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Linh vwe ky thuit dwoc dé cap

Giai phap hitu ich d& cdp dén quy trinh san xuit ché hém probiotic-da enzym tlr
ching vi khun Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum SP1901. Ché phim
probiotic-da enzym dugc san xuét tir quy trinh nay chira sinh khdi té bao cta ching vi
khuin Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum SP1901 va it nhit ba enzym

phytaza, proteaza va xylaza.
Tinh trang ky thuit ciia gidi phap hiru ich

Su gia ting dén s thé gidi kéo theo nhu ciu thwe phim cho con ngudi ngdy cang
gia tang. Diéu d6 doi hoi nganh cong nghiép chin nudi phai phat trién va c6 nhitng bude
tién nhit dinh vé céng nghé dé dap tmg nhu cau cho con ngudi. Trong hé théng chin
nudi thi thire an thudng chiém chi phi 16n nhét, 1én dén 70% tng chi phi, va loi nhudn
thu dwgc phu thude vao gia thanh va gia tri dinh dudng cia cic thanh phan thic an c6
san. Néu thtc an khong dugc cac dong vat tiéu héa mot cach hi¢u qua nhét ¢6 thé thi
khong nhitng giy lang phi cho nha san xuit ma con anh huéng dén méi trudng. Trong
khi d6, qua trinh tiéu hoa cta dong vat thuong khong dat 100% hiéu qua va thudng van
con 15-25% lugng thire n chiing 4n vao khong tiéu hoa dugc. Piéu nay c6 thé 1a do cac
thanh phén thirc 3n chtra cic yéu t6 khang dinh dudng khong thé tiéu hoa dugc va lam
nhiéu qua trinh tiéu hoa, hodc do dong vét khong cé cac enzym dac hi€u pha v cac
thanh phan nao d6 trong thirc an. Khi d6 thirc in tén dong trong da day c6 thé 1am anh
huong dén qua trinh tiéu hoa binh thuong, ddn dén lam giam san luong thit, trimg va

con c6 thé gay roi loan tiéu hoa.

Nh& nhiing cai tién vé céng nghé chin nudi, nhitng nghién ctu va ung dung
enzym vao qua trinh ché bién thirc an chin nudi ngay cang dugc quan tAm. Cho dén nay,
khoang 65% thirc 4n cho gia ciAm trén toan thé gidi ¢c6 bd sung enzym. Viée cung cap
thirc &n cung vdi cdc enzym dic hiéu 1am cai thién gia tri dinh dudng ctia cac thanh phan
thirc &n gitp tang hiu qua tiéu héa. Cac enzym chin nudi gitip pha v cac yéu td khang
dinh dudng (vi du nhu chit xo, phytat) c6 mit trong nhiéu thanh phan thtc n chin nudi,
ddng thoi nhim 1am ting kha ning tiéu héa tinh b, protein, cic axit amin va cac khoang

chét nhwr phospho, canxi tir cic thanh phén trong thirc dn. Ngoai ra, ching c6 thé dugc
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st dung dé b sung cho cac vat nudi con non, do hé théng tiéu hda ctia ching chua
trudng thanh. Enzym la cac protein duogc ti€u hoa cudi cung hodc bi bai tiét ra boi vat
nudi, do vdy ma né khong dé lai du luong trong trirng hodc thit. Viéc bd sung enzym
trong thirc an chan nubi mang lai nhidu loi ich bao gdm lam ting hiéu qua tiéu hoa thirc
an din dén giam chi phi san xuit va gia thanh san pham, it gy anh huéng dén moi
truomg nhd viée tiéu hoa va hdp thu tét chét dinh dudng c6 thé 1am giam lwong chét thai
chin nudi va han ché sy bai tiét phospho va nito, cai thién tinh nhét quan va tao nén thirc
an pht hop hon cho su ting trudng va san xuét tring, thit ciia vat nudi ddng déu hon,

ddng thoi gitp duy tri strc khde dudng tiéu hoa cho vat nudi.

Céac enzym thudng duge st dung trong chin nudi bao gdm: amylaza, xenlulaza,
phytaza, proteaza, xylanaza, v.v. va dugc phén loai theo co chit ma chung tac dong.
Hién nay, trong dinh dudng vat nudi, cic nhom enzym dugc sit dung bao gém cac nhém
phan gidi tinh bot-carbohydraza, chit xo-xylanaza, cic protein-proteaza va phytat-

phytaza.

