(12) BAN MO TA GIAI PHAP HU'U iCH THUQC BANG PQC QUYEN

GIAI PHAP HU'U iCH
T rvetrincen-u N | |11 1111l
CUC SO HUU TRI TUE
2-0002360
(51)7 C12N 1/00 (13) Y
(21) 2-2018-00126 (22) 18/04/2018
(45) 27/07/2020 388 (43) 25/07/2018 364A

(73) Vién Cong nghé sinh hoc (VN)
Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam; Nha A 10, s6 18 Hoang Qudc Viét,
Nghia D8, quian Cau Gidy, thanh ph Ha Noi

(72) Dd Thi Lién (VN); B4 Thi T6 Uyén (VN); Hoang Thi Yén (VN); Lé Thi Nhi Cong
(VN).

(54) QUY TRINH SAN XUAT CHE PHAM VI KHUAN TiA QUANG HOP KHONG LUU
HUYNH LAM THUC AN TUOI SONG CHO CON GIONG CAC LOAI HAI MANH VO
VA CHE PHAM THU BUGC TU QUY TRINH NAY
(57) Sang ché dé cap dén quy trinh san xuat ché pham vi khuén tia quang hop chira cac
chung Rhodopseudomonas sp. 311, Rhodobacter sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86 va
Rhodopseudomonas sp. 517 lam thuc an tuoi séng cho con giéng cac loai hai manh vo,
trong d6 quy trinh nay bao gdm cac budc: (i) tuyén chon cac chung vi khudn tia quang hop,
(i) nhan gidng tur 6ng thach nghiéng sang mo1 truong long trong binh 10 ml, (ii1) trén hdn
hop vi khuan va nhan giéng trong binh thuy tinh 500ml, (iv) nhan giong trong binh nhya
trong 5, 10 va 20 lit va (v) nhan gidng sang binh c6 thé tich 16n 50, 100 va 1000 lit dé thu
ché phém vi khuan tia quang hop. Ngoai ra, sang ché con dé cap dén ché pham vi khuan tia
quang hop chira cic chung vi khuan tia quang hop Rhodopseudomonas sp. 311,
Rhodobacter sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86 va Rhodopseudomonas sp. 517 lam thirc an
twoi sdng cho con gidng cac loai hai manh vo thu duoc tir quy trinh nay.
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Linh vie ky thuit dwoce dé cap

Sang ché thudc linh vuc san xudt ché phidm lam thuc an trong chin nudi, cu thé
la dé cap dén quy trinh san xuat ché phim vi khuan tia quang hop khong luu huynh
lam thire dn twoi séng cho san xudt con gidng cac loai hai manh vo va ché phdm thu
duogc tir quy trinh nay.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Trong san xudt con gidng thiy san, ngudn thirc an 1a yéu t& quan trong quyét
dinh dén chit lugng con gidng. Cac loai thirc an thuy san truyén thong duoc st dung
chu yéu & nudce ta 1a: vi tao, nAm men, bot ngli cbe, thire dn téng hop, v.v... Trong do,
vi tho va mot sb dong vat phu du nhu rotifer, artemia da dugc nghién ctu va st dung
lam ngudn thirc 4n tuoi séng cho con gidng cia nhiéu loai thiy san nudi ¢ gia tri.
Nguén thirc 4n tuoi séng nay cé chira cac thanh phan dinh dudng cao va chira hang
loat cac hoat chét sinh hoc nhu vitamin, carotenoit, steron, v.v., dac biét la cac axit béo
khong no. Hon nita, ngudn thirc an nay it gdy 6 nhiém nudc trong cac hé nudi lam
giam dich bénh, ting ty 1& sdng sét va nang cao chat lugng con giéng (Brown, 2002).
Céc loai tao thuong duogc st dung phd bién nhw: Nannochlororopsis spp., Chlorella
spp. va Chaetoceros calcitrans. Tuy nhién, viéc san xuat sinh khéi cac loai tao nay
trong diéu kién nhan tao cho nang suét khong 6n dinh vi chung thuong bi nhiéu diéu
kién ngoai canh bét loi tac dong. Trugc nhitng bét cap do, viéc tim kiém céc doi tuong
md&i dé bd sung vao tdp hop thirc an tuoi séng da va dang dugc quan tim nghién ciu.

Tir cac nghién cru sinh thai cho thdy trong tu nhién nhiéu sinh vét (vi tao, vi
khuin) tham gia vao chudi thirc 4n cta nhiéu loai thity san (Fig 1). Trong d6 vi tao va
vi khudn thuong 1am thirc dn cho cac loai nhuyén thé hai manh vo va cho cac loai ca,
gidp xac va bao ngu (Lee va cong su, 1997).

Dua véo hién tuong tu nhién nay ngudi ta da quan tdm nghién ctru vi khuan tia
quang hop véi vai trd tuong tu vi tao 1am ngudn thire an séng trong nudi tom, nhuyén
thé va mot sb dong vat phu du (Xu va cong su, 1992; Michiharu va cong su, 1995;
Sasikala va cong su, 1995; Azad va cOng su, 2002). Té bao cua vi khuén tia quang hogp

thudng chra ham luong cao protein (50 — 74%), ham lugng cacbonhydrat chiém 10 —
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27%, lipit tir 0,6 — 22% va chit khoang 4 — 16% trong luong kho (Azad va cong su.

2001; Kim va Lee, 2000; Ponsanol va cong sy, 2003). Thanh phén va ham lugng cac

axit amin khong thay thé ctia cac loai vi khuan tia quang hop nay duoc so sanh tuong

duong vai thit, dau va tring ga thé hién trén Bang 1 (Ponsanol va cong su, 2003;

Sasikala, Ramana, 1995).

