugc nhin M. elsdenii & dang
suong tao khi dung hodc ché phim ding qua duong ubng (64,90 mM va 64,82 mM, tuong
tng) nhd hon ctia nhom d6i chimg (87,57 mM) vao ngay 21. Téng néng d6 VFA manh

trang 1a tvong ty giita cic nhom didu tri dbi v6i cdc ngay 7, 28, va 35 (P > 0,30).
Vidu 9: Anh hudng ctia Megasphaera elsdenii 1én hiéu sut sinh truéng ctia ga huéng thit
A. Thiét ké thir nghiém va cdc nhom diéu tri - Nghién ciru 1

18 mau lap lai ctia sdu nhém diéu tri, dugc chin boi day chudng nudi ga nhot va
bang cac bac dugc thuc hién bang cach str dung 500 ga con hudng thit Cobb (Cobb-
Vantress ¢ Siloam Springs, Arkansas) dugc mot ngay tudi lac bt ddu diéu tri. Cac nhom
didu tri 1a d6i chimg (khong c6 probiotic), Lactipro Advance® (gidng nudi ciy long khong
dong lanh ctia Megasphaera elsdenii ching NCIMB 41125, MS Biotec, Wamego, Kansas)
dugc dung dudi dang ché pham dung qua duong ubng, gidng nuodi cdy Megasphaera
elsdenii chung KS 249 dugc dung dudi dang ché pham ding qua dudng ubng,
Megasphaera elsdenii ching ATCC® 25940 duoc dung dudi dang ché phdm dung qua
duong ubng, Lactipro Advance® (gidng nudi ciy 1ong khong dong kho ctia Megasphaera

elsdenii ching NCIMB 41125 MS Biotec, Wamego, Kansas) dugc dung cho bé mit co thé
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ciia ga duéi dang sol khi, va Megasphaera elsdenii dong kho ching NCIMB 41125 (MS
Biotec, Wamego, Kansas). Ga dugc nhét trong 108 bai rao kin, va mdi bii rdo chira 8 ga

tai thoi diém bét dAu thir nghiém (téng 1152 ga).

Ga duogc chia vao cac nhom gf“)m 8 con, va can ndng cua mdi nhém duoce ghi lai.
Chc nhém ga duge xit 1y du6i dang cac khéi, va va cac nhém diéu tri thir nghiém duogc
ngau nhién chia vao bai rao kin trong ting khéi.

18 bai rao kin (8 ga/bii rao; téng 144 ga) dugce dung theo lidu qua dudng ubng (nhdi)
0,2 mL Lactipro Advance® chira 1,97 x 10° CFU/mL gi6éng nuéi ciy 16ng khong dong kho
chira Megasphaera elsdenii ching NCIMB 41125. 18 bai rao kin (8 ga/bai rao; tong 144
ga) dugc dung theo lidu qua duong udng (dua qua 6ng vao da day) 0,2 mL gidng nubi cay
moi chira Megasphaera elsdenii ching KS 249 véi ndng d6 khong biét. N§ luc danh gia
CFU/mL d6i véi chiing nay khong thanh cong. 18 bai rao kin (8 ga/bii rao; tong 144) duoc
dung theo lidu qua dudng ubng (dua qua éng vao da day) 0,2 mL gidng nuodi ciy mai chia
1,06 x 10° CFU/mL Megasphaera elsdenii ching ATCC® 25940. Ga dugc dung theo lidu
tAt ca cac ché phdm diéu tri qua duong ubng duoc giit trong 10ng ban tay ciia mot k§ thuat
vién, mé dugc mé bang ngén tay cdi va ngén tro, va gidng nudi cay duge x4 truc tiép vao
khoang miéng bang cich st dung pipet lap lai quy chiéu Eppendorf® (Hamburg,

Germany).

18 bdi rao kin (8 ga/bai rao; tong 144 ga) dugc phun suong 15 mL mdi bai rao
Lactipro Advance® chira 1,97 x10° CFU/mL Megasphaera elsdenii ching NCIMB 41125
(~1,88 mL/ga). Ga dugc dat trong bon nhua (dai 50 cm x rdng 35 cm, x sdu 40 cm), va
gibng nuoi cy dugc dua 1én bé mit co thé ctia du6i dang phun swong st dung thiét bi phun
tudi khi nén duge lip dau phun swong. Cac con ga dd duge phun suong duoc xir Iy bdi
nhan vién dugc chi dinh va dugc dat trong vat mang dé can, ung dung va chuyén sang bai

rao kin dé giam thiéu su nhiém chéo.

18 bai rio kin (8 gi/bai rao; tbng 144 ga) dugc nhan ché phdm réc tron bé mat (hdn
hop cua khiu phan an va Megasphaera elsdenii dong kho) chira 1,18 x 107 CFU/g
Megasphaera elsdenii ching NCIMB 41125 véi ty 1€ mot phén tu mudng ca phé cho mdi
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con ga. Ché pham diéu tri dugc thém tryc tiép vao méng cung cap thire dn mdi ngay ltc

1300 h bat ddu vao ngay 10 ctia qua trinh thtt nghiém.

18 bai rao kin con lai (8 ga/bai rao; tong 144 ga) dugc dung lam d6i chung va khong
tiép xtic v6i san phim probiotic. Ga déi ching dugc xt Iy bdi cac nhan vién duge chi dinh
va dugc dat trong cac vat mang dugc chi dinh dé can va chuyén béi rao kin dé giam thiéu
viéc nhiém chéo béi cic ga duge diéu tri.

B. Thiét ké thir nghiém va cdc ché phédm diéu tri - Nghién ciru 2

18 mAu giéng nhau ctia hai nhém didu tri, dugc nhét boi diy chudng nudi ga nhét
va bang cac bac duoc thuc hién bang cach sir dung 500 ga con hudng thit Cobb ngay tubi
(Cobb-Vantress ¢ Siloam Springs, Arkansas). Cac nhém didu tri 1a dbi chimg (khong
probiotic) hoic Megasphaera elsdenii ching NCIMB 41125 déng kho (MS Biotec,
Wamego, Kansas). Ga dugc nhdt trong 108 bai rao kin, va mdi bai rao chira 8 ga khi bt

dau thir nghiém (tong 1152 ga).

Ga duogc chia vao cac nhom g@)m 8 con, va khéi lugng cua mdi nhém dugc ghi lai.
Ga duogc xur ly theo khdi, va cac nhom diéu tri thir nghiém dugc phan chia ngau nhién vao
bai rao kin trong timg khéi. 18 bai ro kin (8 ga/bai rao; tbng 144 con) dwgc nhan ché pham
réc tron bé mat (hdn hop clia khiu phan an va Megasphaera elsdenii ddng kho) chira 1,18
x 107 CFU/g Megasphaera elsdenii chung NCIMB 41125 véi ty 1€ mot phan tu mudng ca
phé cho mdi con ga. Céc ché phim diéu tri da duoc thém truc tiép vao méang cung cap thire

4n mdi ngay lic 1300 gior bat ddu vao ngay 10 cta qua trinh thir nghiém.

18 bai rao kin con lai (8 ga/bai rao; tong 144 ga) dugc dung lam d6i chig, va khong
tiép xtic voi san phim probiotic. Ga déi ching duge xtt 1y boi cac nhan vién dugc chi dinh
va duoc dit trong cac vat mang duoc chi dinh dé can va chuyén sang bi rao kin dé giam

thiéu su nhiém chéo béi cac ga da duge xu ly.
C. Cho dn va Cho uong nudc — Cdc nghién citu 1 va 2

Nuéc sach c6 san tuy thich. Trude khi dat ga vao bai rao kin, 9,5 kg ché do an giai
doan khéi dong thong thuong (Bang 12) duoc dit vao mang cung cép thirc an doc theo

moi bai rao.
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Béng 12. Thanh phén ciia khau phan an thir nghiém®

Thanh phan

Ngb nghién 55,26
B6t dau nanh (47% CP) 37,15
Dau déu nanh 3,10
D4 voi nghién 1,45
Biofos 21% 1,70
Muébi 0,37
Natri bicacbonat 0,22
Hon hop vitamin cho gia cAm 0,25
L-lysin hydroclorua 0,33
L-Metionin 0,13
L-Threonin 0,04

“Khau phan an dugc tao vién qua 16 khuén 3mm, dugce lam lanh, va nghién v

Thitc dn dugc bd sung khi cin d& dam bao an tuy thich trong sudt qua trinh nghién
ctru. Khi két thiic (ngay 18) thir nghiém, thic dn chua duge tiéu thu dugc 14y ra khoi mdi -
mang, dugc can, va dugc ghi lai. Téng thitc an duogc tiéu thu theo bai rao duogc tinh 1a su
chénh léch gitra lugng dugce thém vao va lugng thu hdi tir mang. Mirc hdp thu thirc in hang
ngay cho mdi ga duoc tinh 1a: Téng luong thirc 4n tiéu thy + [s6 ddu hang ngay trong bai

rao x tong sd ngay an]
D.  Khéi lwong ciia g - Cdc nghién citu 1 va 2

Tai thoi diém két thiic nghién ctru, tht ca ga trong bii rao dwoc dit vao bon (dai 50
cm x rong 35 cm, x sdu 40 cm) va dugc can. Khéi lugng cua bon dugc can trude khi cho
ga vao va dugce trir cho tdng can nang dé xac dinh c4n ning cua ga trong bai rao. Xac dinh
s lugng dau cling dugc thuc hién & thoi diém nay.