Ngoai ra, bén canh céc enzym, ngudi ta con bd sung vao thirc in chin nudi mot
s6 vi sinh vét séng dugc goi 14 probiotic ma khi ding véi s6 luong hop 1y s& mang lai
lgi ich strc khoe cho ngudi va vat nudi. Cac vi khuin probiotic lam cai thién cac chirc
nang hodc thanh phin vi sinh vat duong rudt va dap tng mién dich, giip céac vat chu
khée dé duy tri mot “trang thai sinh Iy 6n dinh” trong rudt hodc kiém soat mot sb bénh

nhiém trung, viém va cac phan tng mién dich.

Viét Nam 13 nuéc ndng nghiép véi rat nhidu loai ndng san dugc sit dung lam
nguyén liéu ban ddu cho ché bién thuc phdm nhu san xuét dd udng, thuc pham chirc
niing ciing nhu ché bién thirc dn chan nudi. Thye té, cong nghé ché bién nhiing san phim
nay déu cin enzym nhu proteaza, xylanaza, phytaza, v.v.. Tuy nhién, Viét Nam chua
chi déng san xuét duge cic enzym d6 ma da sb phai nhép khiu cic ngudn enzym tir
nude ngoai.

Hon nita, mic du d4 c6 nhidu cong trinh nghién cru cac enzym khac nhau trén
céc ching vi sinh vét phan 1ap tir nhidu ngudn khic nhau nhung cac nghién ctru phat
trién cong nghé quy mé cong nghiép thi rat it. Cac dé tai nghién ctru chi yéu tap trung

vao cong nghé st dung k¥ thuat gen dé tao ching vi sinh vét san xudt enzym tai td hop.
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Ngoai ra, hién nay mot sé co sé san xuit & Viét Nam cling dang 4p dung quy
trinh san xut ché phim da probiotic-da enzym tir cic chiing vi sinh vt probiotic va cac
chiing vi sinh vit c6 kha ning san sinh enzym cao. Han ché ctia cac quy trinh nay 14 can
tuyén chon cac ching vi sinh vét san sinh ting loai enzym cu thé va sau d6 1én men va
thu sinh khéi té bao va cac enzym duoc thu riéng ré roi phdi tron theo ty 1é xac dinh dé
thu san phdm probiotic-da enzym. V6i quy trinh ndy, san phdm dugc tao ra ¢6 chit lugng
6n dinh, va c6 thé phéi trén voi cac ty 1& phtt hop véi nhu cau. Tuy nhién, quy trinh phirc
tap do phai thuc hién 1én men va thu sinh khdi té bao cling nhu céc enzym mot cach
riéng 18, din dén tén thoi gian cling nhu can st dung nhidu chiing giéng cling nhu trang
thiét bi.

Do d6, nhém tac gia giai phap hitu ich da trién khai cac nghién ctru d nhim tao
ra cac ché phdm enzym cho chén nu6i & quy mé cong nghiép véi quy trinh don gian, d&
thuc hién dya trén cac nguyén liéu trong nuée, han ché nhép khéu.

Bén chét k¥ thuit ciia giai phap hitu ich

V6i mong muén néu trén, muc dich ctia giai phap hitu ich la dua ra quy trinh san
xuit ché phdm probiotic-da enzym dung cho chan nudi & quy mo cong nghiép, don gian,
dé thuc hién tir mot ching vi sinh vat duy nhét, an toan va c6 ngudn gbc trong nudc.
Muc dich khac cta giai phap hitu ich 13 dé xuét ché pham probiotic-da enzym co chira
sinh khéi t& bao cua ching vi khuin Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum
SP1901 va it nhét ba enzym phytaza, proteaza va xylaza dugc san xuat tir quy trinh theo
giai phap hitu ich.

Dé dat duge muc dich néu trén, giai phap hitu ich dé xuat quy trinh san xuét ché
phdm probiotic-da enzym tr chung vi khudn Bacillus amyloliquefaciens subsp.
plantarum SP1901 bang cach nudi cdy trén gia thé x6p. Theo giai phap hitu ich, quy
trinh bao gdm hoat héa chiing gidng; nhén gidng cép I; nhan gidng cap II; phéi trén co
chit véi dich khoang PSM-K>HPO4 dé tao ra gia thé 1én men xop, cy giéng 1én men
vao gia thé 1én men nay va thuc hién 1én men x6p dé thu san pham Ién men; va sdy kho
va nghién nhé san phim 1én men d thu san pham cubi cung.