Bang 1. Ham luong va thanh phan cac axit amin trong té bao ctia mot s6 loai vi khuan
tia quang hop khong luu huynh so v6i mot sé ngudn protein don bao khac

(Ponsanol va cong su, 2003)

Nguédn Protein Axit amin (% Protein)

Ileu | Leu Lys | Meth Phe Thre Val
Vi khuén tia quang hop
Rb. capsulatus 5,2 8,0 5.4 3,2 5,2 5,1 7,2
Rb. sphaeroides 3,8 7,1 5,6 3,0 47 5,0 6,5
Rps. palustris 4,3 7,2 5,2 3.3 4,2 4.8 6,5
Rps. acidophila 4.4 7.0 4,8 3.4 4.4 4,8 7.0
Rc. gelatinosus 4,0 7,0 5,0 3,0 4.8 5,0 6,4
R. rubrum 4,1 6,6 5,0 3,0 5.1 5.4 7,0
R.tenue 43 7,7 5,0 3.4 5,2 4.8 7.3

Cac nguon protein khac

Chlorella sp. 4,4 8,0 5,0 0,5 4.8 4,1 5,4
C.vulgaris 2.4 4.4 2.7 0,3 2.6 2.3 3.0
Scenedesmus obliquus 3,8 8.4 5,7 1,7 5,1 5,1 5,7
Spirulina maxima 6,0 8,0 4,6 1.4 5,0 4.6 6,5
Celll;tlomonas sp. 4,7 11,2 6,8 1,9 4,4 5,4 10,7
Saccharomyces 5,2 7,0 7,4 1,0 43 52 6,3
cerevisiae

Protein cua thit 3,4 6.4 5,0 1,3 3,6 3.4 5.0
Protein cua trimg 6,6 8,8 6,4 3,1 5,8 5,0 7.4
Protein cia dau tuong 5,4 7.7 6,3 1,3 4.9 3,9 5.2
Tiéu chuan theo FAO 40 | 70 | 55 | 35 6,0 4,0 5.0
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Khi so sanh thanh phan dinh dudng véi méot s6 loai tao, nAm men duoc s dung
trong nudi trong thiy san, Kobayashi va Kobayashi M (1995) cho thdy ham lugng

protein va lipit gan nhu twong duong vai vi tdo va cao hon so voi nam men (Bang 2).

Bang 2. Thanh phan dinh dudng ctia vi khuan tia quang hop, tao, nAm men (g/100g
sinh khéi kho) (Kobayashi, 1995)

Thanh phéan Vi khuan tia quang hop Tao Nam men
Protein 60,95 55,52 50,50
Lipit 9,91 8,07 1.1
Chét xo 2,92 12,09 2,1
Cacbonhydrat 20,83 21,04 393
Tro 5,39 3,28 7,0

Té bao cua vi khuan tia quang hop con chira cac vitamin nhém B nhu: B1, B2, B6
va dac biét 1a B12 (30 -79mg vitamin B12/kg sinh khéi kho) (Sasaki va cong su, 1991),
nhém E, cic axit pholic, axit pantothenic, carotenoit (0,09 — 0,80mg/g sinh khéi kho),
coenzym Q (Kobayashi va Kurata, 1978). Ngoai ra, vi khuan tia quang hop con c¢6 kha
ning tong hop mot sb chit khang sinh, khang khuan va khang virut. Do vy, st dung vi
khuan tia quang hop khéng Iuu huynh c6 thé gia tang tinh chéng chiu bénh cua vat nuéi
(Okamoto va cong su, 1988; Sasikala va Ramana, 1995).

Vi ¢6 thanh phﬁn dinh dudng cao nhu vay, cho nén theo nhiéu nha nghién ctu,
vi khuan tia quang hgp khong Iuu huynh ¢ thé 1a mot trong nhitng ngudn protein don
bao (single cell protein - SCP) ly tuéng trong san xuét thirc an cho gia stc, gia cAm va
trong nudi trong thuy san (Loo, 2012; Loo va cong su, 2013). Kobayashi va Yoshida
(1983) da bo sung vi khuén tia quang hop véao thirc dn dé nudi mot sb dong vat phu du
(Artermia salina, Brine shimp) va lam thirc an cho au trung thity san. Két qua la trong
luong, chiéu dai va dic biét 1a mirc do séng sot cua dong vat phu du khi nudi béng Vi
khuan tia quang hop gia tang dang ké so vé&i cong thuc ddi chung (khong bé sung vi
khuén tia quang hop) (Sasikala va Ramana, 1995).

Lee va cong su (1997) da nudi Brachionus plicatlis bang vi khuan tia quang
hop, Chlorella va men banh my. Két qua cho thdy rang khi nudi bang vi khudn tia
quang hop toc do ting truéng cta B. plicatlis cao hon so v6i cac ngudn thirc an khac
(Lee et al., 1997). Azat va cong su (2002) da bd sung ché pham vi khudn tia quang

hop khéong Iuu huynh loai R. sulfidophilum vao thirc an truyén thong (tao S.costatum)
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d8 nuoi tom su (Penaeus monodon). Két qua sau 9 ngay nudi cho thay, chiéu dai cta
tom su khi bd sung dich nuéi (chira 1% sinh khéi khd) vi khuan tia quang hop khong
luu huynh (loai R. sulfidophilum) dat 6,13 + 0,05mm va khi bd sung dich nudi (chtra
2% sinh khdi kho) vi khuén tia quang hop khong luu huynh dat 6,88 = 0,18mm, ty 1é
sdng sot 1a 46%, cao hon nhiéu so véi khong bo sung dich nudi vi khuan tia quang hop
khoéng luu huynh (Azad va cong su, 2002). Két qua twong tu khi nhom tic gia
Chumpol va cong su tai Thai Lan da st dung ché pham vi khuan tia quang hop khong
luu huynh bd sung vao thirc in nudi tom cong nghiép da lam tang ty 1& song sot (85%)
so voi thire an khéng bo sung (80%). Theo két qua phan tich mo6 bénh hoc gan tuy cho
thdy tom hoan toan khée manh. Nhom tac gia cling da két luan bd sung ché pham vi
khuén tia quang hop nhu protein don bao ¢ mirc t61 uu 12 ngudn protein hiéu qua dé
tang cuong su sinh truong cling nhu su song sot ciia tom. Hon nita, nhom tac gia nay
da phan lap va tuyén chon dugc ching S3W10 va SS15 c6 kha nang sinh enzym:
amylaza, gelatinaza va vitamin B12 kha tét, 3 chung SS15, TKW17 va STW181 ¢6
kha nang e ché Vibrio spp. cao nhu V. harveyi, V. vulnificus va V. parahaemolyticus.
Tac gia dung cac chung lua chon dé bd sung vao thirc an nudi tom, két qua cho thay
hoat tinh enzym tiéu hoa va khd nang sinh truéng cta tom tang so voi cong thire doi
ching va dac biét lam gidm ty 1€ chét d6i voi tom bi phoi nhiém virut V.
parahaemolyticus (la virut gdy hoai tir gan va tuy cip tinh). Véi nhitng wu diém trén
thi ché pham vi khuén tia quang hop c6 tiém nang lén st dung lam thirc &n trong nudi
trong thity san.

