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Linh vue ky thuét dwoe dé cip

Sang ché dé cap dén san phim thirc 4n cho céa chita ching vi khudn probiotic,
trong d6 chung vi khuan 1a chung Lactobacillus plantarum 1-UL4 va dugc nop luu
dudi sb truy nhap 36838 & BIOTEC Culture Collection dé str dung trong viéc lam
giam luong A. hydrophila trong phin & ca.. Cac phuong 4n duoc uu tién theo sang ché

dugc mo ta trong cac diém yéu cAu bao hd phu thudce tir 2 dén 7.
Tinh trang ky thuit cia sing ché

LAB dugc sir dung rong réi trong nganh cong nghiép thuc phdm d& san xuét cic
san pham lén men bao gbm c4c san phim sita vi du nhu Ia stta chua va pho mat, san
phém thit, san phém banh mi, cac san phém ruou vang va thuc vat. Lactococcus lactis
la mot trong s6 LAB phd bién nhét duge st dung trong nudi ciy chit mdi san pham
stta. LAB duogc st dung phd bién lam cac chét dé tiém cdy vao thirc &n chin nudi co

nguoén géc tir thuc vat va dong vat, nghia 1a cho muc dich bao quan.

LAB duogc st dung bao gém mot hodc nhiéu loai LAB ma thong thudng duoc
sir dung trong xur ly thuc phérn, vi du, lién cdu khudn kiéu N, pediococci, leconostoc
hodc vi khudn sita lactobacilli. Ching c6 thd dugc thém ¢ dang dich nudi ciy tinh
khiét nhung thich hop hon la sir dung dich nuéi cdy hdn hop tir nguyén liéu 1én men c6
nguén géc tir thuc vat hodc dong vat. LAB probiotic cling duoc biét 1a san xudt nhiéu
loai cac chit khang khuén, cling nhu céc chét chuyén héa bac mot e ché, nhu 13 axit
axetic, axit lactic, axit propionic, etanol, diaxetyl, hydrd peroxit, cac bacterioxin va
chét giéng khang sinh c6 hoat tinh chéng lai vi khuin Gram 4m va Gram duong. Cac
bacteriocin 14 cac hop chét protein, ma c6 tinh chét khang vi khudn c6 thé tic ché nhiéu
loai vi khuén khac nhau, dic biét 1a vi khuAn gay bénh. Hop chét nay dugc chti y nhiéu
bdi vi ching dugc tao ra boi cac vi khuén c6 loi cho stc khoe clia con ngudi va cling
thuong duge st dung lam chét bao quan sinh hoc cho thuc phém tu nhién. Ba dugc
biét rang viéc dung bacteriocin lam anh huong dén hé vi khudn cta duong da day rudt

va lam gidm mirc d6 vi khuan gdy bénh trong cic phan khac nhau ctia duong da day
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rudt. Mac du, cé rat nhiéu bdo cdo vé cac loi ich cho stic khoe ctia LAB, nhung chi
gioi han cac bang chimg 1a ¢ sin cho thdy céc chat chuyén héa LAB c6 thé tao ra cac
tac dung co lgi cho vat chu. Céac chét Chuyén héa cta LAB than thién v&i moi truong
biéu hién céc tac dung ddi khang chéng lai vi khuan gy bénh c6 thé 1a dugc quan tim
ung dung lam chét bd sung cho thirc &n dé thay thé cho viéc st dung khang sinh. Vi
vay van c6 nhu cAu cao v& cac san phdm thiy san va viéc gia tang tim kiém céc chat
thay thé cho chat khéng sinh. Nghé nuéi trong thity san da tr¢ thanh mot trong céc linh
vuc san xuét thuc phdm ting truéng nhanh nhat, va dang dugc tap trung nhiéu hon vao
kha ning 4p dung cac phuong phap thong thuong da biét tir nganh chin nudi gia suc
dé kiém soat dich bénh va thuc ddy ting trudng trong nganh nudi trong thiy san. Su
bung phat dich bénh bi gdy ra boi cac sinh vat ¢6 hai c6 trong moi trudng xung quanh
duge cong nhén nhu mot trong sb cac can tré ding ké nhit trong linh vuc san Xuét

thily san, lam anh huéng dén su phét trién kinh té ctia linh vuc nay ¢ nhiéu nude.

