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(57) Séang ché dé cap dén quy trinh san xudt sinh khéi probiotic nAm men, trong dé quy

trinh theo sang ché 1én men chiing nAm men Saccharomyces cerevisiae trong moi truong tur

san nguyén liéu va mat ri duong. Bang ky thuat Ién men tlep dan nong do lién tlep 7 cap va

cap khi manh, quy trinh theo sang ché cho phép san xuit sinh kh01 probiotic nam men voi

hiéu suét cao, giam duoc su hinh thanh etanol uc ché su phat trién sinh khoi.
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Linh vue ky thuét dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé vi sinh va cdng nghé 1én men, cu thé 1a
sang ché dé cap dén quy trinh san xuét sinh khéi probiotic nAm men bang k¥ thuat
1én men tiép din ndng d6. San phadm sinh khdi probiotic nim men theo sang ché hitu
dung dé bd sung cho thirc 4n chin nudi, nhu thay thé khang sinh, tao ra thuc phim
sach va an toan. |
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Theo bao cdo ciia T chirc Y té thé gi¢i (WHO) ngay 15/02/2018 vé tinh hinh
khang thubc khang sinh, tinh trang khéng chét khang sinh (Antimicrobial resistance-
AMR) ngay cang phd bién dan dén nhirng thach thic to 16n vé hiéu qua phong ngira
va diéu tri mot loat cac bénh nhiém trung do vi khuén, ky sinh tring, virut va ndm
(xem tai http://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/antimicrobial-resistance).
Trong nam 2016, trén thé gidi c6 490.000 truong hop khoi phat bénh lao khang da
khéang sinh.

Theo James Mclntosh, nhiing bién dbi ctia ban than vi sinh vat va do tinh trang
lam dung khang sinh cua con ngudi la hai nguyén nhén chinh dan dén tinh trang
khang chét khang sinh (xem: “Antibiotic resistance: What you need to know”,
Medical News Today, 04/10/2018, https://www.medicalnewstoday.com). Cu thé 13,
theo thoi gian, s& dén thoi diém cac chét khang sinh da biét khong con hiéu qua
khang vi sinh véat dich. Piéu nay cha yéu 1 do nhitng bién dbi xay ra trong chinh

cac vi sinh vat bao gém dot bién, ap luc chon lgc, trao dbi gen khang chit khang



32621

sinh tir céc vi sinh vat khéc va thay déi kidu hinh. Vi khuén c6 thé thay d6i mot sb
dac diém cua chung dé trd nén tu khang véi cac tic nhan khéng khuin théng thuong.
Bén canh do, viéc lam dung khang sinh cta con nguoi ciing nhu khong tuén thu cac
khuyén nghi vé liéu lugng, cach thic sir dung khang sinh lam dy nhanh téc do bién
ddi cta vi sinh vat. Viéc sit dung chit khang sinh liéu cao trong ndng nghiép 1a mot
trong nhitng vi du dién hinh ctia viéc lam dung khéng sinh. Hién nay, tai nhiéu quéc
gia trén thé giéi trong d6 c6 Viét Nam, tinh trang ban thudc khang sinh khong theo
don hay tron thude khang sinh vao thirc an cho gia suc, gia cAm, thily san ma khong
dugc giam sat vé chuyén mon dé tri bénh, phong bénh, kich thich ting trudng trong
chian nudi ngay cang phd bién. Hé qua 1a da sb cac san pham thit chira lugng khang
sinh tdn du cao hon mirc cho phép gip nhiéu lan va viéc st dung thuc pham nay lam
gia ting nguy co khang khang sinh cling nhu gay nhiéu bt loi khac cho co thé con
nguoi.

D3 c6 mot sb giai phap dugc dé ra nham khic phuc tinh trang khéng chét
khang sinh trong nganh chén nuéi va tha y. Mgt trong s6 d6 1a bd sung cac sinh khdi
probiotic, prebiotic cho vat nuoi dé tang cudng sirc dé khang, phong va loai trir dan
c4c loai vi sinh vét gdy bénh nhim thay thé, han ché sir dung khang sinh trong chin
nudi. Mot sb loai vi khuén, ndm men di dugc biét dén trong linh vuc vé chirc ning
probiotic ¢6 thé k& dén bao gbm Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacillus,
Saccharomyces boulardii, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus,
Saccharomyces bayanus, va Kluyvermyces marxianus. NAim men Saccharomyces

cerevisiae cho thay nhiéu dic tinh hitu ich d€ san xuat probiotic va ¢6 nhi€u ching
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Saccharomyces cerevisiae dang dugc st dung rdng rai trong nganh cong nghi€p san
xuét probiotic.

Saccharomyces cerevisiae cO thé sir dung mot sb co chit nhu duong, mach nha,
dudng, tuy nhién khong thé st dung truc tiép tinh bot, xenluloza, hemixenluloza,
chung phat trién t6i wu & nhiét d6 trong khoang tir 28 dén 30°C va sinh trudng, phét
trién trong moi trudong giau glucoza. Trong diéu kién méi truong oxy bdo hoa, kha
ning ting sinh khdi gip dbi sau tir 60 dén 80 phit nudi cdy. Chung Saccharomyces
cerevisiae chiu nhiét, t& bao nidm men séng tdt va 6n dinh & rudt non, da co.
Saccharomyces cerevisiae dugc sit dung nhu probiotic tao su 4n dinh hé vi sinh vat
duong rudt, ting cuong kha nang tiéu hoa thirc an va di duogc chimg minh ¢6 hiéu
qua trén 12 loai dong vat khac nhau. Da c¢6 nghién clru chi ra rang, Saccharomyces
cerevisiae 1am tang san lugng sita & bo 1én 3 lit/ngay, co diém tiét sita sém va cao
hon, kéo dai thoi gian cho sita, ham lugng dam trong sita tang 4,3%, cht béo tang
9,8%. Pdi véi lon, kha ning ting san lugng thit, sita va chit lugng duoc cai thién.
Saccharomyces cerevisiae c6 vai tro cai thién hé mién dich, gidm bénh Viém mong,
viém ban chan, cai thién stc khde, cai thién hép thu thirc dn. Trong sinh khbi
Saccharomyces cerevisiae chia B-glucan véi ham lugng cao, giup tdng cuong mién
dich, ting cuong hoat dong cua cac dai thuc bao va kich thich ting tiét nhidu
xytokin. B-glucan con gilp giam hé sb chuyén dbi thtic an, kich thich tiéu hoa,
phong céc bénh dudng rudt, nhidm trang do vi khuan, virut.