Tai Viét Nam, vi khuan tia quang hop da bit dau duoc quan tdm nghién ctu
trong nhiing ndm gén day (Do Thi T Uyén va cong su, 1997; Tran Vin Nhi va cong
su, 1999; Vii Thi Minh DPtrc va cong su, 2000). Tai phong Cong nghé sinh hoc moi
truong, Vién Cong nghé sinh hoc, nhom vi khuén nay da va dang dugc chu trong tim
kiém, thu nhan dé g dung vao cac linh vuc khac nhau nhu xtr ly nude thai dam dac
hitu co (D& Thi T6 Uyén va cong su, 1997; 2003; Tran Van Nhi va cong su, 1999),
phan hiy céac hidrocacbon mach vong (Dinh Thi Thu Héng va cong su, 2003), thu
nhan cac hoat chét sinh hoc ¢6 gia tri (B4 Thi T Uyén va cong su, 2005), img dung
d& xur 1y sunphit trong day ao nudi tréng thity san (D Thi Lién va cong su 2008; 2009;
2010). Tuy nhién, viéc nghién clru dé tmg dung dbi twong nay lam thirc an trong nudi

trong thuy san con rét it dugc quan tdm, cho dén nay, ¢ Viét Nam chua c6 cong bd nao
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vé quy trinh san xuit ché phdm céc ching vi khuén tia quang hop lam thtrc an tuoi
séng cho con gidng cac loai hai manh vo.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich ctia sang ché 1a tim kiém ngudn thtic an tuoi song ¢ gia tri dinh
dudng dé bd sung vao tap hop thirc dn tuwoi séng cho con giéng cac loai hai manh vo.
Dé dat duge muc dich do, sang ché dé xuit quy trinh san xudt ché phdm vi khuén tia
quang hop chua cac chung Rhodopseudomonas sp. 311, Rhodobacter sp. NDT6,
Rhodobacter sp. 86 va Rhodopseudomonas sp. 517 dugc phan 1ap tai Viét Nam lam
thirc &n tuoi sdng cho con gidng cac loai hai manh vé, trong dé quy trinh nay bao gém
cac bude: (i) tuyén chon cac ching vi khuan tia quang hop, (ii) nhan gidng tir dng
thach nghiéng sang mdi trudng 1éng trong binh 10ml, (iii) tron hdn hop vi khuan va
nhan gidng trong binh thity tinh 500ml, (iv) nhan gidng trong binh nhua trong 5, 10 va
20 lit va (v) nhan gidng sang binh co thé tich 16n 50, 100 va 1000 lit dé thu ché pham
vi khuan tia quang hop.

Sang ché ciing dé cap dén ché pham thu dugc tir quy trinh nay, trong dé ché
phim ndy c6 chira cac chung vi khuan tia quang hop c6 gia tri dinh dudng cao nhu
protein, cac axit béo khong no va céc axit amin dac biét 1a cac axit amin khong thay
thé. Ché phim thu dugc dat mat do cao (khoang 10%-10° CFU/ml) va dugc st dung
lam thtrc an tuoi sdng cho con gidng ddng vat hai manh vo.

MO ta vin tit cac hinh vé

Fig 1 14 so d thé hién chudi thirc n trong cac thuy vuc tu nhién.

Fig 2 1a so dd thé hién quy trinh san xuat ché pham vi khuan tia quang hop.

Fig 3 1a hinh anh thé hién artemia dugc nuo6i bang ché pham vi khuan tia quang hop
(A) va sinh khéi tao (B).

Fig 4 12 hinh anh thé hién hinh dang té bao dudi kinh hién vi dién tir ciia 4 ching vi
khuén tia quang hop lwa chon lam thirc &n cho con gidng cac loai hai manh vo.

Fig 5 1 hinh anh thé hién 4 ching vi khuén tia quang hop lwa chon khong di khang
nhau.

Fig 6 12 hinh anh thé hién 4u tring hau an vi tdo (A) va &n vi khuan tia quang hop (B).
Fig 7 1a hinh anh thé hién ngao gidng cdp 1 an vi tao (A) va an vi khuan tia quang hop
(B).

Fig 8 14 hinh anh thé hién hinh anh 4u trung tu hai an vi khuan tia quang hop.
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Fig 9 1a hinh anh thé hién ché pham vi khuan tia quang hop lam thirc an cho con giong
dong vat hai manh vo.
MG ta chi tiét sang ché

Quy trinh san xuét ché phim vi khuan tia quang hop khong luu huynh chira cac
chung Rhodopseudomonas sp. 311, Rhodobacter sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86 va
Rhodopseudomonas sp. 517 lam thirc an sdng cho san xuat con giong cac loai hai
manh vo duogc thé hién trén Fig. 2 va trinh bay mot cach chi tiét duéi ddy. Quy trinh
nay bao gém céc budc:
(i) Tuyén chon cac ching vi khuan tia quang hop:

Bén chung vi khuan tia quang hop khong Iuu huynh dugc Iva chon dé san xuat
ché pham st dung trong quy trinh theo séng ché 1a cac chiing Rhodopseudomonas sp.
311, Rhodobacter sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86 va Rhodopseudomonas sp. 517. Céc
ching nay dugc phan 1dp tir cidc ao nudi tom va bai nudi ngao tai ven bién Nam Dinh
va tuyén chon dua trén kha nang sdng s6t cua artemia khi nuoi bang thic 4n vi khuén
tia quang hop so vé1 cac ngudn thirc an truyén théng. Artemia 1a mot trong nhing
dong vat pht du dugce st dung lam thtre dn tuoi sdng trong san xuit giéng cua nhiéu
loai thuy san nuoi kinh té. Sau khi 4p ng, artemia dugc st dung lam thirc an trong
vong 24 — 48 gio. Tuy nhién, dé sir dung lam thtic dn cho mot sb giai doan sau ctia con
gidng dic biét 1a tdm va ca gidng ngudi ta thuong duy tri artemia thém thoi gian dé gia
tang vé kich thudc, trong lugng va gia tri dinh dudng. Kha nang sir dung cic ching vi
khuan tia quang hop khong Iuu huynh lam thirc an tuoi sbng cho artemia duoc thé hién
trén Bang 3.