P4a c6 nhiéu sy tap trung hon vao viée kiém soat su co mit ctia cac tac nhan giy
bénh trong méi truong nudi trong thily san béng viéc 4p dung va kiém tra cac phuong
phép thong thudng dugc st dung trong chan nudi dong vat trén can. Cac phuong phap
nay bao goém viéc b6 sung hop chét khang khudn, vi du nhu chit khang sinh, vao moi
truong. Tuy nhién, cac phuong phap tiép can thong thuong nay co sy thanh cong han
ché. Nhu duoc ky vong, nhu cAu kiém soat bénh duoc giai thich béi viée phat hién cac
phuong phap kiém soat bénh méi. Mot phuong phap nhu vay bao gdm viée st dung
"cdc probiotic", ma la ching vi khuén ddi khang dugc st dung dé kidm soat cac quan
thé tac nhan gy bénh tiém tang thong qua vi du su loai trir canh tranh. K§ thudt nay
duoc st dung trong nganh chin nudi gia suc, trong do cac san pham probiotic thuong
mai dd dugc tung ra va ¢ ban trén thi truong. Viéc dung céc san phdm nay qua duong
miéng lam cho su dé khang ting 1én ddi véi cac nhiém trung rudt va tang cuong dap

ung mién dich chung cho dong vét dugc diéu tri.

Hon nita, khang sinh va céc probiotic la chét b6 sung vao thirc &n thong thuong
duoc st dung trong hoat déng nuoi trdng thuy san. Cac probiotic dugc xac dinh lam
chat phu gia vi khudn séng bat ki ma c6 lgi trén vat chu béng céc thay d6i trong cong
ddng vi khudn c6 lién quan dén vat chu hoic & xung quanh, thong qua cai thién vi€e sur

dung thirc &n hodc gia tri dinh dudng ctia no, hodc béng céach ting déap Gmg cua vét chu
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v6i bénh hodc bang cach céi thién chét luong méi truong cta néd. Khang sinh thic day
tang trudng la mot loai chét phu gia thirc an gia suc thong thuong khac, phan 16n do
cac tac dung tich cuc clia nd cho su tang trudng hodc hi€u qua chuyén hoa thirc an va
viéc giam bét ty 1€ méc cdc bénh nhét dinh. Tuy nhién, viéc st dung rdng rii khdng
sinh ¢6 thé dan dén phat trién su dé khang trong mot s6 loai vi khuan gay bénh. Tuong
tu, su dé khang thudc chéo co thé xay ra d6i voi khang sinh diéu trj thudc cing mot
- nhém dugc chat, cu thé 1a cac thudc khang sinh c6 mdi quan hé gan véi céc liéu phap
khang vi khuén & ngudi. Mot s6 nudc da ap dat b4t budc han ché hoic cAm str dung
khang sinh lam chét thuc day tang trudng va diéu nay khién cho tip trung vao phat

trién cac phuong an c6 thé thay thé.

Ung dung ctia cac chét chuyén héa LAB trong nganh nudi trong thiy san c6 thé
lam gia ting san xut cac dong vat thly san d8 hd tro nhu ciu ngay cang ting cla
ngudi tidu dung va cé tdc dong lam giam st dung khang sinh lam chét phu gia thic an
gia stic ma s& dan dén sy khang thudc ddi véi céc vi khuin gy bénh. So sanh v6i vi
sinh vét séng, thi cac chét chuyén héa co nhiéu vu diém hon trong viéc bao quan, van

chuyén va xtr ly.

K¢ thuat truge ddy trong nganh nudi trong thuy san hién nay cho thiy ring céc
Joai vi khuan da dugc thi nghiém v& su kiém soat moi trudng nude. WO02/00035 md
ta phic hop thuc pham c6 hoat tinh sinh hoc @8 kiém soat cac bénh do vi khuan gay ra
trong cac dong vat dudi nudce. Phuc hop thue phim nay dugc mé ta nhu nhil twong
chtra it nhat mot vi khuén probiotic nay, dugc chon lya dé san xuét héa chit khang
khuén, va it nhdt mot hop chét rc ché hodc didu hoa. it nhat mot hop chét e ché hodc
diéu hoa nay 1a furanon, ma chita nhom chit hoéa hoc noéi chung lam e ché su xdm
chiém bé mit cta cac vi sinh vat. Vi khuén probiotic dugc mé ta n6i chung 1a vi khuén
Bacillus. Khong c6 chung Bacillus uu tién dac bi€t nao duge dé cap va cac vi du thuc

hién chi d& cap dén vi khuan probiotic nhu vay.

JP2000103740A md ta dugc phim cho cé va tom cua, ma chira céc chét chuyén
héa va cac san pham lam hoat chét, nhu 1a peptit thu dugc boi dich nudi cAy hon hop
clta Bacillus thuringiensis va Bacillus pumilu. Dua vao cac vi du cu thé da két luan

ring dich nudi cdy hdn hop nay ci thién hoat dong ciia hé mién dich va phong ngira
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nhiém trung cho ca dugc nudi. Vin @& dugc giai quyét boi sdng ché nay 13 dua ra san
pham thtic dn cho dong vat dudi nude (vi du cd) ¢ kha nang lam ting dang ké su dé
khéng ctia dong vét nganh nu6i trdng thiy san (vi du cd) chdng lai cc vi sinh vat gy
bénh co lién quan. Giai phdp nay dya vao nhan biét cua céc tac gia cua sang ché nay
vé san pham thtc dn cho ca duogc lam giau chét chuyén héa co ngudn goc tir LAB
probiotic lam chit bd sung thtic 4n cho cac dong vat nganh nudi trdng thity san ma c6
kha ning lam ting déng ké su dé khang ctia ca duge nudi chdng lai céc vi sinh vat gy

bénh co li€n quan.