E. Phén tich thong ké - Cdc nghién ciru 1 va 2

Dir liéu dugc phén tich st dung quy trinh hdn hop ctia SAS® phan mém 9.4. Mo
hinh bao gdm téc dong ¢b dinh l1a viéc diéu tri, tic dong ngdu nhién la khoi, va bai rao 1a
don vi thir nghiém. Mirc ¢6 y nghia khi P < 0,05. Sy khac biét giira cac gia tri trung binh
binh phuong ti thidu dugc x4c dinh bing cach sir dung tity bién PDff ctia phan mém

SAS®.
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F. Két qua - Cdc nghién ctru 1 va 2

Péi v6i 1, ga huéng thit & tit ca cac nhom didu tri thé hién muc hap thu thic an
hang ngay, mirc ting can trung binh hang ngdy, muc ting can:thirc &n, va ty 1& chét twong

tu.

Tuy nhién, nhu dugc thé hién trén Béng 13, nghién ctru 2 da thé hién rang mirc ting
can trung binh hang ngay (P = 0,02) va mirc tang can:thirc an (P = 0,04) déu 16n hon & ga
dugc nhan Megasphaera elsdenii dong kho khi so sanh v6i ga d6i ching. Xem FIG. 21,
thé hién ty 1& thirc dn:muic ting cAn. Mirc hip thu thite an va ty 1€ chét khong khac biét gitra

cac nhom diéu tri.

Bang 13. Anh huéng ctia Megasphaera elsdenii 1én nang sut ctia ga hudng thit (Nghién ctu 2)

Muc Doi chitng®  Pong kho! SEM? Gia tri PH
S4, bai rao 18 18 - -
ADG!, g 27,62 29,0° 0,43 0,02
Hép thu thirc &n, g/ngdy 36,2 36,5 0,54 0,70
Tang trong:thirc 4n 0,762 0,80° 0,01 0,04

Ty 18 chét, % 2,08 0,69 0,93 0,31

! Tang trong hang ngdy trung

2 Sai s6 chuan cta gia tri trung

+ DPiu tri d6i ching, khong c6 probiotic

T Megasphaera elsdenii ddong kho duoc ding hang ngay ¢ dang ché phdm ric trén bé mit
11 Gia tri P- cho kiém dinh F toan bd mau

25 Gi4 tri trung binh trong mdi dong c6 céc chi s6 trén khéc nhau 13 khac nhau & P < 0,05

Vi du 10: Anh huéng ciia Megasphaera elsdenii 1én qua trinh 1én men trong manh trang

ngua
A Thiét ké thir nghiém va cdc nhém diéu tri

8 goc chin cua ngua, 4 ngua cdi va 4 ngua duc (thé trong trung binh = 540 kg; SEM
=75 kg), true d6 dwoc 1ip 6ng hit canula manh trang (Beard et al., JAS 89(8): 2425-2429
(2011)), duogc st dung theo kidu bd tri 6 vudng la tinh khéng ddy da 3 x 3 (nhém dicu tri x
ngua) duoc lap lai qua 3 khoang thoi gian didu tri. M&i giai doan diéu tri dugc cach boi
khoang thdi gian ngung thudc 28 ngay. Cac nhom diéu tri 1a (1) d6i ching am (khong M.
elsdenii; @i chting), (2) 50 mL giéng nuoi cdy méi chira 1,97 x 10° CFU/mL M. elsdenii
chiing NCIMB 41125 (Lactipro Advance®, MS Biotec, Wamego, Kansas) dugc dung dudi
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dang liéu thudc nuée qua duong udng (Thubc nuée), va (3) 0,40 g gidng nudi cdy dong
kho6 chtta 7,02 x 108 CFU/mL M. elsdenii ching NCIMB 41125 (MS Biotec, Wamego,
Kansas) duogc dung qua 2 ché phim diéu tri chira mat duong (Pong kho). Ngua duoc phén

chia ngdu nhién vao cic nhém diéu tri (Bang 14).

Bang 14. Phan bo diéu tri
Nguwa ID Giai doan 1 TRT  Giai doan 2 TRT Giai doan 3 TRT

0 Pong kho? D6i chimg! Thubc nudc?
1 Dbi chimg Thubc nude Péng kho

2 Thubc nuée Péng kho Déi ching

3 Déi ching Thube nudce DPong khé

4 Thubc nuée Péi ching Dong kho

6 Thubc nuée Dong kho Dbi ching

7 Dong kho Thude nuée Péi chimg
10 Dong kho Dbi chiing Thude nude

I Pbi chimg — khong duoc diéu tri bang M. elsdenii

2 Lidu thube nude — ngua dugc nhén 30 mL M. elsdenii dudi dang ché phim
ding qua dudong ubng (1,97 x 10° CFU/mL) khi bét ¢iu mdi giai doan diéu tri

3 Pong khd — ngua duge nhan M. elsdenii hang ngay dudi dang bot dong kho
trung binh 7,02 x 108 CFU/mL trong 2 ché phim diéu tri chtra mat dudong

Ngua dugc nhét trong cac chudng riéng r& (3,05 x 3,66 m) trong nha kho va dugc
trai ddm thong. Ngua duoc phan chia ngiu nhién vao cac chudng khac nhau cho mdi giai
doan diéu trj boi c6 thé co bét ky su thay dbi vé mirc thong gi6 hodc nhiét do dwa trén vi

tri trong chudng. Ngua dugc di bd hang ngay dé luyén tap trong qua trinh thir nghiém.

Ngua dugc nhan lidu thubc nuée qua duong ubng duge dung theo liéu ngay truéc
khi cho #n vao ngay 1 ctia mdi giai doan didu tri voi 50 mL gidng nudi cdy méi chira 1,97
x 10 CFU/mL M. elsdenii ching NCIMB 41125 sir dung mot thiét bi dinh li€u thao tdc
bang tay (thiét bi phun tu dong kha bién 60 mL, MKIIL NJ Phillips, NSW, Australia).
Tru6e khi ding giéng nudi cdy probiotic, thi gibng nudi cdy méi 5 L duge lic manh dé
ddng nhét héa cac thanh phan. Mot thiét bi dinh lidu thao tic bang tay dugc gin vao tii
bang cach sir dung éng Tygon va vat chira dugc dién day. Khoang 100 dén 200 mL giéng
nudi cdy duge xa vao vat chira rdc dé dam bao bng va thiét bi khong co oxy.

Ngua trong nhém didu tri probiotic dong khd duge nhan 2 ché pham diéu tri chira
ngd va mat dudng bao gbm san phdm doéng khod trudce khi dn sang mdi ngay. M. elsdenii
chung NCIMB 41125 dugc dong kho tir truée khi nghién ctru va duge bao gdi trong goi
nho bit kin chan khéng chira khoang 0,40 g vi khuén dong kho véi trung binh 7,02 x 108
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CFU/mL M. elsdenii. Mot mAu duoc dan méng mdi ngay dé dam bao khé ning sbng cua
vi khudn théng nhét trong mdi giai doan thtr nghiém. Néu ngua tir chéi diéu tri, san pham
dong kho dugc dung bang tay dudi dang vién thudc 16n.

Céc con ngua con lai khong tiép xfic v&i probiotic trong sudt giai doan trong d6
ching ding 1am dbi chimg.
B. Cho dn va cho uéng nuéce

Trong khoang thoi gian diéu tri, ngwa duoc cho 4n hai 14n mdi ngay bang co khd va
thé o chia déu gitra hai 1an cho n. Mdi ngua duge cho an 1% thé trong ctia n6 khi dugc
cho dn ¢6 yén mach mdi ngay (Bang 15).

Bang 15. Phén tich dinh dudng ché do in

Thanh phén trén co sé chit khé

(DM), % Co yén mach 1°  Cé yén mach 2®  Chit c6°
DM 90,5 92 87,9
Protein thd (CP) 8,2 8,4 14,5
Chét xo xtr ly bang chit ty axit (ADF) 39,2 422 8,1
Chat xo xir 1y bang chit tdy trung tinh va 63,9 68,9 15,8
amylaza (aNDF)

M& tho 2,5 2,1 -

Tinh bot 1,6 0,8 -

Tro 7,27 6,93 -

Nang lugng tiéu hoa (DE) Mcal/kg 2,05 0,87 1,6
Canxi 0,38 0,3 ,87
Phospho 0,15 0,22 74
Magie 0,17 0,16 17
Kali 1,50 1,74 88

2 Cho an & ty 16 1% thé trong khi dn/ngay trong thoi gian diéu tri

® Cho an iy thich trong khi ngimg dieu tri o ’

¢ Chi an v6i luong tang dan 13 0,2% thé trong khi dn/ngay dén toi da 1% thé trong khi &n trong thoi
gian di€u tri

M&di ngua duoc ting cuong 1% thé trong cua nd chét cb duoc tao két cu (phan tich

trong Bang 15, & trén, ché phim trong Bang 16, duéi day) ¢ ty 1& 0,2% thé trong cia nd
mdi ngay tir ngdy 1 dén ngay 5 va sau d6 duy tri & 1% BW AF vé hat trong ngay 5 dén
ngay 7. TAt ci céc con ngya tur chdi duoc can va duge ghi lai. Cac chudng duoc trang bi
hé théng cép nudc tu dong dé cép nudc sach, tuy thich. Hé théng cép nudc dugc lam sach

va duoc kiém tra chirc ning thich hop nhiéu 1an mdi ngay.
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Bang 16. Thanh phén cia chit c6 thir nghiém?

