PHAN LAP, TUYEN CHON MOT S& CHUNG LACTOBACILLUS CO KHA NANG
SINH AXIT LACTIC CAO TU CAC SAN PHAM LEN MEN TREN DIA BAN TINH THAI
NGUYEN DE CHE TAO CHE PHAM SINH HOC (PROBIOTIC) SU DUNG CHO VAT

NUOI.
TONG QUAN
Ngoai nudc:
Viéc su dung probiotics da dugc biét dén tir lau, nhung viéc nghién cdu hé vi sinh vét duong rudt
va st dyng probiotic méi thyc sy phét trién tir nhirng ném 80 cda thé ky 20 (Patterson va cdng sy,
2003). Bang ky thuat phan 1, céc nha nghién cdu da chi ra rdng chi ¢6 khodng 20 dén 50% s
lodi vi sinh vét duong rudt & déng vat duoc phén lap, nudi cdy va danh gid cé dac tinh
probiotic (Patterson va cdng sy, 2003; Apajialahti va cdng sy, 1998; Netherwood va céng sy,
1999; Gong va céng sy, 2002; Zhu va cdng sy, 2002), céc nha khoa hoc da su dyng ky thuat
phdn t& d& nghién ctu sy thay déi cdu tric quan the va ddc diém sinh hoc cia hé vi sinh vat
dudng rudt & déng vét duéi téc déng cda probiotic. Tuy nhién, cho dén nay nhiing nhén 18 ndo
gép phan tao nén mét hé vi sinh vat can bang hodc lam réi loan sy can bdng cda hé vi sinh vat
duong rust ciing chua duoc hiéu bigt ddy du (Patterson va cong su, 2003). Da ¢6 rdt nhiéu nghién
cu vé vai trd cla probiotic d8i véi stre khde vat nudi dai véi hé théng mién dich & niém mac ruét
(Schat va cong su, 1991; Hersbberg va cong sy, 2000); D3i véi sy thay déi cda niém mac rudt
non & véit nudi (Glick, 1995; Fontaine va céng sy, 1996; Dai va céng sy, 2000; McCracken va
cdng sy, 2001).
Nhiing dnh hudng cé loi cla probiotic thé hign & nhiéu khia canh khéc nhau nhung nhirng higu
biét cia con ngudi vé co ché téc dong cda probiotic con rét han ché. Cé mét s8 téc gid cho rdng
hiéu qué cta probiotic trong viéc Gc ché sy phdt trién cba cdc vi sinh vat gay bénh trong hé tiéu
héa cda déng vét 6 y nghia rdt quan trong. Sy kim ham dé duoc thyc hién theo nhiing céch sau:
canh tranh chét dinh dudng, sdn xudt doc t6 va cée sén phém trao dai (cdc axit béo bay hoi,
céc chdt gidng khang sinh...), canh tranh vi tri bédm dinh & niém mac ruét va kich thich hé théng
mién dich rust (Fuller, 1989; Gibson va céng sy, 2000; Rolfe, 2000; Knight va céng s, 2009).
Trong khodng 20 nam tré lai déy, nhé ¢ng dung nhiing tién bé ky thuét trong linh vuc sinh hoc
phan tu, ddc biét la ky thudt doc trinh ty axit nucleic trong nghién céu phén logi va dinh danh céc
ching vi sinh vat, cdng nghé sdn xudt cdc sdn phdm probiotic phuc vy chdn nuéi ngay cang tré
nén dé& dang va phé bién hon & nhiéu nuéc trén the gisi. Tuy nhién, céc két qud nghién cdu vé st
dung cdc sén ph@m probiotic trong chan nuéi rdt khéc nhau, déi khi trdi nguoc nhau. Nhiéu
nghién cu bd sung ch& phdm probiotic trén lon va ga cho thdy 6 dép Gng tich cyc (Henrich va
cdng sv, 2006) nhu: (i) Téing cuong khé néng mién dich & lon con; (i) Téing ty |é tiéu héa céc chét
dinh dudng; (iii) Téing hiéu qué sv dung thic an...). Bén canh dé cing c6 nhiéu nghién cdu da chi
ra hiéu qud khong rd rét cla viéc bd sung cdc ché pham probiotic trong chén nudi nhu: (1) Khéng
quan sét thdy &nh hudng tich cyc cla probiotic khi ba sung trong khdu phén cho lon cdi va lon
duc thién & giai doan lon choai va v6 béo (Breston va cong sy, 1998); (2) Dsi véi lon con sau cai
sira khéng nén st dung cdc ché pham probiotic (Navas-Sanchez va céng sy, 1995); (3) Khong
thély cé sy khdc nhau vé ty |8 tiéu héa thire @n va hidu qud sv dung néng luong & céc 16 thi
nghiém va déi ching duoc dn thic &n <6 va khong c6 bd sung probiotic (Galassi va cong
sy, 2001),....
Cé rét nhiéu y kién khac nhau khi gidi thich sy khéc biét cda céc két qua nghién cdu, nhung y