Mic du cac ching Saccharomyces cerevisiae hién dd dugc st dung trong linh
vuc probiotic dat dugc céc tiéu chi dé san xuét probiotic cho nguoi va vat nudi, tuy

nhién, van cin cai tién dé nhim ning cao hiéu qua san xuat probiotic do nhu cau
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thay thé, han ché khang sinh nhd probiotic & vat nudi ngay cang tang cao. Theo bao
c40 cua Cuc chan nudi Viét Nam nim 2017, tong san luong thiic dn chin nudi tiéu
thy 1a 22 triéu tin, tvong duong véi 10 ty USD/nam va dé thay thé khang sinh trong
twong lai, can dau tu thém 20% chi phi chan nudi cho probiotic, twong duong voi 2
ty USD hang nim. Ngudn cung cip probiotic dang luu hanh tai Viét Nam phan 16n
14 nhap khiu tir Trung Quéc va cac nuée chau Au.

Hon nita, di d4 c6 mdt sb nghién ctru duoc tién hanh dé t6i vu hoa viéc san
xut sinh khdi Saccharomyces cerevisiae bang céac loai mdi truong khéc nhau trong
binh lic va st dung céc thong sb6 nuoi khac nhau trong thiét bi 1én men, vi duy, thiét
bi 1én men theo mé, hodc 1én men lién tuc nham tdi vu hoa qua trinh tao sinh khéi
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii va nhiing vi khuén probiotic
khéc, tuy nhién van khé sén xuét ching ndm men Saccharomyces cerevisiae trén
quy md cong nghiép. Thu nhét, khi san xuét trén quy mo 16n, hiéu sut sinh khoi
thip do kho kiém soat ham luong oxy, c4c co chit can dugc st dung trong qua trinh
1én men va thuong tao ra etanol trc ché nguoc lai sy phét trién cda vi sinh vat. Thir
hai, céc té bao nAm men rat nhay cam v6i viéc gia tang nhiét do va dac biét la nhiét
d6 cao khi sdy kho, do d6, qua trinh dé thu dugc sinh khéi probiotic nAm men thanh
ph&m yéu ciu thuc hién dong kho chi phi cao thay vi siy phun thong thuong. Thir ba,
khi vin hanh trén quy md cong nghiép, viéc dam bao tiét trung cho cac thiét bi nuoi,
mdi trudng nudi ciy ciing gip phai nhiéu khé khan.

Do d6, tdn tai nhu cAu déi v6i quy trinh san xuét probiotic ndm men tir ching
nAm men S. cerevisiae cai tién giai quyét dugc cac van dé néu trén.

Ban chit ky thuit ciia sang ché
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Muc dich ctia sang ché 1a giai quyét cac vAn dé néu trén, cu thé 1a sang ché dé
xut quy trinh san xuit probiotic nAm men Saccharomyces cerevisiae bang k¥ thuat
1én men tiép dan ndng dd c6 kiém soat mdi truong va ndng d6 oxy, ting hiéu suét
san xuét sinh khdi nAm men va chét luong probiotic, giam dugc luong etanol gy trc
ché su phat trién cua nidm men trong qué trinh sin Xuét.

Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét sinh khdi probiotic nAm men tir san
nguyén liéu va ri mat duodng, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc budc:

a) dich hoa sin nguyén liéu:

xt ly nguyén liéu bing cach lam sach cu sin nguyén lidu va nghién uét thu
duoc hon hop nguyén liéu c¢6 ham lugng tinh bot nim trong khoang tir 20 dén 25%;

phén cit tinh bot b'?mg cach gia nhiét hdn hgp nguyén liéu dén nhiét do nim
trong khoang tir 70 dén 100°C dé hd héa nguyén liéu, diéu chinh pH dén khoang tir
4 dén 6, sau d6 bd sung enzym a-amylaza véi lugng tir 0,01 dén 0,03% theo ham
luong tinh bot, duy tri diéu kién trong khoang thoi gian tir 2 dén 3 gio @& enzym
phéan cat tinh bdt thu duge dich sén nguyén liéu;

b) thu dich duong tu dich sin nguyén liu:

duong hoa dich sin nguyén liéu bang cach ha nhiét do dich sdn nguyén lidu
dén Kkhoang tir 60 dén 70°C, tiép do bd sung mot luong 0,65% enzym o-
glucoamylaza theo lugng tinh bot trong dich sdn nguyén liéu, didu chinh pH dén
khoang tir 4 dén 6 dé enzym phan cit tinh bot thanh dudng glucoza;

thu dich dudng bang cach loc bd phén cin, thu dugc dich duong glucoza; va

¢) san xuat sinh khoi probiotic nAm men:
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nhan gidng chung gidng gdc bang cach bd sung 1mL ching ndm men gidng
gbc Saccharomyces cerevisiae vio moi trudng YPG (yeast-peptone-glucose) bao
gbm 10g/L dich chiét nAm men, 20g/L pepton va 20g/L glucoza, nudi cdy trong
diéu kién nhiét d6 khoang 30°C va pH khoang 5,5 qua ba lan ciy chuyén dé thu
dugc trong Gng 1a 100mL, 250mL va 3L dich méi trudng giéng gbc té bio ndm
men Saccharomyces cerevisiae ¢6 mat do khoang 108 té bao/mL;

chudn bi méi trudong 1én men thu sinh khdi Saccharomyces cerevisiae bang
cach pha dich duong glucoza thu dugc tir bude (b) véi ri mat theo ty 1€ 1:1 tinh
theo ham lugng duong, sau do bd sung nudc cit dé thu dugc céac dung dich co
lugng duong téng lan luot 1a 70g/L, 78g/L, 78g/L, 120g/L, 140 g/L, 160 g/L va
160 g/L, tiép d6 bd sung khodng chat dén ndng do cudi tinh theo % trong lugng
bao gdm: (NH4)SOs khoang 20%; CaCl.2H20 khoang 1,81%; MgCl2.6H,O
khoéang 2,32%; KH,PO4 khoang 3,45%, thu dugc bay moéi truong 1€n men, tuong
ung;

1én men tiép dan néng d6 bang cach bd sung 3L dich chia gidng gbc té bao
nim men vao thiét bi 1én men va 1n luot tiép dan ndng do dé 1én men lién tiép bay
cip trong diéu kién nhiét o duoc duy tri khoang 30°C, pH khoang 5.5, hiéu khi
v6i lwong khi cip 1a 1m? khong khi/m? moi trudng 1én men/phut, trong do:

1én men cip 1: bd sung vao thiét bi 1én men 30 lit moi truong 1én men cd
ndng do duong tdng 70 g/L, duy tri didu kién 1én men dén khi ham lugng duong
tdng trong dung dich 1én men gidm xudng con khoang 20g/L, thu dich [én men cap