Thanh phin, % trong ché Mikc bao gom

Ngb 20,00
Yén mach 61,67
Mit duong 10,00
B6t dau nanh, 48% 5,22
Dé voi 1,25%
Mubi 0,50%
Mono Canxi 1,02%
Vit A 30,000 0,01%
Vit D 30,000 0,00%
Vit E 20,000 0,25%
Cu Sulfat 0,01%
Zn Oxit 0,01%
Na Selenit 0,06%

“E}uqc an trong qué trinh diéu tri voi lugng ting dan tir 0,2% thé trong khi dn/ngay
dén toi da 1% thé trong khi &n
Trong thoi gian ngung st dung ché pham diéu tri ngwa dugc nhét trong mot 16 kho
va duoc duy tri ché d6 an co yén mach kho tuy thich (Bang **). Ngua dugc cén tai thoi
diém két thac mdi giai doan ngimg diéu tri dé dam bao tinh toan chinh x4c lugng thirc an

duoc cung cp trong sudt thoi gian diéu tri.
C. Quy trinh ldy mdu

Cac mau manh trang dugc thu thip qua 6ng canula manh tring mdi 4 gio trong mdi
khoang thoi gian diéu tri 7 ngay. Ngua dugc cho an lic 10:00 gio va 22:00 gio mdi ngay
va cac mau duoc thu thap luc 4, 8 va 12 gid sau khi an trude 14n an sau d6. Vao ngay 0 cla
mdi giai doan diéu tri, cac mau duoc thu thap trude khi dung theo lidu hodc cho #n dé thiét
1ap céc gia tri do pH, VFA va quﬁn thé M. elsdenii co ban trong rudt cudi.

Céc mAu duge thu thap bang viéc loai bo nép 6ng canula va 14y thanh phin manh
trang khi chung chay ra khoi éng canula. Dich manh trang dugc loc qua bbn 16p vai mong,
va sau do duoc dit vao cbe dung mau 100 ml. Néu mot mau thich hop khong duoc thu thap

béng dong trong luc, mdt may bom cAm tay da dugc su dung dé chiét thanh phﬁn manh
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trang. Luc 10:00 gio vao cac ngay 0, 1,3 va 7, cac mAu manh trang bd sung duge thu thap
dé phén tich PCR. Trong giai doan diéu tri th nhét, cac mau duge thu thap chua duge loc
trong cac lo nhip nhay HDPE 20mL (Fischer Sci.; 03-337-23B). Cac mau chua duoc loc
nay c6 thach thirc trong viéc tich mau dé chiét xuit ADN, vi thé trong hai giai doan diéu
tri con lai, dich manh trang da loc dugc thu thép trong céac 6ng ly tdm hinh nén Falcon
50mL (Corning Inc. 352070; Corning, NY) va dugc dong lanh nay ¢ -80°C dé doi phan
tich PCR. K¥ thuét vién thay gang tay giita mdi con ngua.

D.  Phan tich @ pH va axit béo dé bay hoi ciia manh trang

D6 pH cua dich manh trang da loc dugc xac dinh ngay sau khi thu thap béng cach
st dung dung do do pH cam tay (Thermo Scientific Orion dung do d6 pH cAm tay 3 sao,
Waltham, MA; Accumet probe). Sau khi d§ pH duoc ghi, mau dugc chuyén voi phﬁn phan
wéc 1 mL vao trong 2 6ng vi ly tAm va dugc tron v6i 0,25 mL axit meta-phosphoric 25%
dé khir protein. C4c mAu dugc dong lanh & nhiét do -18°C trong it nhét 24 gid trude khi
phén tich VFA.

Céc miu manh trang dugc axit hoa va déng lanh duoc rd dong va dugc lam dong
nhét bang cach sir dung thiét bi trén xody va duge ly tAim & 24 x g trong 18 phut. Sau do6
dich ndi dugc chuyén sang lo sic ky khi. Cé4c axit béo dé bay hoi dugc xac dinh bang cach
st dung sic ky khi Agilent 7890 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) dugc lap cot
mao quan DB-WAX (d9 day mang 10 mm x 0,10 mm x 0,1 mm; Agilent and J&W
columns, Santa Clara, CA) va bd phat hién ion héa ngon ltra . Hydro dugc sir dung lam khi
mang & luu luong 46 cm/gidy, voi bom phédn tach 1uL va dong phéan tach 50:1. Nhiét do
16 ban ddu 14 70°C va nhiét d6 duoc tang 1én 15°C/phut dén 130°C, sau d6 ting theo tdc
d6 60°C/phit dén 220°C va dugc gitt trong 2 phut. Nhiét do dAu vao va dau do twong tng
12 260 °C va 300 °C. Axit béo dé bay hoi dugc dinh lugng bang céach so sanh véi cac chét
chuén d4 biét (Supelco Volatile Fatty Acid Standard Mix; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
bao gém axetat, Propionat, Isobutyrat, Butyrat, Isovalerat, Valerat, Isocaproat, Caproat va

Heptanoat.
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E.  Phdn tich thong ké

Dit liéu dugc phan tich bing cach sir dung quy trinh Glimmix cta phin mém SAS®
phién ban 9.4. M6 hinh bao gdm tic dong ¢b dinh 1a diéu tri va tic dong ngu nhién Ia
ngua, tuong tac giai doan va diéu tri theo giai doan. Ngwa dugc dung lam don vi thir
nghiém. Anh huéng ctia viée didu tri voi sb gidr trong ngay la khong dang ké doi vé6i thong
s6 bAt ky va vi thé dugc loai trir khoi mo hinh. Viée ¢6 y nghia khi P < 0,05, va xu huéng
duogce xem xét 12 0,05 < P < 0,10. Su khac biét gitta cac gia tri trung binh binh phuong tdi
thidu dwoc x4c dinh bing cach st dung tiry bién PDIff ctia phin mém SAS®.

F. Két qua

D06 pH manh trang c6 xu huéng 16n hon ¢ ngua dugc diéu tri bang M. elsdenii so
vé6i dbi chimg do viée két hop cic hat trong ché do an ting. Xem FIG. 22. B9 pH manh
trang cua ngua dugc dung M. elsdenii dudi dang lidu thubc nude ding qua duong udng la
cao hon dbi chiing vao ngay 5 (twong tng 12 7,00 va 7,19; P = 0,09), ngay thi nhat trong
d6 toan bod ngii cbc duoc cho dn. Vao ngdy 7, ngua nhan M. elsdenii duéi dang ché phdm
dong khd c6 xu hudng c6 do pH manh trang (7,19) 16n hon dbi chung (6,99; P = 0,09).

Bang 17 Thé hién profin VFA cta cac nhém diéu tri.

Bang 17. Anh huéng ctia M. elsdenii 1én profin VFA manh trang ngua

Giatri P
Poi Thuoc .
Muc* Ngay chimg!  nuéc? DPong kho® SEM DPiéutri®  Nguoc lai™
Axetat 0 47,000 430340 4573 A 5,928 D 0,55
5 43,7242 40,88%° 40,0842
6 39,4140 385348 355440
7 38,36 36,63%% 36,3940
Propionat 0 14,868 14,]28ad |5 g]Aabe 3,078 D 0,54
5 19,224-2  18.80A-Pc 18,2540
6 17,844-2¢ 17.674¢ 15,08~
7 16,78%¢ 15,2449 14,54%¢
Axepat: 0 350ha 33600 34748 0,252 D 0,55
Propionat ¢ 237Ab  230Ab g 3pAb
6 23340 220AD 2,464
7 24140 2.60M¢ 2,83B:¢
Butyrat 0 510A8  406A®  45gA 0,900 D 0,45
5 47042 4,18A2 40040
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6 4,152 3,674% 3814
7 3,53 336"  3,57%°
Isobutyrat 0 0014 -0.0]ABa (12B.2 0,051 | 0,25
5 0,0142  0,024° 0,074-2
6 0,0042 0,054 0,034
7 0,00~2  0,05%2 0,044-®
Valerat 0 01658 0,04M 0 0,104 @ 0,096 I 0,31
5 0,14%2  0,05B2 0,084-°
6 0,1242  0,0742 0,134
7 0,04%° 0,072 0,15%2
Caproat 0 0,000 0,000 0.007 0,0120 -- 0,57
5 0,000 0,000 0,000
6 0,000 0,000 0,007
7 0,000 0,000 0,015
Tong VFA 0 67145 6146MD 664450 9,487 D 0,54
5 67,8240 63,9740 62,73%2
6 61,5342 60,06~  54,60%°
7 58,7342 554342 54 6940

* Nong d6 VFA duoc thong bao theo mM

'Pbi chimg — khong duoc didu tri bang M. elsdenii

2Liéu thube nudc — ngua duoc nhan 50 mL M. elsdenii du6i dang dua qua éng vao da day (1,97
x 10° CFU/mL) khi bat ddu mdi giai doan diéu tri

3 Pong kho — ngua duge nhan M. elsdenii hang ngay dudi dang bot dong khé trung binh 7,02 x
108 CFU/mL trong 2 ché pham diéu tri chtra mat duong

“T=Anh huong cua viée diéu tri; D = Anh hudéng cua ngay 14y mau; I = Tuong tc gitta viéc didu
tri va ngay lay mau; P<0,05

" Tuong phan ‘M. elsdenii voi. Dbi ching’

A-B C4c gid tri trung binh & m01 dong khdng c6 chi s trén glong nhau 1a khac nhau & P<0,05

b C4c gi4 tri trung binh & mdi cdt khong c6 chi s6 trén gidng nhau 1a khic nhau & P<0,05