SON V M ET AL, “Dietary administration of the probiotic, Lactobacillus
plantarum, enhanced the growth, innate immune responses, and disease resistance of
the grouper Epinephelus coioides”, FISH AND SHELLFISH IMMUNIL-OGY,
ACADEMIC PRESS, LONDON, GB LNKD-DOI:10.1016/J.FS1.2009.02.2018, tap
26, s6 5, khuyén nghi viéc dung L. plantarum thuc ché dé thuc diy su ting trudng va

tang cudng su mién dich trong ca ma Epinephelus coioides.

LOH T C ET AL, “Effects on growth performance, feacal microflora and
plasma cholesterol after supplementation of spray-dried metabolite to postweaning
rats”, CZECH JOURNAL OF ANIMAL SCIENCE, POTRAVINARSKYCH IN-
FORMACI, PRAGUE (20090101), tap 54, sb 1, mo ta cac anh hudng cla céc chét

chuyén hoa LAB dugc phun kho 1én cic thong s6 khac nhau & chudt sau khi cai stra.

US 2002/0176910 A1 boc 1§ cac san phém thtc &n cho dong vat chtra axit

sorbic va vi sinh vat song hodc chét tao ra bacteriocin.

FOO, H.L; LOH, T.C; LAIL P.W; LIM, Y.Z; KUFLI, C.N.; RUSUL, G.,
“Effects of Adding Lactobacillus plantarum I-UL4 Metabolites in Drinking Water of
Rats”, PAKISTAN JOURNAL OF NUTRITION, (20030901), téap 2, s6 5, cac trang
283-288, mo6 ta anh hudng cua chét chuyén hoa LAB trong nudc ubng 1én c4c thong s6

khéac nhau & chudt.

VENDRELL D ET AL, “Protection of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
from lactococcosis by probiotic bacteria”, COMPARATIVE IMMUNOLOGY,
MICROBIOLOGY  AND INFECTIOUS DISEASES, PERGAMON PRESS,
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OXFORD, GB LNKD-DOI:10.1016/J.CIMID.2007.04.002, tap 31, s6 4 thé hién ring

su bd sung probiotic lam giam déng ké ty 1& chét & ca hoi cau vong.

FOO HL et al. “Effects of feeding Lactobacillus plantarum I-UL4 isolated from
Malaysian Tempeh on growth performance, faecal flora and lactic acid bacteria and
plasma cholesterol concentrations in postweaning rats” Food science and
biotechnology 12(4):403-408 August 2003, nghién ctru cac anh hudng cua viéc dung
qua dudng miéng cua L. plantarum 1-UL4 (LP) trong ché d6 an cua chudt sau cai sita
1én hiéu suét ting trudng, dd pH clia phén, cac lugng vi khudn Enterobacteriaceae va

vi khudn axit lactic (LAB) va ndng do cholesterol trong huyét tuong.

José L. Balcézar, Daniel Vendrell, Ignacio de Blas, Imanol Ruiz-Zarzuela, José
L. Muzquiz, Olivia Girones, “Characterization of probiotic properties of lactic acid
bacteria isolated from intestinal microbiota of fish”, Aquaculture, Tap 278, 4n hanh 1-
4, mdng 10 thdng Sdu nim 2008, cac trang 188-191, phan tich cdc anh huong cta vi

khuan probiotic chdng lai sy bam dinh ctia cdc tac nhan gdy bénh ¢ ca.
Ban chét k§ thuit ciia sang ché

Sang ché dé cap dén san phim thtic dn cho cé chira ching vi khuén probiotic,
trong d6 ching vi khuén 13 ching Lactobacillus plantarum 1-UL4 va duge ndp luu
dudi s truy nhap 36838 & BIOTEC Culture Collection dé st dung lam gidm s6 luong
A. hydrophila trong phén ¢ ca.

Da duoc cho rang thitc dn cho dong vét chira cic chét chuyén hoa duoc tao ra tu
ching Lactobacillus plantarum 1-UL4 va cac cht chuyén hoa nay bao gbém cac

bacteriocin, vitamin B va axit hitu co, nhu 13 axit formic, axit axetic va axit lactic.