Bang 3. Bién dong ty 1€ song sét cla actemia khi nudi bang cac ngudn thuc an khac

nhau
Mt do sdng sét ctia actemia (%)
Nguén thtrc an Thoi gian (ngay)
1 2 3 4 5
Ching ND310 57,3 33,1 20,0 11,40 9,0
Chung 311 93,2 82,4 70,9 46,8 37,1
Chung ANT218 81,6 70,9 53,5 26,0 14,8
Chung NDT6 96,0 93,0 73,0 50,0 233
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Chung ND923 94,6 80,7 66,2 37,0 10,8
Chung ND32 99,2 70,8 49,0 27,0 17,3
Chung 86 98,7 96,5 84,3 43,5 34,0
Ching ND210 94,0 50,1 22,5 9.0 0,0
Chung ND10 71,0 29,0 16,0 5,0 0,0
Chung LA10 52,7 28,2 20,0 11,8 2,7
Chung ND34 73,8 64,3 48.9 18,6 13.8
Chung 517 93,8 88,5 79,2 60,0 40,0
TATH 93,3 60,5 50,0 36,7 12,0
Tao NAN 97,7 78,8 47,5 36,9 22,5
Khong an 95.0 22,7 10,6 1,86 0,0

Chii thich: NAN: Nannochloropsis spp. TATH: thirc an tong hop.

Két qua tr Bang 3 cho thay khi nuoi bang ché pham vi khuan tia quang hop
khéng luu huynh ty 1€ sdng sot clia artemia twong duong hodc cao hon so vdi cac cong
thirc st dung thtre an 1a vi tdo hay thirc an tong hop. Hinh anh quan sat bd may tiéu
héa cua artemia trén kinh hién vi con cho thdy bd mdy tiéu hoa c6 mau xanh luc khi
ching dugc nudi bang tao va c6 mau do tia khi chung an ché pham vi khuén tia quang
hop (Fig 3). Két qua nay khang dinh vi khuén tia quang hop da dugc artemia s dung
[am thirc an dé phét trién va chung tdi cling lya chon dugc 4 ching vi khuén tia quang
hop bao gdm Rhodopseudomonas sp. 311, Rhodobacter sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86
va Rhodopseudomonas sp. 517 dé san xuit ché pham va xac dinh gid tri dinh dudng
cua chung.

Ngoai chi tiéu dugc artemia st dung lam thirc an, gia tri dinh dudng cua 4
chung lya chon con duge xac dinh thong qua ham lugng protein, thanh phan cac axit
amin va thanh phan chét béo. Két qua so sanh gid tri dinh dudng cta 4 chung lya chon
voi gia tri dinh dudng cta 2 ching vi tao Nannochlororopsis spp. va Chlorella spp.

duoc trinh bay trén Bang 4.
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Bang 4. So sanh gia tri dinh dudng cta 4 chung vi khuan tia quang hop lua chon véi vi

tao Chlorella sp. va Nanochloropsis sp.

Chung Chung Chung Chung | Chlorella | Nanochlo-
m Chuing 86 311 517 NDT6 sp. ropsis Sp.
Axit amin g/100g sinh khoi kho
Aspatic 5,05 4,39 4,76 4,29 4,74 8.4
Glutamic 6,80 5,67 6,30 7,32 4,62 6.48
Serin 1,69 1,54 1,82 1,77 2,12 3,31
Histidin 1,19 1,06 1,20 1,20 1,06 0,61
Glycin 3,02 2,59 3,12 3,22 2,28 5,11
Threonin 2,26 2,09 2,45 2,21 2,28 528
Alanin 3,81 3,47 4,11 4,01 2,98 1,54
Arginin 2,59 2,32 2,81 2,78 3,24 357
Tyrosin 1,92 1,69 1,88 1,95 0,96 1,06
Cystein + Cystin 0,37 0,37 0,35 0,30 - -
Valin 2,42 2,09 2,32 2,25 3,02 6,90
Methionin 1,14 1,07 1,32 1,40 0,27 2.64
Phenylalanin 1,90 1,59 1,81 1,86 2,65 1,92
Isoleucin 1,98 1,61 1,74 1,71 2,44 1,47
Leucin 3,56 3,01 3,49 3,56 2,44 5,57
Lysin 5,67 4,35 5,38 5,65 2,71 4,07
Prolin 0,98 0,87 1,00 0,93 2,12 42
Axit amin tong so 46,35 45,86 39,78 46,41 37,65 62.13
Lipit tong 50
TLE) 11,93 13,75 7,98 9,51 4,42 8.6
Tong axit béo no
% axit béo) 24,71 17,24 17,63 18,31 22,1 14,68
Tong axit béo
khong no (% axit 72,73 81,69 80,54 81,38 77.99 85,32
béo)

Két qua tir Bang 4 cho thay té bao ctia 4 ching vi khuén tia quang hop lwa chon

c6 ham luong protein, thanh phén axit amin tuong doi cao. Déc biét la cac axit amin

khong thay thé nhu: alanin, leusin, lysin, methionin, v.v., va ham luong axit béo khong

no tdng s6 cua ching cao hon so v6i tao Chlorella sp. va thip hon khong dang ké so
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vo1 tao Nanochloropsis sp.. Két qua nay da khing dinh rang co thé str dung cac chung
vi khudn tia quang hop thay thé cho vai trd cta vi tdo trong wom nudi gidng thuy hai

san.

Bén chung vi khudn tia quang hop khong luu huynh duge lya chon dé san xuat
ché pham str dung trong quy trinh theo sang ché 1a cac chung Rhodopseudomonas sp.
311, Rhodobacter sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86 va Rhodopseudomonas sp. 517 do
Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam phén Iap
va luu giit. Ba chang Rhodopseudomonas sp. 311,  Rhodobacter sp. 86 va
Rhodopseudomonas sp. 517 dugc phén 1ap tlr bai nudi ngao Xuan Thuy, Nam Dinh, va

chung Rhodobacter sp. NDT6 duoc phan lap tai cua bién Ba Lat, Nam Dinh.

Hai chung NDT6 va 86 mang dac trung cta chi Rhodobacter: dich huyén phu té
bao cta ching c¢6 mau do6 dam véi cuc dai tai 804 va 856nm. Té bao co6 dang hinh cau,
kich thudce 0,7 — 0,9um, sinh san béng cach nhin doéi, ching c6 dang don bao hoac co
thé tao chudi té bao. Hinh thai té bao hai ching 517 va 311 mang dac diém cua chi
Rhodopseudomonas: té bao c6 dang hinh que bét dbi xtmg, dich huyén phu ciia ching
¢6 mau nu vang. Ching 517 co6 cuc dai tai 802, 856 va 878nm. Chung 311 ¢6 cuc dai

tai 802, 854 va 876nm. Chung déu sinh san bang cach nay choi.