kién duoc nhiéu nha khoa hoc thdng nhét la céic ché phdm probiotic tao nén céc ddp Gng tich
cuc & gia sic va gia cam chi khi né ¢é day do cac dac tinh probiotic, sy thi€u mét hodic nhiéu cac
ddc tinh cda probiotic cé thé la nguyén nhan chd y&u cla cdc ddp tng ém tinh.
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Trong nudc:

O nuéc ta hién nay, viéc nghién cu sdn xudt probiotic phuc vu cho d&i s8ng dan sinh néi chung
va chdn nudi néi riéng con rét méi mé va bét ddu duoc quan tém trong khodng mét thép ky gén
day. Lé Thanh Binh va cong sy (1999) dé sén xudt ché phdm PRO99 gém hai ching vi khuan
lactic va nudi thi nghiém trén ga Broiler cho thdy quan thé vi sinh vat duong rudt thay doi

theo chiu huéng tich cuc, cdc vi khudn lactic téng, E.coli gidm rd rét & nhém ga duoc &n thic
&n ¢ thire dn bd sung PRO99. Khéi lugng co thé ltc 50 ngdy tudi cda ga & nhém duoc dn thic dn
6 bd sung PRO99 cao hon so véi dsi chiing 10,6%. Pham Ngoc Lan va céng sy (2003) da
phén lap duoc hai trong s8 789 ching vi khuan lactic trong ruét ga. Bang céc phuong

phdp nghién céu sinh hoc phén to, nhém téc gid d& xéc dinh duoc céc ching CH123 va
CH156 c6 nhiing tinh chét probiotic géin véi Lactobacillus agillis v Lactobacillus salivarius (c6

khd nang dé khéng duoc véi 40% axit mét; sinh trudng duoc & méi trudng pH = 4,0 va
ndng do NaCl = 6%, cé hoat tinh khang véi Salmonella, E.coli). Nguyé&n Thi Héng Ha var cong sy
(2003) da s& dung hai ching Bifidobacterium bifidum va Lactobacillus acidophilus dé sén xudt
ché& phdm probiotic, buéc ddu da nghién cdu duoc cdng nghé sdn xudt bang phuong phdp sdy
phun. Ch& phém sau 6 thdng van c6 s & bao vi khudn séng & mc 106 CFU/g va c6 khéd néng
oc ché vi khuan Salmonella. Nguyén Thuy Chéu (2003) dé lya chon duoc ching ném men
Candida ultilis CM25 cho sinh khéi cao trén méi trudng ri mét, buéc dau da dua ra quy trinh céng
nghé sdn xudt sinh khdi logi ndm men nay. Nguyén La Anh va céng sy (2003) da phan lap duoc
chiing vi khuén lactic BC5.1 tr nuéc bdp cdi musi chua va da xdc dinh duoc rdng ching vi khuan
ndy cé tinh chdt probiotic va cé thé st dung trong ché& bién thyc phdm Biochi dang dung