1;



32621

1én men cdp 2: bd sung tiép vao dich 1én men cdp 1 méi trudng 1én men c6
ndng d6 duong tdng 78 g/L dén thé tich 300 lit, duy tri diéu kién 1én men dén khi
ham luong dudng téng trong dung dich 1én men giam xudng con khoing 20g/L,
thu duoc dich 1én men cép 2;

1én men cép 3: bd sung tiép vao dich 1én men cip 2 méi trudng cb ndéng do
duong téng 78 g/L dén thé tich 1500 lit, duy tri diéu kién 1én men dén khi ham
luong dudong téng trong dung dich 1én men gidm xubng con khoang 20g/L, thu
duoc dich 1én men cép 3;

1én men cap 4: bd sung tiép vao dich 1én men cip 3 moéi trudng co ndng do
duong tdng 120 g/L dén thé tich 7500 lit, duy tri diéu kién 1én men dén khi ham
lugng du&ng tbng trong dung dich 1én men giam xubng con khoang 20g/L, thu
duoc dich 1én men cép 4;

1én men cép 5: bd sung tiép vao dich 1én men cip 4 moi truong 1én men ¢6
ndng @ duong téng 140 g/L dén thé tich 15000 lit, duy tri didu kién 1én men dén
khi ham lugng dudng tong trong dung dich 1én men gidm xubng con khoang 20g/L
thu duoc dich 1én men cép 5, chuyén 87,5% luong dich 1én men clp 5 sang bon
chira thanh phém, ph?m dich con lai dugc tiép tuc qua trinh 1én men;

1én men cép 6: bd sung vao phan dich 1én men cip 5 con lai trong thiét b lén
men mdt lugng moi trudong 1én men cod ndng d6 duong tong 160 g/L dén thé tich
7500L, duy tri didu kién 1én men dén khi ham lugng dudng téng trong dung dich
1én men giam xubng con khoang 20g/L, thu dugc dich 1én men cép 6; va

1én men cip 7: bd sung tiép vao dich 1én men cdp 6 moi truong 1én men c6

ndng do duong 160 g/L dén thé tich 15000 lit, duy tri diéu kién 1én men dén khi
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ham luong dudng tdng trong dung dich 1én men giam xubng con khoang 5g/L, thu
duoc dich 1én men cip 7, phin dich nay duoc chuyén sang bdn chira thanh phim;
trong d6, cac cong doan l1én men cap 4 dén 1én men cip 7 dugc thuc hién trong
cung mot bon 1én men va dung dich 1én men cudi cung c6 trong bon chira thanh
phim c6 mat dd té bao nidm men Saccharomyces cerevisiae dat it nhét
2x10°CFU/mL; va

d) thu sinh khéi probiotic nAm men bing cach ha nhiét do dich trong bon
chira thanh phim dén khoang tir 18 dén 22°C, sau khi loai bo phan dich, ndm men
dat d6 Am khoang tir 54 dén 70%, tién hanh sdy kho sinh khdi & nhiét d6 nam trong
khoang tir 40 dén 45°C dén ham 4m ndm trong khoang tir 6 dén 10% thu dugc sinh
khdi probiotic ndm men thanh phm.

M3 ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo tad mot cach chi tiét thong qua phuong an thuc
hién cu thé, tuy nhién cac phuong an thyuc hién nay chi nham muc dich minh hoa cho
ban chit cua sang ché cht khong nhdm han ché pham vi yéu cu bao ho cta séng
ché. Theo d6, ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay hiéu ring
sang ché khong bi gi¢i han béi cac phuong an cu thé nay.

Theo d6, ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc ky thuat nay hoan toan
dua trén ph?m mo ta ndy co thé thuc hién cac bién ddi va/hodc cai bién ma khong
nam ngoai pham vi clia sing ché.

Theo sang ché, thut ngit “khoang” ding trudc cac gia tri s6 bao gdm chinh gia
tri s& do cling nhu gia tri s6 nam trong pham vi -20% dén +20%, tbt hon 1a -15%

dén +15%, tét hon nita 14 -10% dén +10%, va tot nhét 1a -5% dén +5% cua gié tri sd
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d6. Vi du, “pH khoang 5,5” thi pham vi bao ham cac gia tri tr 4,4 dén 6,6 chit khong
chi riéng pH=5,5.

Theo sang ché, enzym o-amylaza (ma EC3.2.1.3) dugc st dung 1a enzym thiy
phan lién két 1,4-a-glucosit trong polysacarit dé tao ra dextrin, oligosacarit va
glucoza.

Theo sang ché, enzym o-glucoamylaza 1a enzym thiy phan ca 1,4- va 1,6-a-
glucosit tir ddu khong khir ciia tinh bot, va cac oligo lién quan, trong olysaccarit tao
ra duong glucoza. Mot don vi hoat tinh cta a-glucoamylaza dugc xac dinh la lugng
enzym can thiét dé giai phong 1umol glucoza/phut. Nong dd enzym thudng duge s
dung & lugng 0,12% so véi luong tinh bot can duong hoa. Céc loai enzym a-
amylaza va a-glucoamylaza déu 1a cac enzym dugc biét dén rong rai trong linh vuc
k¥ thuat nay va dugc cung cip boi cac nha cung cAp ngoai thi truong.

Theo sang ché, khi dé c4 dén viéc diéu chinh pH duoc hiéu 1a st dung chét
diéu chinh pH dugc chon tir nhém bao gdm dung dich H,SOs4, NaOH & nong do
khoang 20% va t6 hop cia ching dé dat dugc do pH thich hop.

Sang ché dé cap dén quy trinh san xuét sinh khdi probiotic nAm men, trong do
quy trinh nay bao gdm céc bude: a) dich héa san nguyén liéu; b) thu dich duong tir
dich sén nguyén liéu; c) san xudt sinh khdi probiotic nAm men; va d) thu sinh khdi
probiotic nAm men.

Trong budc dich hoda san nguyén lidu, nguyén liéu duge s dung la cu san,
budc nay bao gdm céac cong doan xir Iy nguyén li€u va phan cit tinh bot.

Puoc biét 15 béi ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuét nay, cac

chiing ndm men c6 thé st dung co chat tir nhiéu nguodn ning khic nhau bao gébm

-10-
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ngudn ning luong cao chat thai, phu phAm tir cac qué trinh san xuét; ri mat; dudong
hoic tb hop ciia chung.