Cac du higu va céc ddc diém ndi bt cta giai phap hitu ich s& duoc hiéu ddy da
va dugc danh gia ding tir phin mo ta chi tiét sau day dua trén céc hinh vé& kém theo.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Fig.1 1a lugc d6 thé hién quy trinh san xuét ché phim probiotic-da enzym theo
giai phap hitu ich;

Fig.2a thé hién cy phét sinh chiing loai cta chiing vi khudn SP1901 v cac loai
Bacillus ¢6 quan hé ho hang gin dwa vao trinh tur gen 16S ARNr;

Fig.2b thé hién cdy phat sinh ching loai ciia ching vi khudn SP1901 va céc lodi
thudc nhém Bacillus subtilis dua vao trinh tu két ndi 6 gen gyrA, rpoB, purH, polC,
groEL va 16S ARNr; va

Cac Fig.3a, Fig.3b, Fig.3c va Fig.3d 1a cac 6 thi thé hién anh hudng cua ty 1€
gidng, tdc do khudy, lru lwong khi va thoi gian dén mat d6 € bao thu dugc trong budge
nhan giéng ching vi khun Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum SP1901.

M6 t4 chi tiét giai phap hitu ich

Giai phap hitu ich s& duoc thé hién 13 rang hon trong phdn mé ta chi tiét cac
phuong an thuc hién sau ddy. Tuy nhién, giai phap hitu ich khong bi gigi han & céc
phuong én dé.

Theo giai phap hitu ich, cic mdi truong dinh dudng dugc sit dung bao gbém:

1. Moi trudng dich dinh dudng (Nutrient Broth-NB): pepton — 10g; cao thit — 3g;
NaCl - 8g; nudc ct vira du 1000ml; d6 pH 12 7.

2. Méi truong thach dinh dudng (Nutrient agar-NA): pepton — 10g; cao thit—3g;
thach — 16g; NaCl — 5g; nuéc cit vira du 1000ml; d6 pH 1a 7.

3. Mai truong thach PSM-Na-phytat: Glucoza — 10g; Na-phytat — 4g; CaCl, —
2g; NH4NO;3 — 5g; KC1 - 0,5g; MgS04.7H,0 — 0,5g; FeSO4 - 0,01g; MnSO4— 0,01g;

thach — 16g; nuéce cat vira dt 1000ml.

4. Dich khoang MA1: MgSO4.7H>0 — 0,5g; KoHPO4 — 1,5g; nuéc cit vira da
1000ml.

5. Dich khodng MA5: (NH4)2SO4 — 0,4g; MgS04.7H,0 - 0,2g; CaCl, - 2,2g;

nuée cit vira di 1000ml.

6. Dich khoang PSM: Glucoza — 10g; CaCly — 2g; NH4NO; — 5g; KCl1-0,5g;
MgS04.7H20 — 0,5g; FeSO4 — 0,01g; MnSO4 — 0,01g; nuéc cit vira da 1000ml.
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7. Dich khodng PSM-K,HPO4: Glucoza — 10g; CaCl> — 2g; NH4NOs; — 5g; KCI -
0,5g; MgS04.7H20 — 0,5g; FeSO4 — 0,01g; MnSO4 — 0,01g; KoHPO4 — 1,5g; nude cAt
vira du 1000ml.

Theo mot phwong 4n clia giai phéap hitu ich, quy trinh 1én men x8p san xuét ché
phdm probiotic-da enzym tir ching vi khuan Bacillus amyloliquefaciens subsp.
plantarum SP1901 bao gdm: hoat hoa ching giéng; nhan gidng cép I trong phong thi
nghiém; nhan gidng cép II trong thiét bj 1én men; 1én men trén gia thé xbp véi co chit
da duge 1am 4m véi dich khoang PSM-K>HPOq; va sdy kho va nghién nho d& thu san
phdm cudi cing. Quy trinh san xuét theo giai phap hitu ich ¢6 thé dugc tom luge nhu

duoc thé hién véan tit trén Fig.1.