T4t hon 13, thic #n cho dong vat chira cac chét chuyén héa v6i ndng do it nhét
1a tr 0,1% dén 0,5% cta trong lugng khd. Thuc vay, cac chét chuyén hoa dugc st
dung lam chit phu gia hodc chét bd sung vao thirc dn.

Hon nita, thitc n cho c4 néu trén ¢ kha ning lam gia ting sy tdng trudng cua
dong vt tir 20% dén 50% va c6 kha ning lam ting ty 1¢ song tuong 61 it nht 12 80%.

Hon nita, thie dn cho ca ¢6 kha nang 1am giam luong vi khuan Enterobacteriaceae va
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A. hydrophila trong phéan va lam tang lugng LAB trong phén cua cac dong vat thuy

san.

Cling dugc boc 16 1a phuong phap nuoi trdng cac dong vat thiy san trong do
cac dong vat thuy san duge cho an san phém thtre &n cho dong vat thiy san chira Vi
khuén probiotic Lactobacillus plantarum. Céac dong vat thuy san duge cho an mot
luong thic an cho dong vat thity san tuong tmg voi luong nam trong khoang tir 5%
dén 20% tong lugng hép thu thirc an clia cac dong vat thuy san trong nganh nudi tréng

thuy san.

Pugc boc 16 thém 1a phuong phap nudi dong vat thiy san trong nganh nudi
trong thuy san bao gdm cho dong vét thuy san dn san pham thirc &n cho dong vat thuy

san chtra vi khudn probiotic Lactobacillus plantarum.

Ngoai ra, sang ché nay dé cap dén thirc #n cho dong vt thiy san dugc san Xuét
bing cac phuong phap néu ¢ trén. T6t hon 13, sang ché nay cling mo ta ché pham thirc
in cho dong vat ma chira tbng protein (nam trong khoang tir 30% dén 40% cua tong
khAu phan thtc &n), tdng chét béo (téng chét béo nam trong khoang tir 3% dén 5% cua
tong khAu phan thic &n), chét 4m (nim trong khoang tir 10% dén 12% cia tong khau
phan thirc &n), va bot chét chuyén hoa (t6t hon 12 bao gdm céc bacteriocin, két hop vai
vitamin B, va axit hitu co). Ché phérn con chira hon hop bat ky duge chon tir nhom
gém protein, chit béo va dd am. Thuc vay, bot chét Chuyén hoa chiém mot lugng nam

trong khoang tir 0,1% dén 0,5% cua tong khAu phan thuc an.

b3 duoc mo ta trong sang ché nay 14 thirc n cho dong vat co phuong thirc lam
gia tang tong luong hép thu thirc an tir 3% dén 10% va ché pham tao ra kha néng lam
giam lugng Enterobacteriaceae trong phan va 1am ting vi khuén axit lactic trong phéan

cua cac dong vat thuy san.

Sang ché nay bao gom nhicu déc didm moi va su két hop ctia cac phan sau day
da mo ta ddy du va duoc minh hoa bang phan md ta va cac hinh v& kém theo, nén hi€u
rang co thé c¢6 nhiéu thay doi trong phan mé ta chi tiét ma khong tach khoi pham vi

ctia sang ché nay hodc lam mat di bat ky vu diém nao cta sang che nay.
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Mo ta van tit cac hinh vé

Séang ché nay sé& dugc hiéu day du tur phin mé ta chi tiét sang ché duogc dua ra
dudi day va cac hinh v&€ kém theo ma dugce dua chi bing cach minh hoa, ma khong
lam gi6i han sang ché nay, trong d6:

Fig.1 thé hién thir nghiém khuéch tan 18 thach cua chit chuyén hoa LAB chéng lai
Aeromonas hydrophila

Fig.2 thé hién anh huéng cia chit chuyén hoa LAB ddi véi ty 18 song clia ¢4 1o sau khi
duoc thir nghiém v6i Aeromonas hydrophila. Ghi chu: T1, chét chuyén héa LAB; T2,
ddi ching + chi din sai s6 chuén. Gi4 tri ndm trong cing modt hang va thi nghiém c6

chung chit cai ghi ¢ trén thong thuong 1a khong khac biét dang ké, P> 0,05.

Fig.3 thé hién luong vi khuén c6 thé séng duoc trong thirc dn tiéu hda duge bdi ca co
va khong c6 chit chuyén hoa LAB. Ghi chu: T1, chit chuyén héa LAB; T2, d6i chimg
+ chi din sai s6 chudn. Céc gia tri ndm trong cting mdt hang va thi nghiém c6 chung

chit cai ghi & trén thong thuong la khong khac biét dang ké, P > 0,05.