Nguédn nang lugng cao nhu khi metan, metanol, Ci2-Cao alkan (dang sap) va
dau da duoc sir dung dé san xut sinh khéi protein don bao (single cell protein -SCP)
cho céc ching ndm men Candida lipolytica va C. tropicalis. Tuy nhién, vi vén dé
doc tinh nén SCP khong thich hop dé san xuét probiotic. Ching Methylomonas
methanica st dung metan va ngudn N (mudi nitrat, mudi amoni) 1am co chét dé san
xuit SCP, cong nghé nay gip nhidu khé khan. Ching M. methtlotrophus sit dung
metanol dé san xudt SCP cho hiéu qua hon, vi dy, tai Anh, metanol co6 nhiéu vu thé
vuot trdi hon n-parafin, metan va cac loai cacbon hydrat khac, khong gay ra vén dé
vé doc tinh.

Nguén chdt thai tr cac qua trinh san xuét (vi du, xenluloza, lignin,
hemixenluloza, tinh bot, v.v.,) dé san xuit SCP cling da dugc nghién ctru nhu mot
giai phap xu 1y chit thai méi truong. Viéc st dung ngudn nguyén liéu cu san cho
phép thu duge moi trudng nudi cdy an toan, dé xtr Iy va dé kiém.

Ri méit, hay con goi 1a ri duong, c6 thanh phan dinh dudng (tinh theo % khéi
luong): Téng luong dudng: 48 - 56, chét hitu co khac: 9 - 12, protein: 2 - 4, K: 1,5 -
5, Ca: 0,4 - 0,8, Mg: 0,06, P: 0,6 - 2 ciing 1a mot trong nhitng ngudn co chét phd
bién cta 1én men sinh khdi nAm men. Ri mét con chira (mg/kg): Biotin (vitamin H):
1 - 3, vitamin khac (thiamin, riboflavin, pyridoxin, axit folic, biotin), axit
pantothenic: 15 - 55, Inositol: 2500 - 6000, va cac nguyén t6 vi luong gdbm Zn, Mn,
Cu, B, Co va Mo. Vitamin H (biotin) kich thich sinh truéng d6i v6i phan 16n ndm

men (White, 1954). Ri mat 1a co chét t6t cho 1én men vi sinh vat dé tao ra cic san

-11-
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phdm c6 gia tri. Theo mot nghién ctru cia Oura, ¢t 100kg nguyén liéu mia hodc ct
cai duong ban dau thu duoc tir 3,5 - 4,5 kg ri mat (xem tai liéu ciia Oura E (1983)
“Biomass from Carbohydrates in Reed H-JRaG”, Biotechnology Series, 3). Dién
tich tréng mia cua Viét Nam la 300 ngan ha, san lugng mia hang nam dat gan 20
triéu tan, san luong duong dat 1 triéu thn va ri mat dat tir 700 ngan dén 900 ngan tAn.
NAm men st dung truc tiép ri mat dé tao sinh khdi va trao dbi chét cua chung, khong
can bit ky qua trinh thity phan nao (do nidm men c6 thé thuy phan dudng sucroza tao
duong glucoza va fructoza). Saccharomyces cerevisiae ¢d thé sir dung truc tiép 2
loai dudng nay dé sinh truong, phat trién, tao sinh khdi trong diéu kién c6 oxy. Bén
canh d6, viéc sir dung két hop ri mét va phu phém ché bién tinh bot ngo cho 1én men
long c6 tiép co chét va t6i wu moi truong tao di dugc sinh khéi cao (180g sinh
khdi/L). Theo sang ché, ri mat dudong duoc st dung lam mot ngudn co chat dé nudi
cdy thu sinh khdi ndm men.

Trong c6ng doan xtt ly nguyén li€u, tién hanh lam sach ct sén nguyén liéu va
nghién w6t. Qua trinh nay nhim thu dugc hdn hgp nguyén liéu c6 ham lugng tinh
bot ndm trong khoang tir 20 dén 25%.

Trong cong doan phén cit tinh bot, tién hanh gia nhiét hdn hop nguyén liéu
dén nhiét d6 nim trong khoang tir 70 dén 100°C d& hd hoa nguyeén liéu. Tiép do,
diéu chinh pH ctia hdn hop dén khoang tir 4 dén 6. Tiép d6 bd sung enzym a-
amylaza v6i lugng tir 0,01 dén 0,03% theo ham luwong tinh bot. pé qué trinh phan
cét tinh bot xay ra, duy tri diéu kién trong khoang thoi gian tir 2 dén 3 gio dé

enzym phan cit tinh bot thu duge dich sdn nguyén liéu.

-12-
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Trong budc thu dich dudng tir dich sin nguyén liéu, budc nay bao gdm cac
cong doan duong hoa dich sin nguyén lidu va thu dich duong nguyén liéu.

Trong cong doan dudong hoa dich san nguyén liéu, tién hanh ha nhiét d6 dich
san nguyén lidu thu duoc & trén dén khoang tir 60 dén 70°C. Tiép d6 bd sung mot
lugng 0,65% enzym a-glucoamylaza theo luong tinh bdt trong dich sin nguyén
lieu. Didu kién t&i wu dé enzym hoat dong 13 pH tir 4 dén 6, do d6, tién hanh diéu
chinh pH dén khoang tir 4 dén 6 dé enzym phéan cit tinh bot thanh duong glucoza.

Trong cong doan thu dich duong b'ﬁmg cach loc bo ph?m cin, thu dugc dich
duong glucoza.

Trong budc san xuét sinh khéi probiotic nidm men, budc nay bao gom cac
cong doan nhén gidng ching gidng gdc; chuén bj mdi truong 1én men thu sinh khéi
Saccharomyces cerevisiae; va 1én men tiép din ndng do gom 7 cap.

Trong céng doan nhéan giéng ching gidng gbc, tién hanh bb sung 1mL ching
ndm men gidng gdc Saccharomyces cerevisiaze vao mdi truong YPG (yeast-
peptone-glucose) d& hoat héa ching gibng gbc nay. Chung gidng gbe
Saccharomyces cerevisiae dwgc cung cap boi cac nha cung cép ching giéng gbe
thuan khiét trén thi trrong ma thich hop dé sur dung lam probiotic.