Theo giai phap hitu ich, chiing giéng duoc st dung & ddy 13 ching vi khuédn
Bacillus amyloliquefacienss subsp. plantarum SP1901 (ching SP1901). Pay 14 ching
vi khuan duge dénh gi4 1a chiing vi sinh vét an toan, khong gy bénh va duoc sir dung
rat pho bién trong cac ché phim probiotic. Chuing SP1901 1a ching vi khudn duge nhém
tac gia giai phap hitu ich 14n dAu tién phén l4p dugc trong hé sinh thai ty nhién & Viét
Nam tlr mAu d4t & rimg Qudc gia Hoang Lién. D4y 14 vi khuin hiéu khi ¢6 hinh que,
kich thuée té bao (3,2 - 3,9) x (0,9 - 1,0)pm, ding riéng r& hodc xép ddi, c¢6 kha ning
sinh ndi bao tr hinh tru. Trén moi truong thach NA, khuén lac c¢6 dang tron, mau tréng
sita voi bé mat kho, 161 va sin sii, mép c6 dang hinh rang cua. Khi phén tich trinh tu
gen 16S ARNr (1500bp), so sanh d9 twong ddng véi trinh tu clia céc loai ¢6 quan hé ho
hang gin bing cach xay dung cdy pha hé phat sinh chiing loai (thé hién trén Fig.2a) cho
thdy chiing SP1901 ndm cing vi tri v6i Bacillus amyloliquefacienss NR041455 (gia tri
lap lai 77%) véi mue d6 tuong ddng & trinh tr 16S ADNr 14 99,9%. Phan tich trinh tu
6 gen (gyraza subunit A-gyrA, ARN polymeraza subunit B-rpoB,
phosphoibosylaminoimidazolecarbox-amit formyltransferaza-purH, ADN polymeraza
II subunit alpha-polC, 60kDa heat-shock protein groEL-groEL va 16S ARNr), két qua
dugc thé hién trén Fig.2b, cho thdy ching SP1901 dugc xép vao nhom dudi loai B.
amyloliquefacienss subsp. plantarum (tuong ddng 99% trinh tu 6 gen), phan tach ro rang
v6i nhém duéi loai B. amyloliquefacienss subsp. amyloliquefacienss (twong ddng 97%

trinh ty 6 gen) va nhitng loai khac trong nhéom B. subtilis.
Nhu vay, dua vao dac diém hinh thai va so sanh mtrc do tuong df)ng 16S ADN
va trinh tu 6 gen két ndi (gyrd, rpoB, purH, polC, groEL va 16S ADNr) ciia ching
-6-
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nghién clru va céc loai ¢6 quan hé ho hang gan, ching SP1901 dugc dinh danh 14 B.
amyloliquefacienss subsp. plantarum va dugc luu giit tai Bao tang gidng Vi sinh vat,
Vién Vi sinh vat va Cong nghé Sinh hoc, Pai hoc Qubc gia Ha Noi v&i ma hiéu VTCC-
B-1089. Trinh ty 6 doan gen dugc ding tai trén ngan hang gen NCBI v6i ma hiéu 1a
JX403999 (gyraza subunit A-gyrd), JX404000 (ARN polymeraza subunit B-rpoB),
JX404001 (phosphoribosylaminoimidazolecarbox-amit formyltransferaza- purH),
JX404002 (ADN polymeraza III subunit alpha- polC), JX404003 (60 kDa heat-shock
protein groEL -groEL) va JX404004 (16S ARNr).

Ngoai ra, hoat tinh enzym va kha ning sinh chit khang sinh cua ching B.
amyloliquefacienss subsp. plantarum SP1901 dugc khao st theo cac phuong phap da
biét dén trong linh vue twong ting, xac dinh dugc ching nay c6 kha nang sinh cac loai
enzym ngoai bao nhu amylaza, xenluloza, lipaza, phytazae, proteaza, xylanaza, esteraza
(C 4), esteraza lipaza (C 8), lipaza (C 14), axit phosphataza, naphthol-AS-BI-
phosphohydrolaza va a-glucosidaza; sinh cdc chat khéng sinh khang lai cc loai vi khun
Gram (+) va Gram (-) gdy bénh trén ngudi nhu Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sp., Staphylococcus aureus,
hoic nAm giy bénh cay la Fusarium oxysporum.