Fig.4 thé hién su sip xép thing hang ctia mot phan trinh tu ctia 16S rADN duoc
khuéch dai tir ching Lactobacillus plantarum 1-UL4 va bbn ching Lactobacillus

plantarum khac duge ndp luu trong GenBank.
MO té chi tiét sang ché

Sang ché nay d& cap dén viéc st dung céac chat chuyén hoéa cé ngudn goc tir
probiotic LAB lam chét bd sung cho thirc dn cho cac dong vat nudi trdng thity san. Cu
thé hon, sang ché nay d& cap dén chat bd sung cho c4 c6 chat luong duoc cai thién,
khéng lai cac ching vi khuin khong mong mudn va quy trinh san xuat cac chat chuyén

héa duoc trén vao thirc an cho ca.

Sang ché nay dua vao nhan biét cua cac tac gia cia sang ché vé san pham thic
4n cho ca duoc lam giau chat chuyén héa c6 ngudn gbc tir probiotic LAB ma c6 kha
nang lam ting dang ké sy dé khang clia c4 dugc nudi chdng lai cac vi sinh vat gay
bénh lién quan. D3 dugc chiing minh rang viée sir dung cac chat chuyén hoa c6 ngudn
gdc tir cac chiing LAB dugc phan 1ap tir thire an Malaysia, loai Lactobacillus, dé cai

thién hiéu qua tang trudng, tinh mién dich va strc khde chung cua dong vat thuy san;
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dé kiém sodt cac tac nhan giy bénh & duong da day rudt bao gbém cac tic nhan gay
bénh & duong da day rudt khang lai khang sinh va cac bénh c6 lién quan cta ching
bing cach lam gidm ty 1& xAm nhép va dd nghiém trong cta cac anh hudng sinh Iy c6

hai do su xAm nhép cua tac nhin gay bénh khang lai khang sinh.

Do do, sang ché d& cap dén san phim thitc an cho c4 theo diém yéu ciu bao ho
1. Khéng bi gidi han trong ly thuyét, da duogc cho rang cic chét chuyén hoa c6 ngudn
gbc tlr probiotic LAB c6 kh& ning lam ting dang k& lugng khang thé & dong vat thiy
san chéng lai cac vi sinh vat gy bénh. Su ting cudng cla san XUt khang thé 1am cho
dong vat thiy san dé khang chéng lai t6t hon voi vi sinh vat gdy bénh. Xem vi du thuc
hién trong ban mé ta nay dé chi tiét hon. Pugc cho rang 14 l4n dAu tién ching minh
duoc ring cc chit chuyén hoa c6 ngudn gbc tir probiotic LAB mang lai tic dung tich
cuc thong qua viéc danh gia hiéu qua tang trudng, ty 1€ séng sét va tac dong bat loi

cua tac nhén gdy bénh trong dong vat nudi trdng thily san nhu c4.

Mot wu diém nita ctia san phdm thttc &n chira chét chuyén héa c6 ngudn gbc tir
probiotic LAB 14 céi thién lam gia ting thém trong luong ting truéng va do dai ting
trudng ctia dong vat thuy san. Xem cdc vi du thuc hién sang ché dud6i day dé biét them
chi tiét.

Dinh nghia
Truéc khi thao luan vé& cdc phuong 4n chi tiét ctia sing ché nay, phan dinh

nghia vé cac thult nglt dic biét cé lién quan dén cac khia canh chinh ctia sang ché

duoc dua ra.

Thuét ngit thirc an hodc ché pham thirc 4n nghia 1a hop chét bat ky, dang ché
phém, hdn hop, hodc ché phém thich hop dé, hoic du dinh dé cho dong vat &n vao.

Thuat nglt "nganh nudi trong thiy san" nén dugc hiéu theo linh vuc nay nhu la
viéc nudi cdc dong vat thuy san ¢ dudi nude trong d6 cac dong vat thuy san dugc nudi

trong cac khong gian dugc xéc dinh vé mit vat ly, vi du 14 trong 16ng hodc bé.
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Thuét nglt "probiotic" 1a thuat ngit dugc biét dén nhidu va d& cap dén vi sinh
vat ma dugc tiép xtc vé& mit vat 1y (vi du, khi dugc an vao) voi dong vat thily sén thi

no tao ra cac loi ich vé stc khoe cho dong vat.
Phuong phép tét nhat dé thuc hién sdng ché nay