Moi truong YPG dugce st dung bao gdm 10g/L dich chiét nAm men, 20g/L
pepton va 20g/L glucoza, nudi ciy trong diéu kién nhiét do khoang 30°C va pH
khoang 5,5. Qua trinh hoat hoa ching giéng gbc trai qua ba 1an cdy chuyén dé cudi
cung thu dugce twong tng 1a 100mL, 250mL va 3L dich mdi truong gidng gbc té

bao nAm men Saccharomyces cerevisiae c6 mat do khoang 108 t€ bao/mL.
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Trong cong doan chuin bi mdi truong 1én men thu sinh khéi Saccharomyces
cerevisiae bang cach pha dich duong glucoza thu dugc & trén véi i mat theo ty 1¢
1:1 tinh theo ham lwong dudng. Hon hop nay duge bd sung nuée cit dé thu duoc
cac dung dich c6 lugng duong téng lan luot 1a 70¢g/L, 78g/L, 78g/L, 120g/L, 140
g/L, 160 g/L va 160 g/L. Tiép d6 bd sung khoang chét dén ndéng dd cudi tinh
theo % trong lugng bao gdm: (NH4)2SO4 khoang 20%; CaCl,.2H,0 khoéang 1,81%;
MgCl,.6H,O khoang 2,32%; KH,PO4 khoang 3,45%, thu dugc bdy mdi truong 1én
men, tuong Ung;

Nito va khoang chat tao nén la thanh phan mang té bao nidm men, tham gia vao
qué trinh chuyén héa 1én men sinh khéi. Cac khoang dugc bd sung vao qua trinh 1én
men 1 cac mudi bao gdm MgSO4, MnSO4, FeSO4 va KH,PO4, CaCla, MgCl.

C& so dé tinh toan nhu ciu khoéng dua trén thanh phan cia sinh khéi (N: 8-
10%; P: 2- 4%; K: 2-5%; Mg: 2%; Ca: 2-3%), sit dung (NH4)2SO4 lam nguén cung
N; KH,PO4 98% lam ngudn cung P va K; MgClL.6H,O lam ngudn cung Mg;
CaCl,.2.H,O 1am ngudn cung Ca. Viéc tinh todn nhu cau céac khoang trén trong sinh
khéi, sau d6 quy d6i ra ham luong mudi, trong dé tinh toan nhu cau lang phi cta
mubi (NH4)2S04 12 10%; KHPOs 98% 1a 0%; MgCl.6H,0 va CaCl,.2H,0 tinh
bang 50% nhu ciu do trong nudc da sdn c6 ham lugng Mg va Ca twong tng 50%.

Déi véi viéc tinh toan nhu cau nito va mubi khoang, ¢t 100g glucoza thi s& tao
ra dugc khoang tir 33 - 51 g sinh khéi, tir cin ctr nay cac thanh phan mudi trén s&
dugc tién hanh tinh toan theo ham lwong dudng tong sd.

Viéc tinh toan nhu ciu cac khoang trén theo sinh khéi 1y thuyét (mdi 100 g

duong tao ra tir 46 - 51g sinh khdi, ham lugng protein trong sinh khéi ndm men la
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54,5%), sau d6 quy ddi ra ham lugng mudi (trong do tinh toan nhu cdu lang phi cla
mubi (NH4)2S04 13 10%; KH2POs 98% 1a 0%; MgCl.6H20 va CaCla.2.H2O tinh
bing 50% nhu ciu do trong nudc da sin c6 ham lugng Mg va Ca tuong tng 50%.

Trong cong doan 1én men tiép din ndng do, tién hanh bd sung 3L dich chua
gidng gbc té bao ndm men vao thiét bi 1én men va l4n luot tiép dan ndéng do dé lén
men lién tiép bay cp trong diéu kién nhiét do dugc duy tri khoang 30°C, pH
khoang 5,5, hiéu khi v6i luong khi cdp 14 1m® khong khi/m® méi truong lén
men/phut.

Trong qua trinh 1én men tao sinh khdi ciia ndm men Saccharomyces cerevisiae,
didu kién hiéu khi 12 yéu té tién quyét dé hinh thanh sinh khéi. Néu lugng oxy
khong dd, moi truong tré nén yém khi, Saccharomyces cerevisiae 1én men tao ra
etanol va (rc ché qua trinh tao nim men. Tuy nhién, néu cung cdp di oxy thi nam
men lai st dung etanol dé hinh thanh sinh khdi. Cu thé hon, dé t6i uu thong sb nay,
cac tac gia sang ché da thuc hién cac nghién ciu dé x4c dinh nhu ciu oxy, trén co s6
ham lugng oxy trong t& bao ndm men 13 28%, oxy dugc tinh toén theo sinh khéi sau
d6 cidn cir kha nang hoa tan oxygen trong nudc rdi quy ddi ra L/phtt va diéu chinh .
tu dong trong qua trinh 1én men va dugc thé hién cu thé trong Bang 1 duéi day.

Bang 1: Ham luong oxy

Binh phan ing Nalgen
K, lugng 1én men (L) 4 10
Ham luong duong glucoza (g/L) 200 200
K, lugng duong/mé 1én men (g) 800 2000
San lugng sinh khdi du kién 51% so voi glucoza 408 1,020
Nhu cau oxy (L) 0,11 0,29
Tuong duong v6i khong khi (L) 0,71 1,79
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Kha nang hoa tan khong khi trong nuéce 1a 0,01% 0,01% 0,01%
Téng lugng khong khi cip trong 10 gi® 1én men (L) 7,140 17,850
Tinh cho mdi phit 12 khoang (L) 11,9 29,75

pé qua trinh 1én men thu sinh khéi dat hiéu qua, qua trinh 1én men dugc thyc
hién vé6i bay cap 1én men tiép din ndng dd theo so dd phat trién log cua nam men,
trong do:

Trong cong doan 1én men cép 1: bd sung vao thiét bi 1én men 30 lit moi
truong 1€n men co ndng d6 duong tong 70 g/L. Duy tri didu kién 1én men dén khi
ham luong duong tng trong dung dich 1én men giam xubng con khoang 20g/L,
thu dich 1én men cép 1.

Trong cong doan 1én men cip 2: bd sung tiép vao dich 1én men cip 1 mbi
truong 1én men c6 néng do duong téng 78 g/L dén thé tich 300 lit. Duy tri diéu
kién 1én men dén khi ham lugng dudng tong trong dung dich 1én men giam xudng
con khoang 20g/L, thu dugc dich 1én men cép 2.

Trong cong doan lén men clp 3: bd sung tiép vao dich 1én men cap 2 mdi
trudng c6 ndng do dudng tbng 78 g/L dén thé tich 1500 lit. Duy tri diéu kién lén
men dén khi ham luong dudng tdng trong dung dich 1én men giam xubng con
khoang 20g/L, thu dugc dich 1én men cip 3.