Hon nita, loai Bacillus amyloliquefacienss da dugc biét dén véi nhidu ung dung
trong san xuét cac san phidm thwong mai nhu san xuit enzym cong nghiép va da duoc
cong nhén la vi sinh vit an toan (GRAS), san phém cua né duogc liét ké vao danh muc
céc chét an toan dugc ding trong thue phim do Co quan quan Iy Thuc phdm va Dugc
phim Hoa Ky (F DA) va Co quan quan ly an toan thue phim chau Au (EFSA) cho phép
st dung. Tu d6, vdi cac két qua thu dugc nhu néu trén cho théy ching B.
amyloliquefacienss subsp. plantarum SP 1901 c6 tiém ning cao trong san xuit ché phim
probiotic-da enzym.

Dé c6 thé duge sir dung lam gidng san xuA, chiing SP1901 dugc str dung cin
phai hoan toan thudn khiét vé mdt sinh hoc va ¢6 hoat tinh san sinh enzym cao. Do do,
sau khi hoat hoéa chiing giéng tir giéng gbc, tién hanh kiém tra lai d thuin chung va
hoat tinh san sinh enzym cua chiing gidng. Ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vuc
tuong (rng hoan toan c6 thé d& dang lua chon céch thirc hoat hoa va céc phuong phéap
kiém tra cling nhu cac méi truong nudi cdy va x4c dinh hoat tinh phu hgp véi ching
gidng. Theo giai phép hitu ich, moi truong dugce sir dung d& hoat héa chiing gibng la
moi truong NA. Sau khi kiém tra, gibng thudn khiét va c6 hoat tinh enzym cao duogc tién
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hanh nhan gidng va st dung dé san xuét tiép theo. Theo phuong 4n ctia giai phéap hitu
ich, cac enzym dugc san sinh 12 phytaza, proteaza va xylanaza, va hoat do cia dich nuéi
cdy can dat: proteaza > 300U/ml va xylanaza > 50U/ml; vong trong phén giai Na-phytat
trén moi truong thach PSM-Na-phytat 14 8mm.

Chung vi khuin SP1901 dugc nhén gidng cip I trong phong thi nghiém st dung
binh tam gidc chira m6i truong NB, nudi ldc & tde d6 200 vong/phit va nhiét do 40°C,
Trong thoi gian nudi 12 — 16 gid, ciy ria vao moi truong NA. Sau 24 gio, thu dich nu6i
ciy lam gidng cép I. Kiém tra mat d6 té bao c6 trong dich nubi cdy, 16 gidng dam bao
chét lugng khi mat d¢ té bao dat OD600 > 2,0 (= 10° cfu/ml) va quan sét khuén lac vi
khudn trén dia thach NA dé kiém tra d¢ thudn khiét.

Qua trinh nhan giéng cp 1T duge thuc hién trong thiét bi 1én men dung tich 10
lit hogc 16n hon, chira 70% thé tich moi truong. Cly gibng cAp I vao méi truong NB &
diéu kién d pH 12 6, nuéi khudy lién tuc ddng thoi suc khi vo trung lién tuc & nhiét do
40°C. Theo giai phap hiru ich, ty 1& gidng dugc st dung & bu6e nay voi ty 1€ 5% (tinh
theo thé tich), dugc khudy lién tuc & tbc do 200 vong/phut. Ngoai ra, luu lwgng khi tét
nhét 14 1,0 lit khi/lit dich 1én men/phut. Sau 12 — 16 gi¢ nudi cdy, cdy ria vao moi truong
NA. Sau 24 gio, thu dich nuéi cdy lam gibng cép II. Kiém tra mat d6 té bao c6 trong
dich nudi cdy, 16 giéng dam bao chét lugng khi mat do té bao dat OD600 > 2,0 (= 10°

cfu/ml) va quan sat khuén lac vi khudn trén dia thach NA dé kiém tra d6 thuan khiét.

Co chét duogc st dung lam gia thé 1én men x6p theo giai phép hitu ich 1a ngd
manh duoc lam 4m 40% bang dung dich khodng PSM-K,HPO4 va kht tring trong thiét
bi khtr tring. Ciy 15% (v/w) gibng cip I vao gia thé da khir tring, tron déu, nudi 4 &

nhiét do 35°C trong thoi gian 96 gitr dé thu san pham 1én men.