dich (t vi Bacillus va Lactobacillus) véi mat d6 108 CFU/ml ¢6 téc dyng cdi thién méi trudng
nuéc nudi t6m, cd. L& Tdn Hung, V3 Thi Hong Hanh va céng sy (2003) dé nghién ctu sén xudt hai
ch& pham probiotic BIOI va BIOII. Ch& phdm BIOII gém cdc nhém vi sinh vét Lactobacillus, Bacillus
va Sacharomyces phéi hop véi cdc enzym -amylaza va proteaza dung trong xu ly méi truong
nuéc nudi 1m, cd va ché phdam BIOI dung trong chan nudi. Bach Quéc Théng va céng sy (2010)
khdo sét ba ching lactic (L. acidophilus, L. kefir, L. sporogenes) cho thdy cd ba nghién ciu cé khd
ndng sdng va sinh trudng 18t trong diéu kién pH=4 v& mudi mét & céc néng d6 0,3 -1%, déy chinh
la nhitng ching tiém ndng dé ché tao probiotic si dung cho gia sic, gia cdm phong va diéu tri hoi
ching tiéu chdy, ...
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XVII - 56 6.
MUC TIEU
Tao ra ché& pham probiotic (& dang bét) cé chét lvong 18t dép tng cho nhu cdu thi truong thic én
chén nusi hién nay va dinh huéng phét trién bén viing nganh chén nusi cho nhitng ném tiép theo.
Ting budc xdy dung ngén hang cdc ching vi sinh vét 6 loi dé€ s dung tao ché phdm probiotic
phuc vy cho nhitng nghién cdu 1iép theo.
NOI DUNG
15.1. N&i dung nghién ctu
15.1.1 Phén lép cac ching Lactobacillus

Hinh thai khuén lac

Khé néng sinh catatase

Khé nang di déng

Nhuém Gram quan sét hinh théi t& bao
15.1.2 Dinh danh so b bang céc phdn dng sinh ly sinh héa
15.1.3 Banh gié ddc tinh probiotic cla cdc ching Lactobacillus phén lap

L&n men déng hinh/di hinh

Khé néing chéng chiu méi trudng axit thép: pH= 2; pH= 3, pH= 4

Khé nang chéng chiv mudi mat: 0,05-0,1-0,15-0,3%

Khé nang chéng chiu phonol: 0,4%

Khdng vi sinh vat kiém dinh E.coli, Salmonella, Bacillus subtilis

Khd ndng sinh trudng & céce nhiét do: 150C, 250C, 370C, 400C

Khé néng chéng chiu NaCl: 1-3-5-7-9%
15.1.4 Binh luvong axit lactic duoc sinh ra
15.1.5 Dinh danh Lactobacillus

Tach chigt DNA

Nhén trinh ty rDNA 16S

Tinh sach sén pham PCR



Doc trinh ty, xdc dinh logi
15.1.6 Xéc dinh déng théi lén men, tao ch& phdm sinh hoc
15.1.6.1  Khdo st so bd déng thai 1én men

Nhu céu sv dung oxy

Anh hudng cda nhiét d6 len men dén sinh trudng cia vi khuén

Anh hudng cta t8c d6 nusi léc dén sinh trudng cda vi khudn
15.1.6.2  Khéo sat dong thai |én men trén thiét bi 1én men Infors
15.1.6.3 Ché&tao ch& pham (Nguyén Thé Trang, 2010)