Trong cong doan 1én men clp 4: bd sung tiép vao dich 1én men cip 3 mdi
truong c6 ndng dd dudng tbng 120 g/L dén thé tich 7500 lit. Duy tri didu kién 1én
men dén khi ham luong dudng tdng trong dung dich 1én men giam xudng con
khoang 20g/L, thu dugc dich 1én men cép 4.

Trong cong doan lén men clp 5: bd sung tiép vao dich 1én men cip 4 mdi

treong 1én men c¢6 nong do duong téng 140 g/L dén thé tich 15000 lit. Duy tri diéu
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kién 1én men dén khi ham luong dudng tong trong dung dich 1én men gidm xubng
con khoang 20g/L. thu dugce dich 1én men cap 5. Tién hanh chuyén 87,5% luong
dich 1én men cip 5 sang bdn chita thanh phim, phan dich con lai duge tiép tuc qua
trinh 1én men.

Trong cong doan 1én men cip 6: bd sung vio phin dich 1én men cip 5 con lai
trong thiét bi 1én men mot lugng madi trudng 1én men cd ndng do dudng tbng 160
g/L dén thé tich 7500L. Duy tri didu kién 1én men dén khi ham lugng dudng tong
trong dung dich [én men gidm xudng con khoang 20g/L, thu dugc dich [én men cap
6.

Trong cong doan 1én men cip 7: bd sung tiép vao dich 1én men cap 6 mdi
truong 1én men c6 ndng do duong 160 g/L dén thé tich 15000 lit. Duy tri diéu kién
1én men dén khi ham luong dudng tong trong dung dich 1én men gidm xudng con
khoang 5g/L, thu dugc dich 1én men cip 7. Phan dich nay dugc chuyén sang bon
chira thanh pham.

Trong dd, cac cong doan 1én men cép 4 dén 1én men cép 7 dugc thyc hién
trong cing mot bdn 1én men va dung dich 1én men cudi cing c6 trong bdn chira
thanh phdm c6 mat do té bao ndm men Saccharomyces cerevisiae dat it nhét
2x10°CFU/mL.

Trong budc thu sinh khéi probiotic ndm men, tién hanh ha nhiét do dich trong
bdn chira thanh phim dén khoang tr 18 dén 22°C. Sau khi loai bo phan dich, ndm
men dat 49 Am khoang tir 54 dén 70%, tién hanh sdy kho sinh khdi & nhiét do nam
trong khoang tir 40 dén 45°C dén ham 4m nim trong khoang tir 6 dén 10%. Thu

dugc sinh khdi probiotic nAm men thanh phim dang bot mui thom dic trung.
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Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1. Téi wu diéu kién nui cdy dé thu dwoc chiing giong goc té bao ném men

Chung gibng gbc Saccharomyces cerevisiae dugc nudi lic trong binh tam giac
trén 8 moi truong thuong dugce st dung dé nudi ciy ndm men bao gdbm YPG (yeast-
peptone-glucose), dich chiét Malt, Sabouraud’s, YEGP, YM, YPD, YM bd sung
khoang va PDB. Thir nghiém sinh truong & cdc nhiét do khac nhau 20, 25, 30, 35,
40, 45 va 50°C); pH thay ddi tir 3 dén 9; ti 1¢ gidng cy tir 0,2 dén 10%.

Cu thé 13, moi trudng YPG (yeast-peptone-glucose) bao gdm 10g/L phan chiét
nim men, 20g/L pepton va 20g/L glucoza, ¢ nhiét d6 30°C va pH 1a 5,5; mdi truong
dich chiét Malt (ME) bao gf”)m (g/): cao malt-ZO; glucoza-20; pepton-1; moi
truong Sabouraud’s (Sab) bao gbém (g/1): glucoza-20; pepton-10; KHPOs-1,5;
MgS04.7H,0-1,0; NaNOs-1,0; mdi truong PDB bao gém (g/1): khoai tay-200;
glucoza-20, moi truong YEGP bao gdm (g/l): glucoza-20; cao men-5; pepton-10,
mdi trudng YM bao gdm (g/l): glucoza-10; pepton-5; cao men-3; cao malt-3, moi
truong YM bo sung khoang (YM-K) bao gdm (g/1): glucoza-10; pepton-5; cao men-
3; cao malt-3; KH,PO4-3; MgS04.7H,0-2, mdi truong YPD bao gbm (g/1): pepton-
20; cao men-10; glucoza-20.

Qua cac két qua thu dugc, chung nidm men Saccharomyces cerevisiae dat dugc
hiéu qua nhan giéng cao nhét khi dugc nudi cdy trong moi trudng YPG (yeast-
peptone-glucose) bao gdm 10g/L phan chiét nAm men, 20g/L pepton va 20g/L
glucoza, & nhiét do khoang 30°C va pH 1a khoang 5,5. Ngoai ra, vé ti 1¢ gidng cdy,
Saccharomyces cerevisiae dat dugc néng d6 tbi wu khi thuc hién qua ba lan céy

chuyén dé thu duoc twong tng 13 100mL, 250mL va 3L dung dich giéng nudi cy té
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bio ndm men c6 mat do khoang 108 t& bao/mL tir 1mL té bao Saccharomyces
cerevisiae c6 mat do khoang 108 t& bao/mL ban dau.
Vi du 2. Lén men sin xuit thu sinh khdi probiotic ndm men

Sén tuoi duoc lam sach va nghién uét dé thu duge 16000kg sin nguyén liéu,
trong d6 ty 1€ ham lugng chét kho cua sén nguyén li€u dugce xur ly dé dat dugc ty 1&
25%.

Dich héa sin nguyén li€u & nhiét do nam 85°C, va pH=6 br:ing cach st dung
H>SO04 10% va NaOH 20%, enzym a-amylaza 0,82kg (0,02% tinh theo khéi luong
tinh bot) trong thoi gian tir khoang 3 gio thu duogc 29454 1it dung dich sau dich hoa.

Sau khi dich héa, ha nhiét 6 xubng dén 60° va diéu chinh pH=6, bd sung
26,59kg enzym a-glucoamylaza (0,65% tinh theo khéi lugng tinh bot) dé thu duoc
29454 lit dung dich sau dudng héa, ham lugng glucoza dat 4500kg vat chét kho
glucoza (160 g/1), loc bé phan cin thu phan dich duong.