San pham sau 1én men xbp duoc sdy kho dén khi do 4m dat 8%, va nghién thanh
bot min. Tién hanh x4c dinh hoat d6 cac enzym va s6 luong té bao bang cac phuong
phép da biét. Xéc dinh san phém dat tiéu chudn khi hoat do phytaza dat 3,2U/g, proteaza
850U/g, xylanaza dat 600U/g, va sb lugng té bao dat 10° cfu/g. Cudi ciing dong gdi bot
thanh phim thanh san pham véi cac lugng phu hop.

Theo giai phap hitu ich, ché phim probiotic-da enzym duogc san xuét theo quy

trinh néu trén c6 chtra sinh khoi ching vi khuan Bacillus amyloliquefaciens subsp.
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plantarum SP1901 va it nhit ba enzym phytaza, proteaza va xylaza dugc san sinh tir

chiing nay.
Vi du thwe hién giai phap hiru ich
Vi du 1: X4c dinh diéu kién nhan gidng c4p II téi uu

Dé xac dinh didu kién nhan gidng cip II t6i wu, thuc hién nhan giéng chung vi
khuan Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum SP1901 st dung thiét bi san xuét
thtr dung tich 10 lit. Khao st 1an luot trong céc thiét bi 1én men 10 lit chtra 7 1it moi
truong NB, & diéu kién do pH 1a 6, nhiét do 40°C, véi ty 1¢ gidng cdy 1an luot 12 2, 5, 7,
10 va 15%, & cac tde do khudy tron bao khéc nhau bao gdm 50, 100, 150, 200 va 250
vong/phut, va véi cac lugng khi cung cép 14n luot 12 0,6, 0,8, 1,0, 1,2 va 1,4 lit khi/lit
dich/phut. Thyc hién kiém tra mat d6 t& bao tai cdc thoi diém 12, 24, 36, 48, 60 va 72
gitr sau khi nuoi cdy trén may do quang phd & budc s6ng 600nm. Céc két qua duoc tom
t4t béng cac dd thi duoc thé hién trén cac Fig.3a-d. Nhu dugc thé hién trén Fig.3a, mét
do t€ bao ting nhanh trong thoi gian 24 gio, dat cao nhét tai thai diém 24 gidy (OD600 =
2,1) va sau do bat du giam dan. Tuong tu, nhu duge thé hién trén Fig.3b, Fig.3c, va
Fig.3d, mat d¢ té bao thay ddi theo tdc do khudy, luu lwong khi dua vao va ty 18 gidng
cdy, dat gia tri cao nhat & téc do khudy 200 vong/phut, Iuu Iuong khi 1,0 1it khi/lit
dich/phut va ty 1& ciy gibng 5%.

Vi cac két qué nhu trén, xac dinh dugc didu kién nhan giéng t81 vu cta chung
SP1901 trong thiét bi 1én men 10 lit cho mét d6 té bao 16n nhét 1 trén méi truong NB,
nhiét d6 40°C, do pH 1a 6, téc d¢ khudy 200 vong/phut, lugng khi dua vio 1,0 lit khi/lit
dich/phut, ty 1¢ gidng ciy 5% va thoi gian nudi 13 24 gio.

Vi du 2: Xac dinh diéu kién 1én men Xép tdi wu

Dich khoang

Chuén bi c4c tii gia thé 1én men chira 2kg co chit 14 ngd manh, bd sung thém 1%
glucoza va casein va dugc lam 4m 1an luot béng cac dich khoang MA1, MAS5, PSM va
PSM-K>HPO4. Céy ching SP1901 véi ty 18 gibng 10% (v/w) vio cac tii gia thé da
chuin bi, trén déu va nudi & nhiét do 40°C. Sau 96 gid 1én men, tién hanh xac dinh hoat
do phytaza, proteaza va xylanaza va mat d6 té bao ciia miu 1én men. Két qua dugc thé

hién trong bang 1 duéi day.
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Béang 1. Anh hudng cua dich khoang 1én khé nang sinh tdng hop céc enzym cua ching

SP1901
Dung dich khodng Hoat tinh enzym (U/g) S(f) luong té
Phytaza Proteaza Xylanaza bao (cfu/g)
MA1 0 742 523 5x10%
MAS 1,9 812 437 8x108
Dich PSM 2,8 728 415 2x108
Dich PSM-K>HPOy4 2,6 787 507 4x108