Viéc b sung M. elsdenii khdong anh hudng dén ndng do axetat hodc propionat trong
manh trang (P > 0,10; Béng **) . Tuy nhién, sy tuong tac gitta viéc diéu trj theo ngay duogc
phaét hién véi ty 1€ axetat: Propionat (A:P) (P < 0,05). Ty 1¢ A:P manh trang vao ngay 7 ¢
ngua duoc nhin M. elsdenii dong kho (2,83) 16n hon ngua khong dugc nhan M. elsdenii
(2,41) hodc dugc nhan M. elsdenii duéi dang lidu thube nude dung qua dudng miéng (2,60;
P < 0,05). Valerat manh trang vao ngay 7 & ngua duoc nhan M. elsdenii ddng kho (0,15
mM) 16n hon dong vat d6i ching (0,04 mM) hodc dugc nhén lidu thudc nuéc dung qua
duong miéng chira M. elsdenii (0,07 mM; P < 0,02). Valerat manh trang trong ngua duoc
phun 1én co thé vao ngay 5 nhé hon dong vat d6i chimg (P < 0,01); tuy nhién, twong tu
v6i ngua duoc didu tri bing M. elsdenii dong kho (P > 0,10). Nong do heptanoat va
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isocaproat khong dang ké, va khong c6 tac dung twong tac hodc didu tri dugc phat hién, vi

thé cac VFA dugc loai trir khéi Bang **.

D6 pH va san pham 1én men manh trang bi anh huéng nhidu nhét béi viéc bo sung

M. elsdenii tir ngay 5 dén ngay 7, ngdy trong d6 lugng ngii cde tdi da da duoc tidu thy.

Vi du 11: Danh gia hiéu qua cda viéc dung gibng nubdi cdy 1ong Megasphaera elsdenii

NCIMB 41125 (Lactipro®) ¢ ga huéng thit

Nghién ctru hi€u suét ga huoéng thit thir nghiém duoc thyc hién & Tap doan nghién
ctru da nganh Virginia dé danh gia hiéu qua cua Megasphaera elsdenii NCIMB 41125 dugc

phun suong hodc dua qua 6ng vao da day 1én hiéu suét sinh truong cla ga con hudng thit.

Ga gibng huéng thit (n=720) dugc chung ngira bang cach phun Coccivac-B vao
ngay 0 duge chia nghu nhién vao 6 nhém diéu tri sau: (1) nhém dbi chimg am khong nhan
Megasphaera (nCON), (2) nhém phun suong nhan M. elsdenii NCIMB 41125 vao ngay 0
bang cach phun swong (1-2 mL/ga) khi & trong trai san xuét gidng cua ching (d0 Mist), (3)
nhom dua qua dng vao da day vao ngay 7 nhan 2 mL M. elsdenii NCIMB 41125 ngay 7
bang ché phdm ding qua duong ubng sau khi do6i an 2 gio va khat nude 1 gio (d7 GAV),
(4) nhom dua qua dng vao da day ngdy 14 nhan 5 mL M. elsdenii NCIMB 41125 vao ngay
14 béi ché phdm dung qua duong udng sau khi d6i an 2 git va khat nude 1 gio (d14 GAV),
(5) nhom dua qua 6ng vao da day ngay 21 nhén 10 mL M. elsdenii NCIMB 41125 vao

‘ngay 21 boi ché phim diung qua dudng udng sau khi d6i dn 2 gio va khat nude 1 gio (d21
GAV), va 6) nhom ddi chimg duong (pCON) khong nhan Megasphaera nhung nhan thirc
an giai doan khoi dong va tang trudng dugc didu tri bang BMD (50 g/t) va thtic an giai
doan dugc didu tri bang Stafac (20 g/t).

MB&i nhém dai dién bang 4 16ng chira 30 con mdi 16ng. Ché do an ubng cung cip
cho ga nhu sau: thirc dn giai doan khéi dong tir ngay 0-18, thirc an giai doan tang truong
tr ngay 18-35, va thirc an giai doan hoan thién tir ngay 35-39. Khéi luong clia dong vat,
mirc tiéu thu thirc dn, va mtrc chuyén hoa thirc an dugc ghi lai trong khoang thoi gian thir

nghiém 39 ngay.
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Bang 18: Hiéu suit ga huéng thit dwgc xac dinh sau 25 va 39 ngay cho an.

, nCON pCON  do0Mist d7GAV dl4 GAV d21 GAV
Khdi luong hoi ngay 25, 2,288° 2,288? 2,237%  2,160° 2,212%  2,188°

Ibs

FCR, ngay 1-25 1,5312 1,516 1,430P 1,555% 1,5312 1,5712
Ty 1é chet ngay 25, %  0,00° 0,00 0,00 0,83% 0,002 1,67°
Khéi luong hoi ngay 39, 4,713° 5,100° 4,886 4,880° 5,1212 4,9072

Ibs

FCR, ngay 1-39 1,814° 1,754% 1,739 1,771®  1,715% 1,674

Ty 1& chét ngay 39, % 0,017 0,00% 0,832 1,672 1,67° 3,332

.5 Gigtri trung binh trong mdi hang v&i chi so trén khac nhau 1a khac nhau & P<0,05.

Cac két qua duoc trinh bay trén Bang 18. Ty 18 chét tong s6 khong khéc biét giita
cac nhom didu tri (Bang 18). Mitc chuyén hoa thire &n dbi véi Nhém d0 Mist thdp hon mot
cach dang ké so v6i tht ca cac nhom didu tri vao ngay 25 voi sy cai thién 5,3% so vé1 pCON
va cai thién 6,5% so v6i nCON. Sau 39 ngay cho an, mirc chuyén hoéa thirc dn clia nhém
dugc diéu tri bang Megasphaera elsdenii khong khac biét mot cach dang ké véi pCON
nhung c¢6 xu huéng thip hon vé s lugng ngoai trir d7 GAV. Murc chuyén hoa thirc in d6i
v6i nhom d21 GAV thép hon mot cach déng ké so voi nCON véi mire cai thién 7,7% vé

murc chuyén hoéa thue an.

Vi du 12: Nubi cdy cac ching M. elsdenii khac nhau trén mdi trudng sinh truong béan xdc

dinh duoc bd sung hai ngudn cacbon
A, Thiét ké thir nghiém

Céac ching vi khuan dudi ddy dwgc st dung trong vi du nay: (1) Megasphaera
elsdenii NCIMB 41125, (2) Megasphaera elsdenii ATCC 25940, (3) Megasphaera
elsdenii NCIMB 702261, (4) Megasphaera elsdenii NCIMB 702262, va (5) Megasphaera
elsdenii NCIMB 702410.

T4t ca cac chung dugc nudi cdy trong céc chai huyét thanh trén mdi truong sinh
trrdng lactat ban xac dinh. Sau do gidng nudi cdy thu duge duoc st dung dé ching dia 96
16 chtra m6i trudmg sinh trudng ban xac dinh duge bd sung hai ngudn cacbon: Na-lactat va
glucoza bao g6m 60% lactat va 40% glucoza, 70% lactat va 30% glucoza, hodc 40% lactat

va 60% glucoza.

Céc dia 96 13 sau d6 dugc u & 39°C trong diéu kién yém khi va mat do quang (600

nm) duoc tu dong ghi lai tai cac khoang thoi gian 15 phut.
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B. Phdn tich dédc diém sinh truéng cua cde ching M. elsdenii trén cdc moi truong chita

hai nguon cacbon

Céc dudng cong sinh trudng thu dugc tir cic modi truong ban x4c dinh khac nhau va
v6i cac ching M. elsdenii khac nhau dugc 1ap do thi, v6i thoi gian nuoi cay trén truc x-va

gia tri doc mat do quang trén trucy, dé so sanh dic diém sinh trudng (FIG. 23-25).

Tét ca cac ching M. elsdenii dugc thir nghiém trong thir nghiém thé hién dic diém
sinh trudéng tuwong tu khi dwoc nudi cAy trén mdi truong ban xac dinh bao gb6m 60% lactat

va 40% glucoza, 70% lactat va 30% glucoza, hoac 40% lactat va 60% glucoza.

Vi du 13: Nubi cdy cac ching M. elsdenii khac nhau trén moi trudng sinh truéng ban xac

dinh dugc bd sung dugc bd sung hai ngudn cacbon theo d&i béi cac té bao dong kho
A.  Thiét ké thir nghiém

Céc chung vi khuin duéi day duoc s dung trong vi du nay: (1) Megasphaera
elsdenii NCIMB 41125, (2) Megasphaera elsdenii ATCC 25940, (3) Megasphaera
elsdenii NCIMB 702261, (4) Megasphaera elsdenii NCIMB 702262, va (5) Megasphaera
elsdenii NCIMB 702410.

Tét ca cac ching dugc nudi ciy trong céac chai huyét thanh trén méi trudng sinh
trrdng lactat ban xac dinh. Céac gidng nuoi cdy thu duoc sau d6 duge s dung dé ching
vao binh 1én men 5-L chtra mdi truong sinh trudéng ban xdc dinh dugc b6 sung hai ngudn
cacbon: Na-lactat va glucoza bao gdm 60% lactat va 40% glucoza hodc 70% lactat va 30%

glucoza.