Thu héi sinh khéi t& bao

Phéi trén cdc chat mang

Kiém tra s& luong t& bdo trong ché pham
15.1.7 Dénh gid so bd ché pham trén dong vat thi nghiém
* Trong phong thi nghiém: Sy bign déng vé s& luong vi khudn lactic trong ché phdm & nhigt do
phong
* Th nghiém ché& pham trén dong vat thi nghiém (ga):
- Kiém tra sy &nh hudng cda ché phém 16i sinh trudng cda ga
- Téc dung cda ché phdm dén s lugng E.coli, Salmonella trong duong tiéu héa cda ga
PHUONG PHAP NGHIEN CUU
14.2.1 Phuong phdp thu thép méu

Cdc sén pham duoc thu thép tai dia ban thanh phé Thai Nguyén mang tich chét dai dién, sau

khi dugc thu dugc méu, cdc méu ndy s& duoc mé héa va duoc bdo quén & 40C.
14.2.2 Phuong phdp nuéi cdy, phén lép
* Phén lép:
D& phan lap vi khudn lactic tir céic sén phdm lén men s dung phuong phép pha loding méu béng
nuéc vb trung, cdy gat dich pha loding & ndng dé thich hop trén dia petri chra méi truong MRS.
Nui & 370C trong 48 gio. Kiém tra sy xudt hién céc khudn lac trén dia Petri, tach va thuan khigt
céc khudn lac cé vung trong sudt xung quanh (axit phan gidi CaCO3 tao vong trong). Bdo qudn
giéng trong 8ng nghiém méi truong MRS thach nghiéng. M&i méu phan 1&p chon céc khudn lac ¢é
hinh théi khdc nhau va quan sét t& bao duéi kinh hién vi (Xiao-Hua Guo va cong sy 2010)
* Nhuém Gram:
Dung que cdy vé trung ldy dich huyén phu & bao vi khudn dat lén phién kinh. C& dinh tiéu bén
bdng ngon lda réi nhuém thude ddu bang dung dich tim két tinh (crystal violet) trong khodng 1
phit. Rla bdng nuéc. Nhuém tiép bang dung dich Lugol trong 1 phit. Réa bdng nuéce. Phi lén
vét boi dung dich etanol 95%:axeton (1:1) trong khodng 1 phdt. Lai réa bang nuéc. Sau dé
nhudm tiép bang thudc nhuém mau dé (nhu Safranin hay Fuchsin Ziehl) trong 30 gidy - Réa qua
nuéc, dé kho, soi kinh (Nguyén Lan Diing va céng sy 1975).
* Phén &ng sinh catalaza:
Nh3 tryc tiép vai giot H202 lén bé mét cba khudn lac va quan sét sy xudt hién bot bang mét
thuong.
14.2.3 Binh danh so bé céc ching Lactobacillus (Theo khéa phéin logi cia Bergey, 1984)
14.2.4 Phuong phdp dénh gié dac tinh probiotics
* Lén men ddng hinh/di hinh
Up nguoc 8ng Durham vao bén trong 8ng nghiém c6 chira méi trudng MRS & dang ldng, tién
hanh nudi cdy ching cén tuyén chon bdng céch quan sét khi trong 8ng Durham (Nguyén Lan



Ding va céng sy, 1975).
* Hoat tinh khéng khudn:
Hoat tinh khéng khuén duoc xdc dinh bdang phuong phdp duc 18. Phuong phép nhu sau:
mdi truong thi hoat tinh khéng khudn duoc dé trén dia petri (chia vi khuan kiém dinh), sau khi
méi truong da déng cing tién hanh dyc 16 thach. Nhé phén dich trong (dich nuéi cdy da li tam)
vao cée 16 da dyc, d€ & 40C trong 6 gio, sau dé mang céc dia thach d& 370C. Sau 24 gio
quan sat vong khéng khudn tao thanh. Hoat tinh khang khudn cda cdc ching vi sinh vét tuyén
chon dugc tinh bang duong kinh vong khang khuan AD (Schillinger var cong sy, 1989).