Trudc khi mo ta tiép sang ché niy, nén hidu ring sang ché nay khong bi gioi
han & cac phuong an cu thé duoc md ta, thi du tht nhién 1a c6 thé thay d6i. Ciing nén
hiéu ring thuat ngit dugc st dung trong ban mo ta nay chi c6 muc dich la dé mo ta cac
phuong an cu thé, va khong nham gi6i han sang ché, boi vi pham vi cua sédng ché nay
s& dugc gioi han bing yéu cAu bao hd kém theo. Khi dua ra mot khoang gia tri, nén
hiéu rang mdi gia tri ¢ gitta dén mot phan mudi cia gidi han dudi trir khi dugce chi ra
ro rang khac 14 tir gii han trén dén giéi han dudi cua khoang nay va gia tri dugc néu
khac bit ky, hodc gid tri & gifta ctia khoang dugc néu do, d&u nim trong pham vi cua
sang ché. Cac gidi han trén va dudi cta cdc khoang nhd hon nay co thé duoc bao gobm
doc 1ap trong cac khoang nho hon, va cling dugc bao gbm trong sang ché, tuy theo gisi
han loai trir cu thé trong khoang dugc néu ra. Khi khoang dugc néu bao gém mot hoac
ca hai gi6i han, thi cac khoang khong bao gém mot hodic ca hai gi6i han nay cling

duoc nam trong pham vi cua sang che.

Trur khi duogc chi ra khac, tAt ca cac thuat ngit k¥ thuat va khoa hoc dugc sur
dung & diy cd nghia nhu duogc hiéu thong thuong bdi nguoi ¢ hiéu biét trung binh
trong linh vuc cla sang ché nay. Mic du cdc phuong phap va nguyén liéu bat ky tuong
tu hodc twong duong véi phuong phap va nguyén liéu dugec mo ta ¢ day co thé cling
duoc str dung trong viéc thuc hanh hodc thi nghiém sang ché nay, nhung hién tai cdc
phuong phéap va nguyén liéu vu tién dugc md ta dudi day. T4t ca cac cong bd duge dé
cép trong ban mo ta nay dugc két hop trong ban mo ta nay bang cach vién dan dé boc
16 va md ta phuong phéap va/hodc nguyén liéu co lién quan voi cdc cong bb duoc vién
dan nay. Can luu y rang, nhu duge st dung trong ban mé ta ndy va trong cac diém yéu
cAu bao ho kem theo, cac dang sb it bao gém cac dang s6 nhiéu trr khi ngit canh chi ra

rd rang khac.

-10-
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Vi du thye hién sing ché

i) Loai Lactobacillus, dugc phan lap tir bot sén hot 1én men (tapai ubi) dugc st
dung trong nghién ctru nay. Cac vi khuén nay duoc thu tir by suu tdp cta ching toi
(phong k§ thuat xt ly sinh hoc, Dai hoc Putra Malaysia). Ching LAB duoc giit trong
canh thang Man Rogosa Sharpe (MRS) ¢ -20°C. Chung LAB dugc lam hoi lai hai lan
trong canh thang MRS va duoc u ky khi ¢ 20°C - 40°C trude khi san xudt chit chuyén
héa LAB. Dich nudi ciy qua dém duoc tiém vao canh thang MRS va duoc 0 ky khi
qua dém ¢ 20°C - 40°C. Chit chuyén héa dugc thu thap bang céach tach cac té bao vi
khuin bang quay ly tAm & 8000 vong trong 10 phut. Sau do, chat chuyén héa duoc gift
& 4°C cho dén khi st dung. Chéit chuyén héa ciing duoc lam khd bing cach phun
suong siy kho.

ii) Trong phuong phap khuéch tin trong 18 thach (Tagg va cde dong tdc gid,
1976), 10 - 100ul chét chuyén héa LAB dugc nhé giot vao 16 thach duogc duc 16 trudc.
Dich nbi trén bé mit duoc cho khuéch tan trong mot gio. Sau do, dia duge phu 1én
béng thach mém duoc cdy sinh vat chi thi va dugc u & 30°C - 40°C qua dém. Su tc
ché dugc chung minh bing su hinh thanh ving trong xung quanh 16 (Fig.1) cta chat
chuyén héa UL4 chéng lai sinh vat chi thi véi dudng kinh trung binh t61 thiéu 1a 1em.

iii) Thir nghiém cho &n duoc tién hanh trong 4 tuan. Hai nhém thi nghiém bao
gbém mdt nhom st dung chét chuyén héa LAB (T1) va mot nhém khong st dung chat
chuyén héa LAB (T2), mbi nhom dugc nhan 1én ba 1dn tuin theo mot thiét ké hoan
toan ngau nhién dugc thuc hién bang viéc str dung bé c6 kich c& gidng nhau (dung tich
25L). Téng s 48 c4 16, voi thé trong tir 17-18 g, duoc cho thich nghi véi moi trudng

trong 2 tuan trude khi thtr nghiém.

iv) Chét chuyén héa LAB duoc lam kho bang phun suong dugc pha loéng theo
luong duoc xac dinh trude ma tao ra hoat tinh bacteriocin cao nhét. Duéi cac diéu kién
vo trung, sau do6 bt dugce pha lodng duge dua vao thic dn ¢ ban san trén thi truong.
Khéi luong duoc yéu cAu nay dugc phun nhe nhang vao thirc an va tron cham. Ca
duoc cho dn chi vai thirc dn c6 ban san trén thi trudong duge dung 1lam d6i ching. C4
duge cho an tiy ¥ hai 1an hang ngay. T4t ca céc con ¢4 duge cAn mdi tudn dé danh gia

hiéu qua ting trudng dudi dang trong luong ting thém, ty 1€ tdng trudng cu thé (SGR)