Mau céc giéng nuoi céy duoc thu thap sau 8, 10, 12, 14, va 16 gio¢ sinh truéng, dugc
1am ngudi xubng nhiét do trong phong va té bao duoc thu hoach theo cach vo trung va yém
khi bing cach loai bé 99% chat long. Phn ¢b dic dugc tron v6i dung dich chat bao quan
dong lanh (sucroza) ¢ ty 1€ 1/5, trong cac diéu kién vo tring va yém khi, dé thu dugc ndng
do sucroza cudi cung 1a 5% khdi luo’ng/thé tich. Hon hop dugc léy mau dé xac dinh néng

d6 M. elsdenii trudc dong kho (fike Ia, s6 té bao sdng sot).

Phén phan wéc ctia hdn hop tao thanh dugc chuyén sang lo 10 mL (4 mL/lo) va
dong lanh nhanh trong nito long. Lo dugc chuyén sang thiét bi dong kho dé duoc dong khod
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sau chu trinh nhanh. Khi viéc dong kho6 hoan thanh, kha nang sdng cta vi khuén dugc xac
dinh bang cach huyén phu lai san pham duogc dong kho trong budng yém khi véi chét pha
loang yém khi, dé tai hydrat trong 40 phut & nhiét do trong phong, va sau dé ciy trén aga
lactat ban xac dinh (k¢ la, tinh té bao sdng).

Mirc t6n thit t& bao duge tinh bing cach trir ndng dd M. elsdenii duge thu héi sau

dong kho tir ndng do M. elsdenii ban dau (trude dong kho).

B. So sdnh mikc tén that té bao sau dong khé ciia cdc ching M. elsdenii khdc nhau trén
cdc méi trieong bdn xdc dinh khdc nhau, dwoc thu hoach va dong khé ¢ cdc thoi diém khdc

nhau trong qud trinh sinh truong

Tét ca cac ching M. elsdenii dugce thir nghiém trong thir nghiém nay thu dugc té
bao séng sau dong kho. Gidi han tdn that té bao chép nhan duogc duoc thiét 1ap & 1,6 log
CFU/mL. Mt t6n thét t& bao gip phai trong qué trinh déng khd té bao dugc sinh trudng
trén moi truong ban xac dinh chira 70% lactat va 30% glucoza (Bang 19), khong lién quan
dén ching hodc thoi gian thu hoach du thip hon gi6i han chép nhan dugc va nam trong

khoang tir 0,3 dén 1,3 log.

Bang 19: Tdn thét té bao (Log CFU/mL) quan sat dugc sau dong khd & ching M. elsdenii
duoc sinh trudng trén moi truong ban xac dinh bao gém 70% lactat va 30% glucoza, dugc

thu hoach va dong kho sau 8, 10, 12, 14, hodc 16 gio nudi céy.

Thoi gian thu hoach, gio

Chung 8 10 12 14 16

NCIMB 41125 - 0,41 0,46 0,60 0,42
ATCC 25940 0,61 0,56 0,64 0,80 0,61
NCIMB 702261 0,76 0,85 1,09 0,81 1,29
NCIMB 702262 0,65 0,98 1,01 0,96 0,99
NCIMB 702410 0,81 0,83 1,00 1,02 1,20

Muc ton thét té bao gip phai trong qua trinh dong kho té bao duogc sinh trudng trén
moi trudong ban xac dinh chia 60% lactat va 40% glucoza (Bang 20), bi anh hudng nhiéu
hon béi thdi gian thu hoach, nhung it ca cac ching déu dan dén viéc ton that té bao ma
thip hon gi6i han chép nhan duoc trong it nhét ba thoi diém thu hoach. Viée tdi uu hoa
thoi gian thu hoach truée khi sy dong khé c6 thé gitip cai thién hon nita hiéu qué thu hoi

sau qua trinh sdy dong kho.

-06-



41901

Bang 20: Muc ton thét té bao (Log CFU/mL) quan sat dugc sau dong khd & cac ching M.
elsdenii dugce sinh truéng trén moi truong ban xac dinh bao gdbm 60% lactat va 40%

glucoza, duge thu hoach va dong kho sau 8, 10, 12, 14, hoac 16 gid nudi céy.

Thoi gian thu hoach, gio

Chung 8 10 12 14 16

NCIMB 41125 0,34 0,28 0,34 0,37 0,33
ATCC 25940 0,72 1,46 2,01 1,80 1,47
NCIMB 02261 0,74 1,26 1,28 1,48 1,45
NCIMB 02262 0,58 1,19 1,74 1,32 1,80
NCIMB 02410 - 0,70 1,12 1,37 1,19

Toan bd cic phuong phap dugc mo ta trong ban mo ta thu dugc san pham dong kho

chira t& bao séng khong lién quan dén cac chiing Megasphaera elsdenii dugc st dung.
Vi du 14: Bao nang M. elsdenii dong kho va xac dinh do 6n dinh cia ching

Phan ¢b dic M. elsdenii NCIMB 41125 thu dugc qua TFF dugc tron vo trung véi
chét bao quan dong lanh dung dich (sucroza) & ty 1€ 1/5 dé thu dugc ndng do sucroza cudi
cing 5% (khoi lwong/thé tich). Hdn hop dugc dong lanh nhanh trong nito léng va dugc
chuyén sang thiét bi dong kho dé dugc dong kho st dung chu trinh nhanh. Khi viéc dong
kho hoan thanh, kha ning sdng cta vi khudn duoce xac dinh béng cach huyén ph lai san
pham dugc dong kho trong budng yém khi véi chét pha lodng yém khi, dé tai hydrat trong
40 phit ¢ nhiét do trong phong, va sau do cAy trén aga lactat ban xdc dinh.

Bot M. elsdenii dong kho tao thanh sau d6 dugc tron véi chét mang (chét don) va
dugc bao nang bang cach phan tan bot ndy vao dau co chung cit hodc axit stearic di lam
nong. Hoén hop sau d6 dugc lam lanh nhanh va san phém duoc léy mau dé xac dinh kha
ning séng cla vi khudn. Cac mau dugc huyén phu lai trong budng yém khi véi chét pha
lodng yém khi, dugc tron trong 15 gidy, va tai hydrat trong 40 phut ¢ nhiét do trong phong
tru6e khi duge cy trén aga lactat ban xé4c dinh. Thir nghiém dugc 1ap lai ba 1an bang céch
st dung nhiét d6 1am néng khac nhau va cac loai déu khéc nhau (phwong phép 1, 2, va 3).
Phuong phép 1 sir dung nhi¢t do lam nong la 110°C va dau co chung cit 1am nguyén liéu
bao nang. Phuong phép 2 st dung nhiét d6 lam nong 1a 52°C va hdn hgp ctia mono- va di-
glyxerit ctia c4c axit palmitic, stearic, oleic, linoleic, va linolenic 1am nguyén liéu bao nang.
Phuong phéap 3 st dung nhiét do lam néng 1a 65°C va hdn hgp ctia mono- va di-glyxerit

clla céc axit palmitic, stearic, oleic, linoleic, va linolenic lam nguyén li€u bao nang.
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Phin tram tén that dugc tinh bang céch trir ndng d M. elsdenii dugc thu hdi sau khi

bao nang tir ndng do dugc thu hdi sau dong kho va chia cho ndng d6 thu hdi sau dong kho.

Cac mau bd sung duoc thu thap tir sén phim dugc bao nang, st dung phuong phap
2 va phuong phap 3, va bao quan ¢ nhiét do trong phong trong diéu kién hiéu khi trong
thoi gian 4 thang dé dénh gia do dn dinh cta san phim. Cac mau dugc huyén phu lai trong
budng yém khi véi chat pha lodng yém khi, dugc tron trong 15 gidy, va tai hydrat trong 40
phut ¢ nhiét do trong phong trudce khi duoc cdy trén aga lactat ban x4c dinh. FIG. 26 va 27
thé hién do 6n dinh cia M. elsdenii ddng khd dugc bao nang su dung phuong phép 2 hodc
3 chi tén thit khoang 1 log CFU/g.

Bang 21: Phéan trim tdn thit quan sat duoc sau khi bao nang M. elsdenii dong kho st

dung phuong phap 1, 2, hodc 3.

Phan trim ton that sau khi bao nang

Phuong phap 1 83,4 %
Phuong phép 2 24,5 %
Phuong phap 3 32,1 %

Phuong phap 2 va 3 duoc sur dung dé bao nang M. elsdenii dong kho dan dén murc
thu hoi té bao 16n hon 67,9% (Bang 21).

Ngoai ra, cic maiu dong kho duge bao nang theo phuong phap 2 hodc phuong phap
3 din dén viéc giam kha ning sdng cua té bao 13 1 log trong khi bdo quéan & nhiét d trong
phong trong didu kién oxy va do 4m binh thudng trong thoi gian 1én dén 4 thang.

Viéc bao nang M. elsdenii dong kho theo phuong phap 2 va 3 ciing bdo ve¢ cho vi
khudn tranh duoc oxy va do 4m. Qua trinh nay s& cho phép bao quan M. elsdenii dong kho
duogc bao nang ¢ nhiét do trong phong khong can bao go6i dic biét va sé& cho phép b sung
san pham vao thirc an.