Ca 4 chung lya chon déu khong quan sat thdy su tich Ity giot luu huynh trong
té bao (thudc vi khuén tia quang hop khong luu huynh). Méc du cuc dai hép thu dich
huyén phu té bao ctia cac chiing khac nhau nhung déu nam trong ving 800 — 900nm la
ddc trung ctia phd hép thu cua bacteriochlorophyll a trong té bao nguyén. Hinh thai té

bao cua 4 chung lya chon dugce thé hién trén Fig 4.

Bén chung st dung trong sang ché dugc nuoi trong phong thi nghiém trong
diéu kién ky khi c6 chiéu sang, tuy nhién, dé san xuét ché pham & quy mo 1on ciing
nhu san xudt tai cac trai giéng dé thuan tién cho viéc lam thirc an tuoi séng, ca 4 chung
lua chon duge tién hanh nudi & cac diéu kién hiéu khi, vi hiéu khi va ky khi c6 chiéu

sang dé danh gid kha nang tich liiy sinh khéi. Két qua duoc trinh bay trén Bang 5.
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Bang 5. Mirc do tich liy sinh khdi (theoAODyggo) clia 4 chiing lya chon & cac diéu kién

sinh trurong khéac nhau

idu kién nuéi Hiéu khi Vi hiéu khi Ky khi
Chiing ' (oxy = 6,1mg/1) (oxy = 0,9mg/l) (oxy = 0,05mg/l)

NDT6 0,96 1,21 1,09
86 0,96 1,15 0,95
517 0,83 1,12 1,07
311 0,77 1,01 1,21

Két qua cho thay: kha nang tich Ifly sinh khéi cua ca 4 ching ¢ diéu kién vi
hiéu khi tuong duong so voi & diéu kién ky khi va cao hon so voi diéu kién hiéu khi.
Nhu vay, ngoai kha ning sinh truong Ky khi sdng, ca 4 ching lua chon déu sinh truong
tbt & diéu kién vi hiéu khi. Dac diém nay c6 y nghia quan trong trong sang ché khi san
xuét ché pham vi khuén tia quang hgp & quy md pilot cling nhu & céc trai san Xuat con
gidng thiy hai san dé phuc vu lam thirc an tuoi song.

Dé ¢6 thé san xuét ché pham tir 4 ching vi khuén tia quang hop trong séng ché
¢6 ning xuat cao va chi phi thap, ching t6i nuoi ciy chung trén mdi truong chira mot
s6 ngudn co chét d& tim kiém, c6 gia thanh thap nhu bot gao, bot ngd va bot dau tuong
v&i ndng d6 2¢/l. Thi nghiém dugc tién hanh trong diéu kién vi hiéu khi ¢6 chiéu sang,
Két qua dugc trinh bay trén Bang 6.

Bang 6. Muc d tich Iy sinh khdi cua cac chung lua chon trén ngudn co chat

khac nhau

MOoi tru Bot dau Bot dau tuon

QUEONE | psmz 27 | o 2| Botngd | Botgao
Chiing , tuong 1én men

NDT6 2.51x10™ | 2,07x10" 6,53x10" 1,16x10™ | 8,65x10’
86 6.83x10"" | 4,23x10" 3,51x10" 1.45x10™ | 3,73x10’
517 6,56x10" | 5,51x10" 1,27x10" 5.67x10° | 1,03x10°
311 1,81x10" | 1,51x10" 1,82x10" 426x10° | 5,61x10° |

Bén chung lwa chon c6 kha nang tich Iy sinh khdi trén moi trudong c6 co chat
va bdt dau tuong lén men déu cao hon hoidc twong duong so v6i trén mdi truong hoa
chat (DSMZ-27). Khé nang tich liy sinh khdi cta chung trén moi truong bot ngd va
bot gao kém hon. Nhu vay, trong sang ché chung toi c6 thé st dung ngudn co chat bot
dau tuong dé thay thé moi trudng hoa chit trong viéc san xuét ché pham & quy mo

pilot va di trién khai san xudt tai cac trai gidng thity san.
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Cac chung nay hién dugc luu gitt trong moi truong thach nghiéng DSMZ-27.
Piéu kién bao quan 4°C tai Vién Cong nghé sinh hoc, Vién Han 1am Khoa hoc va
Cong nghé Viét Nam véi sé hiéu luu gitt 1a Rhodopseudomonas sp. 311, Rhodobacter
sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86 va Rhodopseudomonas sp. 517.

(ii) Nhan gidng tir dng thach nghiéng sang mai truong 16ng trong binh 10ml:

Bén chung vi khuan tia quang hop tir cac 6ng thach nghiéng gitr gidng dugc
nhan nudi riéng trong cic binh penicillin ¢ thé tich 10ml chira mdi truong DSMZ-27
dang léng, U ¢ diéu kién ky khi, c6 chiéu sang bang dén soi ddt trong phong thi
nghiém, sau khoang 3- 5 ngay, mat do té bao sé dat khoang 10%- 10° CFU/ml tiép tuc
nhan gidng & bude (iii).

(iii) Tron hén hop vi khuan va nhan gidng trong binh thity tinh 500ml

MBOi chung vi khuan tia quang hop déu c6 nhitng vu viét riéng. Do vay, v6i muc
dich tao hon hop ching c6 ty 1€ twong duong nhau dé chtng phat huy hét cac dac tinh
ctia mdi chung vé gia tri dinh dudng, kha ning chéng chiu ¢ diéu kién bat loi, & budc
nay chung toi da tron bén ching dé san xuat ché pham v&i ty 1é nhu nhau (1:1:1:1).
Sau d6, nhan nudi hdn hop gidng sang cic binh ¢6 thé tich 500ml chira mdi trudong
dich thé DSMZ-27 véi tdng thé tich giéng hdn hop 10% (v/v), G dung dich nudi cy ¢
diéu kién chiéu sang bang dén soi d6t trong phong thi nghiém. Sau 5-7 ngay mat do té
bao dat 105-10° CFU/ml c6 thé sir dung lam ngudn gidng cap 1. Ca bdn chung lwa chon
khong dbi khang nhau két qua duge thé hién & Fig 5.

(iv) Nhan gidng trong binh nhua trong 5, 10 va 20 lit

Nhan nuéi giéng tir binh thé tich 500ml sang cic binh nhya trong 6 thé tich 5
lit, 10 lit va 20 lit chira moi truong bot dau tuong (2g/1) véi ty 1€ gidng 10% (v/v). Cac
binh giéng duoc dat dudi anh sang mat troi véi nhiét do 28 + 5. Sau khoang 5-7 ngay
mat do té bao trong cac binh gidng dat 10%-10° CFU/ml ¢6 thé st dung dé nhan gidng &
cac bé 16n hon.