Pé t6i wu héa didu kién 1&n men, tién hanh 1én men qua bay cép sir dung moi
truong chtra co chét bao gdm dudng glucoza thiy phén tir tinh bt san két hop vdi ri
mat theo ty 1€ 1/1 tinh theo ham lugng téng (glucoza va ri mat) l4n luot 1a 70g/L,
78¢g/L, 78g/L, 120g/L, 140 g/L, 160 g/L va 160 g/L, luong khoang bd sung dugc
dinh lugng theo ham lugng thuc té c6 trong mdi trudng 1én men gdm: (NH4),SO4 &
lugng khoang 20%; CaCla.2H2O ¢ lugng khoang 1,81%; MgCl..6H20 & luong
khoang 2,32%; KH,PO4 (98%) & lugng khoang 3,45% & m&i cip 1én men, cac diéu
kién 1&n men dugc duy tr & nhiét do khoang 30°C, pH 1a khoang 5,5, diéu kién hiéu

khi véi lugng cung cép oxy 1m? khong khi/m® méi trudng 1én men/phut, trong do.:
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Lén men tiép dan nong do bang cach bd sung 3L dich chira gidng gbe té bao
nAm men vao thiét bi 1én men va 1an luot tiép din ndng do dé l1én men lién tiép bay
cip trong diéu kién nhiét d6 dugc duy tri khoang 30°C, pH khoang 5.5, hiéu khi
v6i luong khi cp 1a 1m?® khong khi/m® méi truong 1én men/phit.

Lén men cép 1: bd sung vao thiét bi 1én men 30 lit mdi trudng 1én men c6
ndng do dudng tdng 70 g/L. Duy tri diéu kién 1én men dén khi ham luong dudng
téng trong dung dich 1én men giam xubng con khoang 20g/L, thu dich [én men cap
1.

Lén men cip 2: bd sung tiép vao dich 1én men cAp 1 moi truong 1én men ¢
ndng d6 duong tong 78 g/L dén thé tich 300 lit. Duy tri diéu kién 1én men dén khi
ham luong dudng tong trong dung dich 1én men giam xudng con khoang 20g/L,
thu dwoc dich 1én men cép 2.

Lén men cip 3: bd sung tiép vao dich 1én men cAp 2 mdi trudong cb ndng do
dudng tong 78 g/L dén thé tich 1500 lit. Duy tri didu kién 1én men dén khi ham
luong duong tong trong dung dich 1én men gidm xubng con khoang 20g/L, thu
duogc dich 1€n men cép 3;

Lén men cp 4: bd sung tiép vao dich 1én men cip 3 moi trudng co ndéng do
dudng téng 120 g/L dén thé tich 7500 lit. Duy tri diéu kién 1én men dén khi ham
luong duong téng trong dung dich 1én men giam xubng con khoang 20g/L, thu
duoc dich 1én men cép 4.

Lén men cip 5: bd sung tiép vao dich 1én men cp 4 mdi trudng 1én men c6
ndng do dudng tdng 140 g/L dén thé tich 15000 lit. Duy tri diéu kién 1én men dén

khi ham luong dudng tong trong dung dich 1én men giam xubng con khoang 20g/L
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thu dugc dich 1én men cip 5. Chuyén 87,5% lugng dich 1én men cap 5 (13125 lit)
sang bdn chra thanh phdm, phéan dich con lai (1875 lit) dugc tiép tuc qua trinh 1én
men.

Lén men cép 6: bd sung vao phan dich 1én men cap 5 con lai (1875 lit) trong
thiét bi 1én men mot lugng moi trudng 1én men cd ndng d6 duong tong 160 g/L
dén thé tich 7500L. Duy tri diéu kién 1én men dén khi ham luong dudng téng trong
dung dich 1én men gidm xubng con khoang 20g/L, thu dugc dich 1én men clp 6.

Lén men cip 7: bd sung tiép vao dich 1én men cp 6 mdi trudng 1én men c6
ndng @ dudng 160 g/L dén thé tich 15000 lit. Duy tri diu kién 1én men dén khi
ham lwong duong téng trong dung dich 1én men gidm xubng con khoang 5g/L, thu
dugc dich 1én men cdp 7. Phan dich nay dugc chuyén sang bdn chira thanh phim,
tai bon chua nay, do té bao ném men Saccharomyces cerevisiae trén
2x10°CFU/mL.

Lam mat dich trong bon chira thanh phim dén khoang 22°C, sau khi loai bo
phan dich. Phan sinh khdi nAm men dat d6 4m khoang tir 54 dén 70%, tién hanh sdy
khd sinh khdi & nhiét do nim trong khoang tir 40 dén 45°C dén ham 4m nim trong
khoang tir 6 dén 10% thu dugc sinh khéi probiotic ndm men thanh phim.

Vi du 3. Xdc dinh trong lwgng 16 bio khé (CDW) va mdt dp t¢ bao theo thoi gian
trong quy trinh nuéi cdy theo sing ché

Pé xé4c dinh trong luong té bao kho (Cellular dry weight -CDW) clia qué trinh
1én men sinh khéi tir Vi du 2, dinh k¥ 14y mdu va tién hanh ly tdim dich cing mot

lwong dung dich nubi cdy trong 10 phut & 4°C va 3000xg va lam kho dén khéi lugng
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khong dbi. Dé xac dinh mat do té bao, may do mat do t€ bao duoc st dung. Két qua
dugc néu trong bang 2 dudi day.

Bang 2: Tuong quan gitta CDW (g/L) va mat do té bao (CFU/mL)

Thoi gian .
CDW (g/L) Mat do te bao (CFU/mL)
(g10)
0 33,6 5,5E+07
6 33,3 1,1E+08
8 51,4 4,5E+08
10 52,0 6,3E+08
12 61,6 8,5E+08
14 65,5 1,3E+09
16 67,3 1,4E+09
16,5 33,7 7E+08
18 51,5 3,5E+08
20 61,0 8,8E+08
22 65,5 1,1E+09
24 78,7 1,3E+09
26 84,7 1,3E+09
26,5 21,2 3,3E+08
30 68,0 3,5E+08
32 72,3 7,5E+08
34 78,5 1E+09
36 82,0 1,8E+09
38 87,5 2E+09
40 94,1 - 1E+09
42 47,1 5E+08
44 74,0 1,2E+09
46 80,3 1,5E+09
48 88,8 1,7E+09
50 92,5 1,8E+09
52 94,6 2,1E+09
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T bang 2 néu trén cé thé thiy ring, quy trinh theo sang ché thu dugc mat do
té bao 1én t6i 2,1x10°CFU/mL trong khi céc quy trinh thong thuong chi dat

1,0x10°CFU/mL.
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YEU CAU BAO HQ