Vi du 15: Thoi han st dung ctia M. elsdenii dong khod dugc san xuét & quy md thir nghiém
A, Thiét ké thir nghiém

M¢ 600 L chira moi truong ban xéc dinh bao gb6m 70% lactat va 30% glucoza dugc
sit dung trong thir nghiém dé nuoi M. elsdenii NCIMB 41125. Sau 14 giy u 6 39°C, gibng
nudi cdy thu dugc dugc lam nguodi xubng nhiét do trong phong va té bao dugc thu hoach

bang cach st dung hé théng loc dong tiép tuyén nhu dugc mo ta trong Vi du 2. 90% thé
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tich chét 1ong duge loai bo khoi gidng nudi cdy va sau do phén cd dic dugce tao huyén phit
lai trong dung dich chit bao quan dong lanh & ty 18 1:5 dé thu dugc ndng do sucroza cudi
cung 13 5% khéi lugng/thé tich.

Sau d6 hdn hop duge dong lanh trong nito 16ng, cac vién dong lanh duogc chuyén
sang thiét bi dong kho va dugc dong khd theo chu trinh nhanh. Khi qué trinh dong kho
dugc hoan thanh, bot duoc dong khod duge thu gom va duge bao goi (Bang 22) trong diéu
kién yém khi trong tGi Mylar don doc (“M.e”.) hodc véi maltodextrin lam chét don (“ML.e.

+ Maltodextrin™).

Bang 22: Nap vao tii Mylar

Pong khd bot Maltodextrin ~ Téng khdi hrong tii

M.e. 0,15¢g - 0,15¢g

M.e. + Maltodextrin 0,15¢g 234 ¢ 2,50 g

Nong dd M. elsdenii trong san pham dong khd (3 miu mdi ché phim diéu tri) dugc
x4c dinh bang cach huyén phu lai sin phadm dugc dong kho trong budng yém khi véi chét
pha loang yém khi, tai hydrat trong 40 phat & nhiét do trong phong, va sau d6 cdy 1én trén
aga lactat ban xc dinh (ttc 1a tinh t& bao séng s6t). Nong do M. elsdenii dugc biéu dién 1a

CFU/tai va duge chuyén dbi thanh logarit.
B. Nghién ctru thoi han s dung

Cac tai Mylar chtra cac ché phdm diéu tri khac nhau dugc bdo quan & nhiét do trong
phong (75°F; 25°C) hodc 40°F (4°C). Cac mau bd sung thu dugc sau 0,5, 1,2, 3,4, va 6
thang bao quan va dugc xir ly theo cach gidng nhu mo ta truée day (3 mAu cho mdi ché
pham didu tri tai mdi thoi diém) dé xac dinh thoi han st dung cla san pham. Nong do M,

elsdenii duge bidu dién dudi dang CFU/tui va duge chuyén dbi thanh logarit.

Dit liéu vé thoi han st dung duoc trinh bay trén Fig. 28. Nong d6 M. elsdenii theo
thoi gian bi anh hudng bdi thoi gian bdo quan. Sau 6 thang bao quan, cac mau bao quin &
40°F (4,4°C) 1a 4n dinh khong lién quan dén sy c6 mit hodc Véng mit cia maltodextrin,
trong khi d6 cac miu bao quan ¢ 75°F (23,9°C) ton that khoang 1,6 log d6i v6i ché pham

diéu tri “M.e” va khoang 0,8 log déi v6i ché phim diéu tri “M.e. + Maltodextrin”.
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Vi du 16: Su sinh tredng, méi trudng, nhiét do, va do pH cua té bao vi sinh vat

Vi khuén yém khi c6 thé duge chia thanh ba nhém, (1) cac vi khudn yém khi bat
budc; (2) cac vi khudn yém khi khong bét budc; va (3) céc vi khun yém khi thry y. Céc vi
khudn yém khi bét budc 1a céc vi khudn khong sdng song trong ndng d6 oxy khi quyén
binh thudng. Mot s vi khudn yém khi bét budc co thé sdng sét & diéu kién 1én dén 8%
oxy, trong khi mot s6 khéac khong thé sdng sot trir khi ndéng d6 oxy nhé hon 0,5%. Cac vi
khudn yém khi c6 thé séng v6i su c6 mit cia oxy, nhung khong st dung oxy dé sinh
truéng. Cac vi khuin yém khi tiy v ¢6 thé sir dung oxy dé hd hép hiéu khi, nhung cling c6

thé st dung ho hip yém khi néu khong c6 oxy.

Tuong tw, vi khuan hiéu khi ¢6 thé dugc chia thanh hai nhém: (1) vi khuan hiéu khi
bt budc; va (2) vi khuin hiéu khi. Vi khudn hiéu khi bét bude cin oxy dé thuc hién ho hip
té bao va c6 thé sdng & ndng dd oxy trong khi quyén binh thuong. Vi khudn hiéu khi can

oxy dé sinh truéng té bao, nhung bi t6n hai béi ndéng dd oxy trong khi quyén binh thurong.

N4m men 1 vi sinh vat don bao nhan chuén dugc phan loai 1a thanh vién thudc gidi

naAm. NAm men c6 thé 1a vi khuan hiéu khi bat budc hodc cac vi khuan yeém khi tuy y.

Megasphaera, nhu M. elsdenii va Bifidobacterium, nhu B. breve 1a loai dién hinh
clia cac vi khudn yém khi bat budc. Lactobacillus, nhu L. plantarum va Bifidobacterium,
nhur B. animalis subsp. lactis 12 loai dién hinh cta céc vi khudn yém khi khong bét budc.
Pediococcus, nhu P. acidilactici va Lactobacillus, nhu L. casei 1a loai dién hinh cua céac vi
khudn yém khi tity ¥. Bacillus, nhu B. subtilis 1a loai dién hinh cta vi khudn hiéu hi bét

budc. Saccharomyces, nhu S. boulardii va S. cerevisiae 1a loai dién hinh ciia ndm men.

Vi khuén hiéu khi, vi khuin yém khi, va nAm men sinh truéng trén méi truong chira
it nhat mot nguén cacbon dugc chon tir nhom gém: casein, lactat, dextroza, fructoza,
fructan, glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat, glyxerol, manitol, sorbitol, sacaroza,
xyloza, mat duong, fucoza, glucosamin, dextran, chit béo, dau, natri axetat, arabinoza,
protein du nanh, protein hoa tan, rafinoza, amyloza, tinh bot, trypton, chét chiét nAm men
va tb hop cta chung. Tuwong tu, vi khuén hiéu khi, vi khuin yém khi, va ndm men sinh
tredng trén moi truong chua it nhét hai ngudn cacbon duoc chon tir nhom gbm: casein,

lactat, dextroza, fructoza, fructan, glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat, glyxerol,
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manitol, sorbitol, sacaroza, xyloza, mat duong, fucoza, glucosamin, dextran, chét béo, dau,
natri axetat, arabinoza, protein ddu nanh, protein hoa tan, rafinoza, amyloza, tinh bot,
trypton, chit chiét nAm men va td hop ctia ching. Vi khuén yém khi sinh trudng trong didu
kién yém khi va véi cac diéu kién oxy can thiét & hd trg qua trinh sinh trudng cia té bao
vi khuin yém khi, va vi khuAn hiéu khi va ndm men sinh truéng trong céac diéu kién oxy
thich hop véi mdi truong chira it nhét hai ngudn cacbon néu trén va & nhiét do nam trong
khoang tir 15° C dén 45° C dbi v6i L. plantarum va 20° C dén 45° C doi v6i B. breve, B.
animalis subsp. lactis, P. acidilactici, L. casei, S. boulardii, va B. subtilis. Nhiét 3o t6i wu
cho céc ching nay 14 37° C, ngoai trir S. cerevisiae, ua thich 30° C. D6 pH ctia moéi truong
nam trong khoang tir 4,0 dén 9, cu thé hon 1a nam trong khoang tir 4o pH 4,0 dén 4,5, 4,5
dén 5.,5,5,5 dén 6,5, 6,5 dén 7.5, 7,5 dén 8,5, hodc 8,5 dén 9,0. Vi sinh vat sinh trudng cho
dén khi pha su sinh truéng theo cAp s nhan két thic, #kc 1, it nhét 1 gio dén 6 gio, 6 giv
dén 12 giv, 12 gid dén 24 gio, 24 giv dén 36 giv, 36 giv dén 48 gid, 48 giv dén 72 giv, 72
gid dén 96 giv, hodc 96 giy dén 120 gio.

Khi méi truong chia it nhét 1 x 103 CFU/g, vi sinh vat dugc thu hoach trong cac
diéu kién thich hop va vi sinh vat duge dong kho va/hodc duge bao nang dé st dung trong

cac ché phém thirc an cho dong vat.

Vidu 17: St dung loc dong tiép tuyén dé co dic gidng nubi cay vi khuan hiéu khi, vi khuan

yem khi, va ndm men

Phuong phap dugc trinh bay trong vi du 2 dugc st dung trong vi du nay voi vi khuin
hiéu khi, vi khuén yém khi, va ndm men duoc boc 1oc trong vi du 16 va stt dung mdi trudng
thich hop dé cho phép té bao vi sinh vét sinh trudng tdi vu. Twong tu v6i Megasphaera
elsdenii, sir dung loc dong tiép tuyén ddi vai vi khuan hiéu khi (Bacillus subtilis), vi khuin
yém khi (Bifidobacterium breve, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium animalis
subsp. lactis, Pediococcus acidilactici, va Lactobacillus casei), va ndm men
(Saccharomyces boulardii va cerevisiae) thu dugc cac két qua twong tur lién quan dén luong
vi sinh vat séng dugc thu hdi trong phan thAm qua va phan cb dic trong thoi gian xt 1y co
ddc. Ngoai ra, quy trinh loc khong anh hudng dén kha ning song cta vi sinh vat hodc kha
ning sinh trudng cua vi sinh vat sau khi loc. Vi thé, vi sinh vét duoc sinh truéng trong canh

thang 16ng, loc va dugc chuin bi dé dong kho, dong kho, va/hoic bao nang.
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Vi du 18: Céc théng s6 dong lanh va dong kho dbi v6i vi khudn hiéu khi, vi khuén yém

khi, va nam men

Pé x4c dinh su anh huéng cla cac thong s6 dong lanh va dong kho khac nhau 1én
cac loai vi khuén hiéu khi, vi khuén yém khi, va nAm men khéc nhau, vi du theo vi du 17
duoc thuc hién. Twong tu v6i Vi du 3, gidi han tdn thét té bao chép nhan duoc duoc thiét

lap 1a 1,6 log CFU/mL.