“11-
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vaty 1€ chuyén hoa thitc an (feed conversion ratio - FCR). Su hép thu thic an dugc ghi
chép lai hang ngay (Bang 1). Trong luong co thé tang cao hon dang ké (P<0,05) trong
T1 so v&i dbi chimg ciing 1a xu huéng tuong tw duge thiy doi voi ty 1¢ ting trudng cu
thé, trong dé ty 1€ tang truong cho nhém T1 la c6 y nghia théng ké. T1 cling c6 FCR
thap nhét, chi ra rang ca dugc cho an véi chét chuyén héa LAB c¢6 kha ning chuyén

hoa thirc &n vao md clia ca hiéu qua.

Bang 1: Hiéu qua tang truong cua ca duge cho in v6i chat chuyén héa LAB

Théng sd T1 T2

trong lrgng ting thém (g) 7,72+ 0,01 5,5°+0,01

ty 1€ tang trudng cu thé (% trén ngay) 1,35%+0,01 1,012 £ 0,01

FCR (ty 1¢ chuyén hoéa thirc an) 1,632+ 0,05 1,89° +0,01

Ghi cht: T1, chat chuyén héa LAB; T2, ddi ching =+ chi ra sai
s6 chuén). Cac gia tri trong cing mot hang va thi nghiém co
chit ghi & trén thong thuong la khic biét khong dang ké, P >
0,05.

DPbi véi nghién ctru mién dich hoc, mau duoc 14y tir tinh mach dudi cua ca r6
duge gdy mé mdi tudn. Mau duoc bao quan qua dém & 4°C va huyét thanh duoc thu
thap bang quay ly tdm ¢ 1000 vong trong 20 phut trude khi duge bao quan 6 - 80°C.
Cac murc khang thé duoc xac dinh tr cac cd dugc tao mién dich bang ELISA gian tiép
(Takemura, 1993). Céc dia ELISA 96 16 dwoc phu qua dém & 4°C bing chét chuyén
héa LAB véi nong do cua lugng duogc xac dinh tru6c ma tao ra hoat tinh cao nhét 1a
1001 dung dich dém phu (15 mM Na>COs, 35 mM NaHCO3, pH 9,6) trén mot 16. Sau
do, cac dia dugc rira ba 1An bang nudc mudi dém photphat chira 0,05% (v/v) Tween-20
(PBS-T). Sau do, 16 dugc phong bé bang 250ul BSA 1% (w/v) trong PBS trén mot 10
trong 2 gid & 22°C. Sau khi rira ba 1an bang PBS-T, thém huyét thanh cé 16 dugc pha

-12-
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lodng véi ty 1€ 1:4 trong PBS (100ul trén mot 18) vao va u trong 3 gio & 22°C. Sau khi
rira ba 1An bang PBS-T, céc dia dugc thém 100ul IgM khang c4 16 lién hop voi cu cai
ngua (1:54) (Aquatic Diagnostics Ltd) trén mdi 16 va 0 trong 1 giv & 22°C. Sau khi
rtra, phan ung duoc tién trién bang viéc thém co chét tetrametylbenzidin dihydroclorua
(TMB)/H202 vao va u thém trong 10 phut & 22°C. Phan ung duoc hoan thanh bang
viéc thém 50ul HoSO4 2M trén mdi 15. Mat dd quang duge do ¢ 450nm bang thiét bi
doc ELISA (Anthos Zenyth 340 Microplate Reader) (Bang 2). Trong 4 tudn cho an voi
chét chuyén hoa LAB qua duong miéng, mirc khang thé trong huyét thanh c4 tang lén.
Nhom dbi chimg da cho thiy co dap ung yéu hodc khong c6 dap ung. Mirc khang thé
tang 1én dugc phdt hién thiy & tuan tha hai 2 sau khi c4 dugc cho an véi chét chuyén
hoa LAB qua dudng miéng, va muc khang thé dat duoc tdi da & tudn tho ba. Tuy
nhién, mic khang thé bi gidm nhe sau tuan thtr ba, nhung cao hon nhidu so voi dbi

chung.

Bang 2: Viéc san xuht khang thé trong cé r6 duoc cho dn voi chét chuyén héa LAB.