(v) Nhan gidng sang bé co thé tich 16n 50, 100 va 1000 lit

Nhan nudi gidng tir binh thé tich 5, 10 va 20 lit sang cac bé c6 thé tich 50, 100
va 1000 lit chira méi truong bot dau twong (2g/l) véi ty 1€ gidng 10% (v/v). Céc bé
duoc nuodi & diéu kién tu nhién dit dudi anh sang mit troi v6i nhiét do 28 + 5. Sau
khoang 6-7 ngay kiém tra néu mat do té bao trong cac binh giéng dat 10°- 10° CFU/ml
thi c6 thé sir dung lam thirc an tuoi séng cho con gidng dong vat hai manh vo va duoc

goi 1a ché pham vi khudn tia quang hop. Ché pham nay la dang dich 1éng c6 mau do
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nau dén do tia (tuy thudc vao diéu kién khi hau nhu nhiét do, anh sang) voi mat do té
bao dat 10%-10° CFU/ml, luc nay ché pham dat duoc ham luong dinh dudng nhu ham
lwong protein, thanh phan axit amin twong ddi cao. Ché pham dugc bao quan ¢ diéu
kién tu nhién trong thoi gian 10 ngay.

Kiém tra mat do té bao ctia ché phdm vi khuan tia quang hop bing phuong phap
dém khuén lac trén dia petri (CFU/ml). Mat d§ dugc xac dinh theo phuong phap pha
lodng nhu sau: mau duogc pha lodng lién tuc bang nudce cét vo trang tir 10" dén 10"
Dung pipet vO trung ldy 50ul dung dich & céc ndng do thich hop nho 1én bé mat dia
thach chita moéi truong DSMZ-27, dung que gat vo trung dan déu dich do trén mait
thach. Pt cac dia thach chira mau vi khuén tia quang hop trong didu kién khi quyén
nito, dudi anh sang den soi d6t 60w, tién hanh dém s6 khuén lac sau 5-7 ngay.

Sd luong khuén lac (CFU) xuét hién trén dia duogc dém va tinh theo cong thuc:

CFU/ml = a x1/vxn

Trong do6: n 1a do pha loang mau, a 1a sb khuén lac dém duoc trén bé mit dia
thach, v 1a thé tich mau duoc céy, 1/v thé tich mau quy vé Iml.

Sau khi khuén lac moc trén cac dia & do pha loang thich hop dugc dém va tinh
theo cong thirc, mat do t& bao dat 10%-10° CFU/ml thi tién hanh thu ché pham st dung
lam thire an cho con giéng dong vat hai manh vo.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Quy trinh san xuat ché pham vi khuan tia quang hop & quy md 100 lit

Quy trinh san xuét ché pham vi khuan tia quang hop & quy md 100 lit bao gbm
cac budc:

(i) Bon chung vi khuan tia quang hop Rhodopseudomonas sp. 311, Rhodobacter sp.
NDT6, Rhodobacter sp. 86 va Rhodopseudomonas sp. 517 da dugc tuyén chon va giir
gidng trong 6ng thach nghiéng & nhiét do 4°C.

(ii) Bon ching vi khuén tia quang hop Rhodopseudomonas sp. 311, Rhodobacter sp.
NDT6, Rhodobacter sp. 86 va Rhodopseudomonas sp. 517 tur cac 6ng thach nghiéng
gift gidng duwgc nhan nudi riéng trong cac binh penicillin ¢6 thé tich 10ml chtra moi
truong DSMZ-27 dang 16ng (mdi chung cdy 3 binh penicillin chtra 10ml méi truong
DSMZ-27) i & diéu kién ky khi duéi anh sang dén soi d6t trong phong thi nghiém, sau
khoang 3-5 ngay, x4ac dinh mét do té bao dat khoang 10%- 10° CFU/ml thi tiép tuc tién
hanh budce (ii1).

(ii1) Tron 4 ching dé san xudt ché pham véi ty 1& nhu nhau (1:1:1:1) thu dugc 120ml
hén hop bén chiing. Tiép tuc nhan nudi hon hop gidng sang 2 binh c6 thé tich S00ml,
mdi binh chira 450ml moi truong DSMZ-27 dich thé va bd sung 50ml thé tich gidng
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d6i voi mdi binh, u & diéu kién chiéu sang duéi dén soi dbt trong phong thi nghiém.
Sau 5-7 ngay kiém tra mat do té bao dat khoang 10%-10°CFU/ml thi ¢6 thé str dung lam
ngudn gidng cip 1 va tiép tuc tién hanh budc (iv).

(iv) Nhan nuéi giéng tir hai binh thé tich 500ml sang 2 binh nhua trong c6 thé tich 5 lit
chira 4500ml moéi truong chia 10g bot dau twong v6i 500ml hdn hop gidng mdi binh
va dat dudi anh sang mat troi. Sau 5-7 ngay kiém tra kiém tra mat do té bao dat
khoang10®-10°CFU/ml thi ¢6 thé tién hanh budc (v).

(v) Nhan gidéng sang bé kinh chira 90 lit méi trudong chira 200g bot dau tuong voi 10 lit
hén hop giéng. Sau 6-7 ngay kiém tra mat do t& bao dat khoang 10% 10” CFU/ml thi
¢6 thé ¢o thé thu ché phim theo sang ché. Ché pham vi khuén tia quang hop dugc san
xuét va thé hién trén Fig 9.

Vi du 2: Sir dung ché pham theo sang ché lam thtic an cho ngao, hau va tu hai oidng

St dung ché pham theo sang ché dat mat do khoang 10° CFU/ml lam thiic an
cho 4u tring cua dong vat hai manh vo. Pbi v6i ngao sau khi dp nd 2 ngay tudi, au
tring c6 mat do ban dau khoang 5 4u trung/ml thi theo thé tich bé nuoi tinh toan cho
an khoang 200.000 té bao/ca thé/lan, ngay cho an 3 lan. (Vi du ddi véi bé nuéi 4u
trung ngao Im’ s& cho #n ché phdm theo sing ché 1 lit pha lodng trong 10 lit nudc réi
déu trén bé mat bé nudi/lan, ngay cho an 3 lan theo cach tuong tu). Déi v6i nudi hau
gidbng mat do 3 con/ml dugc cho dn khoang 130 té bao/ca thé/lan, ngay cho an 3 lan.
Déi vé6i cho tu hai giéng s& cho an gidng nhu nudi hau.