Phéan c¢6 dic cua Bifidobacterium breve, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium
animalis subsp. lactis, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus casei, Bacillus subtilis,
Saccharomyces boulardii, va Saccharomyces cerevisiae dugc huyén phu lai trong dung
dich chét bao quan dong lanh khong chira chit bao quén dong lanh, sita tach béo, trehaloza,
sucroza, hodc t6 hop ciia chiing truée khi dong kho. Sau dé mbi hén hop dugc chuyén sang
lo va dugc dong lanh chdm & -80°C hodc dong lanh nhanh trong nito 16ng, trude khi duge
dat vao trong thiét bi dong kho dé dugce dong kho bang chu trinh nhanh hodc cham.

Phin ¢6 dic khong dugc tron v6i chat bao quan dong lanh déu c6 mirc ton thét té
bao 16n hon phan ¢6 dic dugc tron v6i dung dich chét bao quan déng lanh va mirc ton that
t€ bao 16n hon ngudng khong lién quan dén chu trinh dong kho hodc phuong phap dong
lanh.

Ngoai ra, tAt ca quy trinh dong kho dugc thir nghiém cho thdy cac san pham co thé
gitt dugc kha nang séng thich hop dé gidng nudi cdy bit dau su sinh truéng sau khi téi
hydrat, ngay ca sau thoi gian bao quan kéo dai tur 4 dén 12 thang & nhiét d6 trong phong
hoic it nhét 4°C.

Vi du 19: Anh huéng ctia didu kién bao quan 1én ning suat va do on dinh cta vi khuén hiéu
khi, vi khuén yém khi, v nAm men dong kho

Céac phuong phap thir nghiém vé kha nang séng cua té bao va vi sinh vat ddc diém
sinh truéng duge trinh bay trong Vi du 4 duoc sir dung trong Vi du nay vdi vi khuan hiéu
khi, vi khuin yém khi, va nidm men duoc boc 16 trong Vi du 16 va st dung mdi truong
thich hop dé cho phép té bao vi sinh vét sinh truéng toi wu.

Pé xdc dinh sy anh hudng cla quy trinh dong kho va diéu kién bao quéan lén dic

diém sinh truéng va thoi han st dung cua Bifidobacterium breve, Lactobacillus plantarum,
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Bifidobacterium animalis subsp. lactis, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus casei,
Bacillus subtilis, Saccharomyces boulardii, va Saccharomyces cerevisiae, Cac gidng nubi
céy dong kho dugc san xuét trong Vi du 18 sau d6 dugc thir nghi€ém vé cac dac diém sinh
truedng vi sinh vat va kha nang sdng cuia té bao trong khi bao quéan & 4 °C hoac 25 °C trong
cac didu kién hiéu khi hodc yém khi trong 0, 2, 4, 8, 12, 16, 20, va 24 tudn bang cach phan

tich duong cong sinh trudng va k¥ thuat nudi cAy trai.

C4c mAu tir vi khudn yém khi déng kho ma dugc bao quan trong diéu kién hiéu khi,
khéng lién quan dén ché phdm didu tri, phan hiy nhanh hon véi mirc ton that té bao bd

sung so vGi mau tuong ty duoc bao quan yeém khi cia ching.

Cac mau duge bao quan & 25°C phan hity nhanh hon mau tuong ty cia ching dugc
bao quan & 4°C.

Cac mau dugc dong lanh trong nito 1ong va duge bao quan ¢ 25°C sau dong kho
khong bi ton thét té bao nhiéu hon miu twong tw cla chung dugc bao quan ¢ 4°C trong
khoang thoi gian bao quan 16 tuan; tuy nhién, su khic biét gifta cic mau 1a déng ké giita

nhiét d6 bao quan 25°C va 4°C sau 20 va/hodc 24 tudn bao quan.

Vao mdi ngay ldy mau, thir nghiém duong cong sinh truong duoc thuc hién dé so
sanh dic diém sinh truéng cia san pham dong kho véi san phim khong déng khd. Cac mau
khong dong kho ma dugc st dung cho mdi dudng cong sinh trudng 12 "méi" (khong qua 2
ngay tudi). San pham déng khd duge bao quén & 4°C c6 giai doan tiém phat ngin hon san
pham dong khd duge bao quan ¢ 25 °C. Sau 16 tudn bao quén, tit ca cic mau tr vi khuin
yém khi chira chét bao quan dong lanh, dong lanh trong nito 1ong, dong kho, va dugc bao
quén trong didu kién yém khi duge phuc hdi va c6 kha ning sbng tré lai. Twong tu, tat ca
céc mau tir vi khudn hiéu khi va nAm men chira chit bio quan dong lanh, dong lanh trong

nito 16ng, va dong kho dugce phuc hoi va cling c6 kha nang song trd lai.
Vi du 20: Anh huéng cta diéu kién béo quan 1én nang suét va do on dinh cua vi khuan hiéu
khi, yém khi, va nam men dong kho6 dugc bao nang

Phén c6 dic dong lanh va dong kho cua cac vi khuan hiéu khi, vi khuan yém khi, va
nAm men khac nhau dugc thuc hién nhu duoc mo ta trong cac vi du 16-19. Sau khi dong

kho, vi khuan yém khi dugc tron véi chat mang (chat don) va duoc bao nang bang cach

-103-



41901

phén tan bot dong kho trong dau duge 1am néng nhu duge mo ta trong Vi du 14. Hon hop
sau d6 dwoc 1am lanh nhanh va san phdm thu duogc duoc 14y mau dé xac dinh kha ning
séng cuia. Cac mAu vi sinh vat yém khi duge tao huyén phu lai trong budng yém khi véi
chét pha lodng yém khi, dugc tron trong 15 gidy, va dugc tai hydrat trong 40 phut ¢ nhiét
do trong phong trude khi dugc cdy trén aga lactat ban x4c dinh. Cac mAu vi sinh v4t hiéu
khi duge huyén phi lai trong ndng do oxy khi quyén thong thuong véi chét pha lodng,
duge tron trong 15 gidy, va duoc tai hydrat trong 40 phit & nhiét do trong phong trudce khi
dugc cly trén aga lactat ban xac dinh. Thir nghiém nay duge ldp lai ba 14n bing céach sir
dung cac nhiét do va céac loai déu khac nhau (phwong phép 1, 2, va 3). Phuong phap 1 sir
dung nhiét d6 1am néng la 110°C va dAu co chung cit 1am vat liéu bao nang. Phwong phap
2 st dung nhiét do lam néng 1a 52°C va hon hop clia mono- va di-glyxerit cua céc axit
palmitic, stearic, oleic, linoleic, va linolenic 1am vét liéu bao nang. Phuong phap 3 str dung
nhiét d6 1am noéng 12 65°C va hon hgp clia cac mono- va di-glyxerit ciia cdc axit palmitic,

stearic, oleic, linoleic, va linolenic lam vat liéu bao nang.

Phan trim ton thét t& bao tir viéc bao nang nho hon 40% khi st dung phuong phap
2 hodc 3. Sau khi bao nang céc vi khu4n hiéu khi, vi khudn yém khi, va ndm men khac
nhau, vi sinh vat dugc bao nang dugc bao quan & nhiét do trong phong trong diéu kién oxy
khi quyén binh thuong c6 kha nang séng cua té bao chi giam nhe trong thoi gian bao quan

(vi du, gidm kha nang séng cua té bao 12 0,5 dén 2-log).
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Yéu cAu bio ho
1. Phuong phap san xuat té bao Megasphaera elsdenii ddng kho & quy md thwong mai, bao
gbm:

(a) tao gidng nuodi cdy léng trong diéu kién yém khi bao gdm té bao M. elsdenii va
moi truong sinh trudng chira it nhit hai ngudn cacbon dugc chon tir nhém bao gdm: casein,
lactat, dextroza, fructoza, fructan, glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat, glyxerol,
mannitol, sacaroza, xyloza, mat duong, fucoza, glucosamin, dextran, chit béo, dau,
glyxerol, natri axetat, arabinoza, protein ddu nanh, protein hoa tan, rafinoza, amyloza, tinh
bot, va t6 hop clia ching,

(b) thu hoach té bao nay,

(c) bd sung it nhit mot chét bao quan lanh vio té bao da thu hoach nay,

(d) déng lanh té bao,

(e) dong kho té bao, va

(f) thu dugc khoang 1x107 dén khoang 1x10'> CFU/g té bao M. elsdenii song sau
khi dong kho, trong d6 phuong phéap nay duogc thyc hién trong diéu kién yém khi & quy mo
thwong mai, va trong do chéit bao quan lanh la fructoza, glucoza, sucroza, trehaloza,

maltodextrin, betain, hodc td hop cda ching.