OD4s0nm
Tuan T1 T2
0,25%+ 0,00
0 0,372+ 0,01 0,27°+0,01
1 0,808 + 0,06 0,322+0,03
2 1,148+ 0,01 0,52°+0,05

Ghi chu: T1, chit chuyén héa LAB; T2; dbi chung + sai s chun chi ra.
Céc gid tri trong cung mdt hang va thi nghiém c6 chit ghi ¢ trén thong

thuong 1a khac biét khong dang ke, P > 0,05.

vi) Sau 4 tudn thir nghiém viéc cho an, mdi nhom duoc tiém 0,1ml chira chung
ody bénh Aeromonas hydrophila v6i nong d6 10° CFU/ml Ty 1€ ca chét dugc ghi chép
va duoc loai bo hang ngay trong 10 ngay. Nguyén nhén chét duge xac dinh bing viée
nudi cdy than cua ca méc bénh vi 4. hydrophila. Trong sudt thoi ky thi nghiém, ca

duoe nudi nhu thuong 1& (Fig.2). Ca duoc gy mién dich vi chét chuyén hoa LAB ¢
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£y 16 bao vé 100% va khong c6 ty 16 chét da dugc ghi chép lai so voi cac nhom dbi

chung. Ty 18 séng trong T1 1a c6 y nghia théng ké (P<0,05) so v&i T2.

vii) Phén tich dudng rudt tiéu héa dugc thuc hién trén cac mau bao gém cac
rudt duge cit tir ca séng s6t tir mdi nhém duoc dilu tri. Sau dé, cac mau duoc déng
nhét héa v6i 1ml dung dich nuée mudi vo khuan sir dung may dap mau vi sinh. Sau d6
thuc hién pha lodng theo loat 10 lan (tir 10 dén 10®) trong ba mau va 100ul dung
dich pha lodng thich hop duge phu 1én trén thach xanh metylen eozin (Eosin Metylene
Blue - EMB), thach dé phenol tinh bdt glutamat (Glutamate Starch Phenol - GSP) va
thach de Man, Rogosa va Sharp (MRS) cho ching vi khuén Enterobacteriaceae, A.
hydrophila va luong LAB tuong tng. Cac dia duoc u qua dém & 30°C cho dén khi cac
khudn lac c6 thé nhin thdy (Fig.3). Luong vi khuin Enterobacteriaceae va A.
hydrophila ¢6 thé séng dugc trong T1 thip hon so véi trong T2. Trong khi, lugng
LAB trong T1 cao nhit va trong T2 14 thip nhét.

viii) Thuc phém cho c& duoc san xuit theo cach tuong tmg voi Vi du & trén va
hdn hop thu duge trong ché pham du6i diy tinh theo phan trim trong luong clia hén
hop (Bang 3):

Bang 3: Phan tram ché pham cta khau phén an cua ca

Théanh phén %
Protein tho 30-40
Chéat béo thod 3-5
Chét Am 10-12
Bot chit chuyén hoa 0,1-0,5
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YEU CAUBAO HO

1. San pham thirc 4n cho c4 chira ching vi khudn probiotic, trong d6 ching vi
khuén 1a chung Lactobacillus plantarum 1-UL4 va duoc ndp luu dudi s6 truy nhap
36838 & BIOTEC Culture Collection, dé st dung trong viéc lam gidm luong A.
hydrophila trong phan cd. |

2. Séan pham thirc 4n cho cé theo diém 1, trong d6 thirc 4n cho cé chua cac chit

chuyén hoa duoc tao ra tir chung Lactobacillus plantarum 1-UL4.

3. San pham thirc an cho c4 theo diém 2, trong d6 cac chat chuyén hoa bao gom
c4c bacterioxin, vitamin B va cdc axit hftu co, nhu axit formic, axit axetic va axit

lactic.

4. San phdm thirc 4n cho ca theo diém 1, trong d6 thtrc &n cho cé chua cac chit

chuyén hoa voi ndng d6 nam trong khoang tir 0,1% dén 0,5% trong lugng kho.

S. San pham thirc &n cho ca theo céc diém tir 2 - 4, trong d6 cac chit chuyén hoa

duoc st dung 1am chat phu gia hodc chét bd sung vao thire an.

6. San pham thirc 4n cho c4 theo diém 1, trong d6 thirc an cho cd c6 kha nang tao
ra su gia ting ting trudng cua dong vat tr 20% dén 50% va c6 kha ning lam gia ting

ty 16 sdng it nhat 1a 80%.

7. San pham thtrc 4n cho cd theo diém 1, trong d6 thirc &n cho c4 c6 kha nang lam
giam lwong vi khuan enterobacteriaceae va A. hydrophila trong phan ca va gia ting

luong LAB trong phéan ca.
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Fig. 4 Su xdp hang ctia mt phin chudi 16S rADN dugc khuéch dai tix ching Lactobacillus plantarum 1-UL4 va bén ching khic
Lactobacillus plantarum &uoc ky giri & GenBank.
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