1. Quy trinh san xuét sinh khdi probiotic nAm men tir san nguyén liéu va ri mat
duong, trong do quy trinh nay bao gdm céc budc:
a) dich hoa sin nguyén lidu:

xtr 1y nguyén liéu bang cach lam sach cu san nguyén lidu va nghién uét thu
dugc hdn hop nguyén liéu c6 ham lugng tinh bt nam trong khoang tir 20 dén 25%;

phan cét tinh bot bdng cach gia nhiét hdn hop nguyén liéu dén nhiét do ndm
trong khodng tir 70 dén 100°C dé hd hoa nguyén lidu, diéu chinh pH dén khoang tir
4 dn 6, sau d6 bd sung enzym o-amylaza véi lugng tr 0,01 dén 0,03% theo ham
luong tinh bdt, duy tri didu kién trong khoang thoi gian tir 2 dén 3 gio dé enzym
phan cét tinh bot thu duoc dich sén nguyén liéu;
b) thu dich duong tir dich sin nguyén li¢u:

duong hoa dich sén nguyén li€u b:?lng cach ha nhiét do dich s&n nguyén liéu
dén khoang tir 60 dén 70°C, tiép d6 bd sung mot lugng 0,65% enzym o-
glucoamylaza theo lugng tinh bot trong dich sin nguyén liéu, diéu chinh pH dén
khoang tir 4 dén 6 dé enzym phan cit tinh bot thanh dudng glucoza;

thu dich dudng bang cach loc bé phan cin, thu duge dich duong glucoza; va
¢) san xuét sinh khéi probiotic nAm men:

nhén gidng chung giéng gbc bang cach bd sung 1mL ching nidm men giéng
gbc Saccharomyces cerevisiae vao mdi trudng YPG (yeast-peptone-glucose) bao
gdm 10g/L dich chiét ndm men, 20g/L pepton va 20g/L glucoza, nudi cdy trong

didu kién nhiét d6 khoang 30°C va pH khoang 5,5 qua ba lan ciy chuyén d¢ thu
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duoc tuong tung 1a 100mL, 250mL va 3L dich moi truong gidng gbe té bao nam
men Saccharomyces cerevisiae c6 mat do khoang 108 té bao/mL;

chuén bi méi truong 1én men thu sinh khéi Saccharomyces cerevisiae bang
cach pha dich duong glucoza thu dugc tir bude (b) véi ri mat theo ty 1€ 1:1 tinh
theo ham lugng dudng, sau do bd sung nudc cit dé thu dugc cac dung dich co
lugng dudng téng 1an lugt 1a 70g/L, 78g/L, 78g/L, 120g/L, 140 g/L, 160 g/L va
160 g/L, tiép d6 bd sung khoang chét dén ndng do cudi tinh theo % trong lugng
bao gdm: (NHi)2SOs khoang 20%; CaCl.2H,O khoang 1,81%; MgCl.6H20
khoang 2,32%; KH,PO4 khoang 3,45%, thu dugc bady mdi truong 1€n men, tuong
ung;

1én men tiép dan ndng do bing cach bd sung 3L dich chta gidng gbc té bao
nim men vao thiét bi 1én men va 1an luot tiép din ndng do dé 1én men lién tiép bay
cAp trong didu kién nhiét do dugc duy tri khoang 30°C, pH khoang 5.5, hiéu khi
v6i lwong khi cdp 1a 1m? khong khi/m® méi truong 1én men/phut, trong do:

lén men cip 1: bd sung vio thiét bi 1én men 30 lit mdi truong 1én men c6
ndng d6 duong téng 70 g/L, duy tri diéu kién 1én men dén khi ham luong duong
téng trong dung dich 1én men giam xubng con khoang 20g/L, thu dich 1én men clp
1;

1én men cép 2: bd sung tiép vao dich lén men cdp 1 méi trudng 1én men c6
ndng 4 dudng tdng 78 g/L dén thé tich 300 lit, duy tri didu kién 1én men dén khi
ham luong dudng tong trong dung dich 1én men giam xubng con khoang 20g/L,

thu dugce dich 1én men cép 2;
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1én men cip 3: bd sung tiép vao dich 1én men cip 2 moi trudng co ndng do
dudng tdéng 78 g/L dén thé tich 1500 lit, duy tri didu kién 1én men dén khi ham
lugng dudng téng trong dung dich 1én men giam xubng con khoang 20g/L, thu
duoc dich 1én men cép 3;

1én men cip 4: bd sung tiép vao dich 1én men cp 3 moi truong co ndng do
dudng tdng 120 g/L dén thé tich 7500 lit, duy tri diéu kién 1én men dén khi ham
lugng dudng tong trong dung dich 1én men gidm xubng con khoang 20g/L, thu
duoc dich 1én men cép 4;

1én men cip 5: bd sung tiép vao dich 1én men cAp 4 moi truong 1én men ¢
ndng dd dudng tdng 140 g/L dén thé tich 15000 lit, duy tri diéu kién 1én men dén
khi ham luong dudng tong trong dung dich 1én men gidm xudng con khoang 20g/L
thu duge dich 1én men cip 5, chuyén 87,5% lugng dich 1én men clp 5 sang bon
chira thanh pham, phan dich con lai dugc tiép tuc qud trinh 1én men;

1én men cip 6: bd sung vao phan dich 1én men cip 5 con lai trong thiét bi 1én
men mot lugng moi trudng 1€n men co6 ndng d6 duong tong 160 g/L dén thé tich
7500L, duy tri diéu kién 1én men dén khi ham lwong duong tong trong dung dich
1én men giam xudng con khoang 20g/L, thu duge dich 1én men clp 6; va

1én men cip 7: bd sung tiép vao dich 1én men cAp 6 moi trudng 1én men ¢o
ndng do dudng 160 g/L dén thé tich 15000 lit, duy tri diéu kién 1én men dén khi
ham luong dudng tong trong dung dich 1én men giam xubng con khoang 5g/L, thu

duoc dich 1én men cép 7, phan dich nay duoc chuyén sang bon chira thanh phém;

-26-



32621

trong do, cac cong doan 1én men cip 4 dén 1én men cép 7 dugc thuc hién trong
cung mdt bon 1én men va dung dich 1én men cudi cling c6 trong bon chira thanh
phim c6 mat dd t bao ndm men Saccharomyces cerevisiae dat it nhat
2x10°CFU/mL; va

d) thu sinh khéi probiotic ndm men bang cach ha nhiét do dich trong bon chira
thanh phdm dén khoang tir 18 dén 22°C, sau khi loai bé phan dich, nAm men dat do
4m khoang tir 54 dén 70%, tién hanh sy kho sinh khdi & nhiét do nim trong
khoang tir 40 dén 45°C dén ham 4m nam trong khoang tir 6 dén 10% thu duoc sinh

khdi probiotic ndm men thanh pham.
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