Két qua cho thay khi st dung 4 dung dich khoang déu cho két qua kha t6t cho ca
2 loai proteaza va xylanaza, tuy nhién khong cé phytaza déi véi khodng MA1. Khi 1am
4m co chét bang dich moi truong PSM-KoHPO4 cho két qua tdt cho ca 3 enzym vi trong
dich ndy c¢6 chtra glucoza, Ca® va Mg?" thich hop cho proteaza; Mg?* va PO#* kich
thich cho xylanaza; hon nita cac ion ndy déu kich thich cho sinh phytaza. S6 luong té
bao thay dbi khong dang ké trén ca 4 loai khoéng vi dinh dudng dugc dép tng day du
cho sinh truéng. T d6 xac dinh dugc dich khoang PSM-K,HPO4 13 méi truong dinh

dudng toi vu dé 1én men xop.
Nhiét d6 1én men

Chuén bi c4c tai gi4 thé 1én men chira 2kg co chit 12 ngd manh, bd sung thém 1%
glucoza va casein va duoc lam 4m 14n luot bing dich khoang PSM-K>HPO4. Cdy ching
SP1901 vao cac thi gia thé da chuan bi véi ty 18 gibng 10% (v/w), tron déu va nudi &
céc nhiét do thay doi tr 30-45°C. Sau 96 giv nudi cy, tién hanh xac dinh hoat do
phytaza, proteaza va xylanaza va mat do té bao ctia miu 1én men. Két qua dugc thé hién

trong bang 2 dudi day.

Bang 2. Anh huéng ciia nhiét do nudi cdy x6p 1én kha ning sinh tong hop céc enzym
cua chung SP1901

Nhiét do nudi (°C) Hoat tinh enzym (U/g) S (j’) luong t&
Phytaza Proteaza Xylanaza bao (cfu/g)

30 3,0 796 527 4x10°

35 3,2 825 548 2x10°

40 2,7 759 498 5x108

45 2,0 587 402 2x108
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Két qua cho thy, hoat do cac enzym ting dan khi tdng nhiét 6 nudi va bit du
giam khi nhi¢t d nuéi tang 1én 40°C; mat d¢ té bao ciing thay ddi theo nhiét d6 nudi va
dat 16n nhét & nhiét d nudi 40°C. Nhu vy, véi muc dich ti wu kha ning sinh tdng hop
enzym, nhiét d6 1én men xdp thich hop 1a 35°C.

Do 4m

Tt cac két qua néu trén, khao sat anh huéng ciia d6 4m 1én hiéu qué lén men x6p
trén co' chit ngd manh véi dich khodng PSM-KoHPO4. Cdy ching SP1901 véi ty 18
giéng 10% (v/w) vao céc tui gia thé duge chudn bi nhw trén véi do 4m I3n luot thay dbi
tr 30 dén 70%. Tron déu va nudi & nhiét o 35°C. Sau 96 gidr nudi cly, tién hanh xéc
dinh hoat d0 phytaza, proteaza va xylanaza va mat do té bao ctia mau sau khi 1én men.

Két qua duoc thé hién trong bang 3 dudi day.

Béng 3. Anh huéng ctia do Am 1én kha nang sinh tdng hgp céc enzym ctia chung

SP1901

PO Am (%) Hoat tinh enzym (U/g) ls)isigglg/ té
' Phytaza Proteaza Xylanaza g

30 2,8 824 567 5x103

40 3,5 909 620 2x10°

50 3,1 855 586 2x10°

60 2,8 783 541 6x103

70 2,1 692 452 1x108

Két qué cho thdy hoat tinh enzym ting khi 6 4m ting tir 30-40% va giam dan
khi do 4m tiép tuc ting. Hoat tinh cla c4c enzym cao nhit & do 4m 40% trong khi sb
luong té bao dat cao nhat & cac d6 4m 30 - 50%. Tuy nhién, v6i muc dich tdi wu kha
ning sinh tong hop enzym, c6 thé xac dinh do 4m thich hop nhét cho qua trinh 1én men
x6p 14 40°C.