2. Phuong phap san xut té bao Megasphaera elsdenii dong kho ¢ quy mé thuong mai, bao

gbm:
(a) tao gibng nudi cdy long bao gdm té bao M. elsdenii va moi trudong sinh trudng,

(b) thu hoach té bao nay trong vong 12 gio sau khi gidng nudi cay két thuc pha sinh
truéng theo cip s6 nhan ctia n6 va trude khi gidng nudi cdy bat dau pha sinh trudng 6n
dinh cua no,

(c) bd sung it nhit mot chit bao quan lanh vao té bao da thu hoach,

(d) dong lanh té bao & nhiét do tir khoang —80° C dén khoang —210° C trong thoi
gian khoang 5 gio thu hoach,

(e) dong kho té bao, va
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() thu duoc tir khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g té bao M. elsdenii song sau
khi dong kho, trong d6 phuong phap nay duoc thuc hién trong diéu kién yém khi & quy mo
thwong mai, va trong do chit bao quan lanh 13 fructoza, glucoza, sucroza, trehaloza,

maltodextrin, betain, hoac td hop cta chung.

3. Phuong phap san xuét té bao Megasphaera elsdenii dong khd & quy mo thwong mai, bao

gom:

(a) tao gidng nudi chy léng bao gdm té bao M. elsdenii va moi truong sinh trudng,

(b) thu hoach té bio nay trong vong 12 gi¢ sau khi gidng nudi ciy két thic pha sinh
truéng theo cip sé nhan ctia né va trude khi gidng nuodi ciy bat dau pha sinh truéng 6n
dinh cia no,

() bd sung it nhét mot chit bao quéan lanh vao té bao da thu hoach,

(d) dong lanh té bao & nhiét dd khoang —80° C dén khoang —210° C trong thoi gian
khoang 5 gio thu hoach,

() dong kho té bao, va

(f) thu duoc khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g té bao M. elsdenii sdng sau
khi dong kho, trong d6 phuong phap nay duoc thuc hién trong didu kién yém khi & quy md
thwong mai, va trong do chit bao quan lanh 13 fructoza, glucoza, sucroza, trehaloza,

maltodextrin, betain, hoac td hop ctia chung.

4. Phuong phép theo diém 1, trong d6 do pH cua gibng nuoi cdy M. elsdenii truge khi thu
hoach 1a trong khoang tir khoang 4,5 dén khoang 7,0.

5. Phuong phép san xuét t& bao vi khuin yém khi dong kho & quy mo thuong mai, bao

gom:

(a) tao gidng nuodi ciy long trong diéu kién yém khi hodc diéu kién yém khi mot
phan bao gdm té bao vi khuin yém khi va moi truong sinh trudng chura it nhit hai ngudn
cacbon dugc chon tir nhom bao gém: pepton, casein, lactat, dextroza, fructoza, fructan,
glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat, glyxerol, mannitol, sorbitol, sacaroza, xyloza,

mat dudng, fucoza, glucosamin, dextran, chat béo, dau, glyxerol, natri axetat, arabinoza,
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protein diu nanh, protein hoa tan, rafinoza, amyloza, tinh bot, trypton, dich chiét nAm men,
va td hop cua ching,

(b) thu hoach té bao nay,

(c) bd sung it nhéat mot chét bao quén lanh vao té bao da thu hoach,

(d) ddng lanh t& bao & nhiét do tir khoang —80° C dén khoang —210° C trong thoi
gian khoang 5 gi¢ thu hoach,

(e) dong kho té bao, va

(f) thu duge tir khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g té bao vi khuén yém khi
sbéng sau khi dong kho, trong d6 phwong phéap nay dugc thuc hién trong diéu kién yém khi
& quy mo thuong mai, va trong do chit bao quan lanh 13 fructoza, glucoza, sucroza,

trehaloza, maltodextrin, betain, hodc td hop cia chung.

6. Phuong phap theo diém 5, trong d6 d6 pH cia gidng nudi cdy vi khuan yém khi truée

khi thu hoach 1a trong khoang tir khoang 4,0 dén khoang 9,0.

7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chét bao quan lanh 1a sucroza.
8. Phuong phap theo diém 2, trong d6 chat bao quan lanh 1a sucroza.
9. Phuong phap theo diém 3, trong d6 chéit bao quan lanh 14 sucroza.

10. Phuong phap theo diém 1, trong d6 tir khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g t€ bao
M. elsdenii dong kho séng duoc sau khi bdo quan & nhiét do khoang 25° C trong thoi gian
it nhat 2 tuan.
11. Phuong phép theo diém 2, trong do tir khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g té bao
M. elsdenii dong kho song dugc sau khi bao quan & nhiét 4o khoang 25° C trong thoi gian
it nhét 2 tuan.
12. Phuong phép theo diém 3, trong do tir khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g té bao
M. elsdenii dong kho séng duge sau khi bao quan & nhiét 4o khoang 25° C trong thoi gian
it nhét 2 tuan.
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13. Phuong phép theo diém 5, trong d6 tir khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g té bao
M. elsdenii ddng kho séng duoc sau khi bdo quéan ¢ nhiét do khoang 25° C trong thoi gian
it nhét 2 tudn.

14. Phuong phép theo diém 1, trong d6 tir khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g té bao
M. elsdenii dong kho séng dugc sau khi bao quéan & nhiét do khoang 4° C trong thoi gian
it nhét 1 thang.

15. Phuong phép theo diém 2, trong d6 tir khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g té bao
M. elsdenii dong khd sdng dugc sau khi bao quén & nhiét 4o khoang 4° C trong thoi gian
it nhét 1 thang.

16. Phuong phap theo diém 3, trong d6 tir khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g té bao
M. elsdenii dong khd sdng dugc sau khi bao quén & nhiét do khoang 4° C trong thoi gian
it nhét 1 thang.

17. Phuong phép theo diém 5, trong d6 tir khoang 1x107 dén khoang 1x10'2 CFU/g té bao
M. elsdenii dong khd sdng duogc sau khi bao quén & nhiét do khoang 4° C trong thoi gian
it nhat 1 thang.

18. Phuong phép theo diém 5, trong d6 chét bao quan lanh 1a sucroza.

19. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gdm viéc bao nang té

bao Megasphaera elsdenii dong kho.

20. Phuong phép theo diém 2, trong d6 phuong phap nay con bao gdm viéc bao nang té
bao Megasphaera elsdenii dong kho.

21. Phuong phéap theo diém 3, trong d6 phuong phép nay con bao gbm viéc bao nang té
bao Megasphaera elsdenii dong kho.

22. Phuong phép theo diém 5, trong d6 phuong phap nay con bao gdm viéc bao nang té
bao vi khudn yém khi dong kho.

23. Phuong phép san xuit té bao M. elsdenii dong kho & quy md thuong mai, bao gbm céc

budc:
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(a) tao gidng nudi cay léng trong diéu kién yém khi bao gdm té bao M. elsdenii va
moi truong sinh trudng chira mot hoac nhiéu nguén cacbon dugc chon tir nhém bao gbm:
casein, lactat, dextroza, fructoza, fructan, glucoza, sucroza, lactoza, maltoza, axetat,
glyxerol, mannitol, sacaroza, xyloza, mat duong, fucoza, glucosamin, dextran, chét béo,
dau, glyxerol, natri axetat, arabinoza, protein dau nanh, protein hoa tan, rafinoza, amyloza,

tinh bot, va td hop cia ching,

(b) thu hoach té bao nay trong vong 12 git sau khi gidng nudi cdy két thic pha sinh
truéng theo cp s& nhan ctia n6 va trude khi gidng nudi cly bt dAu pha sinh truéng 6n

dinh cta né,

(c) bd sung chét bao quan lanh vao té bao da thu hoach, trong d6 chit bao quan lanh
nay dugc chon tir mot hodc nhiéu sucroza, lactoza, sita bot, ché phém cong thtrc dung cho
nhil nhi, hodc sira tach béo, va trong do chét bao quan lanh c6 mét véi lugng tir khoang 1%
dén khoang 20% (khdi lwong/thé tich) ctia gidng nuoi cdy,

(d) déng lanh té bao & nhiét dd khoang —20° C dén khoang —196° C trong thoi gian
khoang 5 gio thu hoach,

(e) dong kho té bao, va

(f) thu dugc khoang 1x107 dén khoang 1x10' CFU/g té bao M. elsdenii song sau
khi bao quan & nhiét do khoang 25° C trong thoi gian it nhét 2 tuén, trong d6 phuong phap
nay dugc thuc hién trong diéu kién yém khi & quy md thuong mai.

24. Phuong phap theo diém 1, trong d6 chét bao quan lanh 1a dang dung dich, trong d6
dung dich chét bio quan lanh nay dugc bd sung vao té bao di thu hoach & ty 1& 1a 1/10 dén
1/5.

25. Phuong phap theo diém 2, trong d6 chét bao quan lanh 1a dang dung dich, trong d6
dung dich chét bio quan lanh nay dugc bd sung vao té bao da thu hoach & ty 1&1a 1/10 dén
1/5.

26. Phuong phép theo diém 3, trong d6 chét bao quan lanh 1a dang dung dich, trong d6
dung dich chat bao quéan lanh dugc bd sung vao té bao da thu hoach & ty 18 14 1/10 dén 1/5.
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27. Phuong phap theo diém 5, trong d6 chét bao quan lanh 13 dang dung dich, trong d6
dung dich chét bao quan lanh dugc bd sung vao té bao da thu hoach ¢ ty 1812 1/10 dén 1/5.
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