AD = D-d (mm) véi D: duong kinh vong v khudn (mm); d: duang kinh 16 thach (mm)
* Khd ndng chéng chiu phenol:
Pha ché méi truong MRS & dang 1dng ¢6 bd sung 0,4% phenol, sau dé tién hanh nusi cdy céc
chidng Lactobacillus theo dai sy sinh trudng cla chingtr 0 -1 -2 -3 -4 -24 - 48 - 72 gio
théng qua chi s6 OD600 va CFU (Hoque va cdng sy, 2010)
* Khd n&ng chéng chiu musi mét:
Pha ch& méi truong MRS & dang 1dng ¢6 bé sung 0,05 - 0,1 - 0,15 - 0,3% mudi mét, sau dé tién
hanh nudi cdy cac ching Lactobacillus theo dai sy sinh truédng cla chingtr 0 -1-2-3 -4 - 24
— 48 — 72 gid thong qua chi s6 OD400 va CFU (Sahadeva va céng sy, 2011)
* Khd n&ng chéng chiu NaCl:
Pha ch& méi truong MRS & dang [dng c6 bd sung 1-3-5-7-9% mudi NaCl, sau dé tién hanh nusi
cély cdc ching Lactobacillus theo d&i sy sinh trudng cla chingty 0 -1-2-3-4-24-48-72
gi® théng qua chi s6 OD600 va CFU (Hoque va céng sy, 2010)
* Khd n&ng chéng chiu axit thép:
Pha ch& dung méi PBS duoc diéu chinh & pH =2; pH =3 bang HCl 1M, sau dé cdy cdc ching
Lactobacillus theo ddi sy sinh trudng cla ching tr 0 — 1 — 2 — 3 gid théng qua chi s CFU
(Sahadeva va céng sy, 2011)
* Khad néing sinh trudng & cdc nhiét dé khéc nhau:
Pha ch& méi trudng MRS & dang [dng sau dé tién hanh nuéi cdy céc ching Lactobacillus nudi &
150C, 250C, 370C va 400C theo di sy sinh trudng cda chingty 0-1-2-3-4-24 - 48 -
72 gid théng qua chi s6 OD400 va CFU (Hatice, 2007)
14.2.5 Phuong phdp dinh lvong axit lactic duoc sinh ra

L&y 10ml dich 1én men da li tam bd sinh khai, b3 sung 20ml nuéc cdt va thém 2 giot
phenolphtalein (ndéng dé 1% trong con 90%). Sau dé chudn d6 bdng NaOH 0,1N dén khi
xudt hién mau héng nhat bén trong 30 gidy thi dung lai. Ghi lgi thé tich NaOH (ml) da dung.
Lvong axit lactic duoc tinh nhu sau:
% axit lactic sinh ra = VNaOHtiéu t6n x 0,009 (g/I)
14.2.6 Phuong phdp dinh danh Lactobacillus (Theo phuong phép cia Cardinal va cs, 1997)

Tach chigt DNA

Nhén trinh ty rDNA 16S

Tinh sach sén pham PCR

Doc trinh ty, xdc dinh lodi
14.2.7 Phuong phdp tao ch& pham (Nguyén Thé Trang, 2010)
14.2.8 Phuong phép dénh gi¢ ché phdm
* Trong phéng thi nghiém:
- Sy bién déng vé s8 luong vi khudn lactic trong ché pham & nhiét d6 phong: Dinh ky 1-2-3-4-5-6