Au tring ngao, hau va tu hai dugc nudi bang ché pham vi khuan tia quang hop
dang trong giai doan sinh truong dugc danh gia ty 1€ séng sot, kich thudce cia au trung
theo thoi gian va co su so sanh voi thie an truyén théng 1a vi tdo Chlorella sp. va
Nanochloropsis sp.. Dé theo dai kha ning séng st va sinh truong cia au tring ngao,
hau va tu hai, mat do cua ching duoc theo ddi bang cach sir dung micropipet ldy mau
& cac vi tri khac nhau cua thi nghiém (mdi mau 50um) sau d6 duoc ¢ dinh va dém
trén kinh hién vi quang hoc.

Giai doan 4u tring:

D6i v6i Au trung ngao: thir nghiém duogc tién hanh tai trai giéng thiy san Ciru
Dung (Nam Pinh). Phuong phép nuéi ngao duoc sy hd trg ctia cdc can bd ky thuat tai
trai gidng. Thi nghiém duoc tién hanh khi cho 4u tring ngao n ché phim vi khuan tia
quang hop thu duogc tir hdn hop 4 ching va so sanh véi thirc an truyén thong 1a hon

hop hai loai vi tdo Chlorella sp. va Nanochloropsis sp.. Ty 1€ séng sot cla 4u tring
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ngao theo thoi gian khi duoc cho an bing vi tao va vi khuan tia quang hop duge trinh

bay trén Bang 7.

Bang 7. Két qua theo di 4u tring ngao theo thoi gian khi &n cac loai thuc dn khac

nhau
Dot thi N o Thoi gian theo ngay tudi (au tring x10%)
. Nguon thtrc an
nghiém 4 6 8
1 Vitao 1,71 0,62 0,22
Vi khuan tia quang hop 1,71 0,82 0,44
2 Vi tdo 1,23 0,41 0,15
Vi khuan tia quang hop 1,23 0,72 0,35
3 Vi tdo 1,35 0,46 0,18
Vi khuan tia quang hop 1,35 0,66 0,42

Trong ca 3 dot thi nghiém khéac nhau ty 1€ sdng sot ctia au tring ngao (dén 8 ngay

tudi) nuodi bang ché pham vi khuan tia quang hop c6 ty 1€ séng sot tuong dwong khi

nuodi bang vi tao.

P4i v6i Au trang hau: Trong thi nghiém nay ching toi bit dau theo ddi hau tir

giai doan 4u trung dinh vo thang (ngay thtr 2 sau dé) dén hau 4u trung dinh vo 16i va

chuyén sang giai doan song bam c6 dinh (qua trinh nu6i hau duge sy ho trg cua can bo

k¢ thuat cua trai gbng). Thirc dn nuoi hau 1a ché phdm vi khuan tia quang hop va so

sanh vai vi tdo Chlorella sp. va Nanochloropsis sp.. Theo thoi gian nudi ty 1€ séng sot

cta hau so vé6i thoi diém ban dau va kich thudce sinh truong cua chiing dugc trinh bay

trén Bang 8.

Bang 8. Két qua xac dinh % sdng sot ctia du trung hau theo thoi gian khi an thire an vi

khuén tia quang hop va vi téo

Mirc do song sot ciia hau so véi ban dau (%)

Kich thudce (um)

Ng;a y Thuc an vi khuén tia o Thre an vi khuan | Thuc an
tuoi Thirc an tao , ,
quang hop tia quang hop tao
1 100 100 20 20
3 98,0 97,8 50 50
5 97,2 97,3 65 65
8 95,4 96,0 100 100
10 87,8 87,7 140 140
12 78,4 79,0 160 160
14 65,4 65,6 200 200
20 58,3 59,2 215 21
26 55,3 54,9 254 258
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Két qua cho thay: tir giai doan 4u trung dinh vo thiang dén giai doan séng bam
¢6 dinh, tdc do bién thai, ty 1& séng sot cua hau gidng tuong tu nhau khi nudi bang hai
loai thtrc an 1a ché phdm vi tao va ché pham vi khuan tia quang hop (55,3% va 54,9%,
twong ung). Mirc gia tang kich thudc cta ching cling twong duong nhau (khoang 254
va 258um tuong Ung). Hinh anh céc loai thirc dn tich tu trong hé ti€u hoa cia hau
gidng khi ching an vi tdo (mau xanh) va khi chung an vi khuin tia quang hop (mau
do) c6 thé thay & Fig 6.

DP&i voi 4u trung tu hai: chi tiéu quan trong nhit ¢ giai doan nay la kha ning
bién thai. Chung tdi cling tién hanh tht nghiém tuong tu véi 4u trung ngao va hau
bang 2 loai thirc &n vi tdo va vi khuén tia quang hop. Két qua quan sét trén kinh hién vi
cho thay kich thudc cta tu hai khi nudi bang ché phim vi khuan tia quang hop tuong
duong voi khi nudi bang vi tao. Sau 6 — 7 ngdy dad quan sat dugc su bién thai cua du
trung tu giai doan dinh vo thang (4u trung hinh chir D) sang giai doan dinh vo 16i & ca
hai cong thac thi nghiém va dugc thé hién trén Fig 8.

Déi véi con gidng:

Péi voi ngao gidng cap 1: Ngao gibng cap 1 1a ngao au trang da nudi duoc 10
ngay tudi. Thi nghiém duoc tién hanh nhu trén voi hai loai thac an 1a vi tdo va vi
khuan tia quang hop. Ty 1& séng sot clia ngao gidng cap 1 theo thoi gian khi nudi bing
hai loai thirc dn trén dugc trinh bay trén Bang 9.

Bang 9. Két qua xac dinh kha nang song sot clia ngao gidng cap 1 theo thoi gian khi dn

thae #n vi khuan tia quang hop va vi tao

Dot thi . Mitc do sdng sot ctia ngao gidng theo thoi gian
. Nguon thtrc dn

nghiém 12 24 36
Vi tao 960 820 400
1 Vi khuan tia quang hop 980 870 440
Vi tao 850 680 370
2 ["Vikhuan tia quang hop 850 730 360
Vi tao 920 715 560
3 Vi khuan tia quang hop 920 740 547

Tu Bang 9 cho thdy: & ca 3 dot thi nghiém khac nhau, ty 1¢ séng sot cuia ngao

gidng dugc nudi bing vi khuan tia quang hop va vi tao x4p xi nhu nhau. Hinh 4nh tich
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tu cac loai thirc an trong hé tiéu hoa cua ngao gidng khi str dung ché pham vi tao va vi
khuéan tia quang hop duoc trinh bay trén Fig 7.