thang Idy m&u ch& pham tién hanh phan tich s8 lvong 1 vi khuan/gam (Bach Quéc Théng va
cdng sy, 2010).
* Th nghiém ché& pham trén dong vat thi nghiém (ga):
Nghién ctu nay duoc bé tri thanh 3 16 thi nghiém: TN1 C6 bé sung ché& pham ché tao ra 2% so véi
t8ng lvong thic én; D/C khéng bé sung ché pham; TN2 BS sung ché phdm (2% so véi tdng luong
thie &n) cung logi hién ¢6 trén thi truong (Pham Thi Ngoc Lan, 2007):
- Kiém tra sy dnh hudng cda ché phdm t6i sinh trudng cba ga: Tién hanh cén ga thi nghiém vao
budi sdng truée khi cho @n cac giai doan: So sinh — 10— 20 - 30 — 40 - 50 — 60 ngay tudi.
- Téc dung cda ché& pham dén s6 luong E.coli, Salmonella trong duang tigu héa cla ga: Céc méu
phén ga duoc lay ngay sau khi bai tiét ra va dua vao 8ng nghiém vé trung duoc bdo quén lanh
roi tién hanh phan tich cac chi tiéu vi sinh vét ngay. Can 10 gam phén ga duoc hoa tan déu trong
90ml nuéc mudi sinh ly vé trung, pha lodng dén 16ng d6 thich hop, nuéi cdy & méi trudng chon
loc. T cdc khuén lac phdt trién trén méi truong déic trung ttr dé dinh lvong s6 luong E.coli (TCVN
4882-2007), Salmonella (TCVN 4892-2005) ¢6 & trong phén ga & céc giai dogn: so sinh — 10 -
20 - 30 - 40 - 50 - 60 ngdy tud.
14.2.9 Phuong phép dém & bao vi khudn lactic (52 TCN - TQTP 0013: 2006)
D& xdc dinh t8ng s8 vi khudn Lactic ¢é trong 1g (1ml) m&u kiém nghiém, chon nhiing dia ¢ khéng
qud 150 khudn lac cda 2 dam do pha lodng lién tiép. Téng s6 vi khudn Lactic ¢ trong 1g hodic
1ml mdu thy (N) duoc tinh theo céng thic sau:
aC
N = coommmmmmmmmeeeeeeeeennee
V(n1+0,1xn2 )d

Trong dé:

& C: Tong s6 khuan lac dém duoc trén tét cd cde dia da chon.

V: Thé tich cdy trén mdi dia tinh bang ml

nl: S8 dia cia dém doé pha lodng thé nhét duoc gitr lai

n2: S& dia cia dém do pha loding thi hai dugc gi lai

d: Hé s6 pha loding cda dém dé pha lodng thi nhat

14.2.10 Phuong phdp xu ly s6 liéu: Excel, STATG
HIEU QUA KTXH
Mién nui phia Bdc ld mét dia ban trong y&u vé an ninh quéc phong cda cd nuéc, viéc ddm béo an
ninh trén co s& phdt trién kinh t& xa héi, tao cong &n viéc lam, nang cao thu nhép cho nguoi dén
trén dia ban, nhanh chéng dua céc tinh mién nai tién kip mién xudi chinh la van dé ludn gianh
duoc sy quan t&m hanh déu cda Bang va Nha nuéc ta.
Théi Nguyén la cia ngd gico luu kinh 18 - x& hoi gitra ving trung du mién ni véi ving déng bdng
Bdc Bd. Hon nira, trén dia ban tinh Thai Nguyén tap trung rét nhiéu céc trudng Dai hoc, ding tha
3 trong cd nuéc vé quy mé ddo tgo. Hang ndm thu hit va ddo tao hang truc ngan sinh vién ra
truong phuc vy phét trién kinh t& cda ving trung du mién ndi phia Béc néi riéng va cé nuéce néi
chung. Viéc trién khai dé tai nghién cu s& gép phan ddo tao céc doi ngd tri tré gén ly thuyét véi
thyc nghiém. Nghién cu ciing tao ra sdn phdm ng dung trong doi séng sdn xudt cia nhén dan,
phét trién nganh chan nusi theo huéng bén virng.
PON V| SU DUNG
- Cdc co s&/trang trai/hd gia dinh chén nuéi.
- Céc Cong ty san xuét va kinh doanh thic an gia sic, gia cdm



- Céc co s& ddo tgo, nghién cdu trong va ngodi tinh.