Déi voi tu hai gidng: Thi nghiém duoc tién hanh dbi voi tu hai 25 ngay tudi
duoc cho 4n bang vi tao va vi khuan tia quang hop. Két qua xac dinh ty 1& song sot ctia
tu hai giéng theo thoi gian khi nudi bang vi khuan tia quang hop so sanh véi vi téo
duoc trinh bay trén Bang 10.

Bang 10. Két qua xac dinh % song sot cua tu hai gidng theo thoi gian khi an thtrc an vi

khuén tia quang hop va vi tdo

Ngay nudi Muc do sc?ng sot (%) cua tu hai giong khi cho dn bang
Vi khuan tia quang hop Vi tao
1 100 100
3 92,3 92,5
5 92,1 92,0
7 90,5 86,9
9 87,1 84,7
11 85,2 82,4
13 83,3 80,8
15 81,2 78,8
17 80,3 78,1

Két qua thu duge khi nudi tu hai gidng 25 ngay tudi khi cho an bang vi tao va vi
khuan tia quang hop kha ning song sot cua chung la trong duong nhau.

V6i cac két qua thu dugc cho thay sir dung ché pham theo sang ché dé nudi au
trung cac con giéng nhu ngao, hau, tu hai thi kha nang séng sot, toc do bién thai va su
gia tang kich thugc twong duong voi khi s dung vi tao. Déi voi con giéng nhu ngao
va tu hai khi cho an bang thic an vi khuén tia quang hop kha nang song sot turong
duong vi tao va nhu vay ché phdm theo sang ché ¢o trién vong lam thirc twoi song cho
con gidng nhu tu hai, ngao, v.v., vi giai doan nay ching can luong thire 4n lén. Chung
t6i c6 thé két luan str dung ché pham céc ching vi khun tia quang hop lua chon dé bd
sung hodc thay thé vi tao dé san xuit con gidng dong vat hai manh vé nhu ngao, hau
va tu hai.

Hiéu qua dat dwgc cia sang ché

Ché pham theo sang ché duoc tao ra tir bén chung vi khuan tia quang hop c6

kha nang tich Ity sinh khdi cao, dé dang san xuat ché pham trén ngudn co chat co gia
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thanh thip, khong bi anh hudng cla céc diéu kién ngoai canh dén nang suat nuoi
trong. Hon thé nira, té bao cua cac chung vi khuan tia quang hop dugc lua chon c6
ham luong protein, thanh phin axit amin twong dbi cao. Pidc biét 1a cc axit amin
khong thay thé nhu: Alanin, Leusin, Lysin, Methionin, v.v., va ham luong axit béo
khong no tong sd clia chiing cao hon so v6i tao Chlorella sp. va thap hon khong dang
ké so v6i tao Nanochloropsis sp.. Thit nghiém lam thirc an d6i voi du tring ngao, tu
hai va hau thi tdc do bién thai va kha ning séng sot ctia chung tuong duong véi khi
chung an bang vi tao. Nhu vy c6 thé st dung cac ching vi khuan tia quang hop lua
chon lam thtrc &n twoi sdng bd sung hodc thay thé cho vi tao trong wom nudi giong
thuy hai san, khac phuc tinh trang thiéu thirc an tuoi séng tai cac trai nuodi do nang suat

nudi vi tao khong 6n dinh dan dén anh hudng chat luong va hiéu qué cta con giong.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh san xuét ché pham vi khuén tia quang hop khong luu huynh chua cac
chung Rhodopseudomonas sp. 311, Rhodobacter sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86 va
Rhodopseudomonas sp. 517 lam thuc an tuoi song cho con gidng cac loai hai manh vo,
trong d6 quy trinh nay bao gém cac budc:

(i) tuyén chon céc ching vi khuan tia quang hop: chon céc chiing Rhodopseudomonas
sp. 311, Rhodobacter sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86 va Rhodopseudomonas sp. 517 c6
thanh phan dinh dudng cao;

(i) nhan giéng tir dng thach nghiéng sang mai truong 1ong trong binh 10ml: cdy riéng
mdi chung tuyén chon dugc & budce (i) tir 6ng thach nghiéng dua sang 10ml moi
truong DSMZ-27 dang dich; sau do, dich nuoi céy cia mdi chung dugc u & diéu kién
ky khi va chiéu sang bang dén sgi dbt trong phong thi nghiém, trong thoi gian khoang
3-5 ngay;

(iii) tron hdn hop vi khuin va nhan giéng trong binh thiy tinh 500ml: tron cac chung
Rhodopseudomonas sp. 311, Rhodobacter sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86 va
Rhodopseudomonas sp. 517 duge nhan gidng & bude (ii) véi ty 1 1:1:1:1, sau d6 nudi
cdy dich chtra 450ml méi truong DSMZ-27 va 50ml hén hop vi khuan ¢ diéu kién ky
khi, chiéu sang bang dén soi ddt trong phong thi nghiém, trong thoi gian khoang 5-7
ngay;

(iv) nhan gidng trong binh nhua trong 5, 10 va 20 lit: nhan gidng bang cach sir dung
moi truong chira 2g/1 bot du tuong va b6 sung 10% hdn hop vi khuén tia quang hop
thu duoc & bude (iii) & didu kién anh sang tu nhién trong thoi gian khoang 5-7 ngay;
va

(v) nhan giéng sang bé c6 thé tich 1én 50, 100 va 1000 lit dé thu ché pham vi khuén tia
quang hop: nhan gidng bing cach sir dung moéi truong chira 2g/1 bot dau tuong va bo
sung 10% hdn hop vi khuan tia quang hop thu dugc & bude (iv) ¢ diéu kién anh sang
tu nhién trong thoi gian khoang 6-7 ngay.

2. Ché pham vi khuin tia quang hop chtta cac ching Rhodopseudomonas sp. 311,
Rhodobacter sp. NDT6, Rhodobacter sp. 86 va Rhodopseudomonas sp. 517 lam thtc
an tuoi séng cho con gidng cac loai hai manh vé thu dugc tir quy trinh theo diém 1,

trong do ché phém nay la dang dich ldng v&i1 mat do té bao dat 10%-10°CFU/ml.
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Fig4
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