Ty 1& gidng
Khéo sat trong tw d6i véi sy anh huéng cua ty 18 gidng dén kha ning sinh tdng

hop enzym ctia chiung SP1901. C4y chung SP1901 vao gi4 thé 1én men x6p duge chudn

bi v6i cac diéu kién t6i wu nhu da dugc x4c dinh nhu trén véi ty 18 gibng thay dbi tir 5

-11-
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dén 25%. Tron déu va nudi & nhiét do 35°C. Sau 96 gidr nudi cdy, tién hanh xdc dinh

hoat d0 phytaza, proteaza va xylanaza va mat d6 té bao ctia mau sau khi 1én men.

Bang 4. Anh hudng cta ty 1é gidng 1én kha ning sinh téng hop enzym cta chiing

SP1901
TV 18 giéng (%) Hoat tinh enzym (U/g) S(f) luong té
Phytaza Proteaza Xylanaza bao (cfu/g)

5 2,3 684 518 7x108

10 3,1 837 579 2x10°

15 3.4 905 628 2x10°

20 3.4 912 615 8x108

25 3,2 864 576 4x108

Nhu duoce thé hién trong bang 4, hoat tinh cdc enzym phytaza va proteaza tdng
khi ty 1¢ gidng tang tr 5-20% va bét dau gidm & ty 1& gidng 25%, hoat tinh xylanaza ting
khi ty 1¢ giéng tang tir 5-15% va bét ddu giam Khi ty 1¢ gidng tang 1én 20%, trong khi sb
luong té bao thay dbi va dat cao nhit & cac ty 1& gidng 10-15%. Lua chon ty 18 gidng

15% cho céc thi nghiém tiép theo.
Thoi gian 1én men

Khao sat twong tuw dbi v6i sy anh hudng cla ty 18 gidng 1én kha ning sinh tong
hop enzym ciia ching SP1901. C4y ching SP1901 vio gia thé 1én men x6p duoc chuén
bi v6i cac diéu kién t6i vu nhu da dugc xac dinh nhu trén. Tron déu va nudi & nhiét do
35°C. Tién hanh xac dinh hoat d6 phytaza, proteaza va xylanaza va mat do té bao cua
mau 1én men tai céc thoi diém 24, 48, 72, 96, 120 va 144 gids sau khi nudi cdy. Két qua

duogc thé hién trong bang 5 dudi day.

Bang 5. Anh hudng cua thoi gian 1én men 1én kha ning sinh tong hop céc enzym cua

ching SP1901

oo . Hoat tinh enzym (U/g) S6 lugng té
Thoi gian (gio) <
Phytaza Proteaza Xylanaza bao (cfu/g)
24 1,2 148 118 6x107
48 2,4 496 403 2x10°
72 3,3 797 542 4x10°
96 3,5 915 635 1x10°
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120 3.3 908 612 7x108
144 3,0 854 587 4x108

Két qua cho thiy, hoat tinh cac enzym tdng nhanh sau 48 va 72 gio, dat tdi da
vao 96 git va bit dau giam sau 120 gidr nudi, trong khi sb Iuong té bao thay d6i va dat
cao nhit & cic thoi gian 48-96 git. Lya chon thoi gian 1én men x6p thich hop 12 96 gio.

Nhu vay, didu kién 1én men x6p thich hop cho san xuét phytaza, proteaza,
xylanaza va s luong té bao cia ching SP1901 14 co chit ngd méanh duoc 1am Am 40%
bing dung dich khodng PSM-K,HPOq; ty 18 gidng ciy 15%, nhiét 9 35°C va thoi gian
nuoi 96 gio.

Vi du 3: San xuét ché phim probiotic-da enzym quy md 50kg/mé

Chung gidng Bacillus amyloliquefacienss subsp. plantarum SP1901 dugc luu trit
tai Bdo tang gidng Vi sinh vat Viét Nam & diéu kién lanh -80°C véi mi s6 ching 13
VTCC-B-1089. Hoat hoa chiing giéng bing cich dua nhanh vao ta 4m 37°C trong 40-
60 gidy va cdy ria trén dia NA. Sau khi nudi cdy 48 gid & 40°C, chon khuin lac riéng &,
kiém tra hinh thai t& bao trén kinh hién vi dé xac dinh d6 thuin ching va déng thoi ciy

vao céc dng nghiém chtra méi truong NA, nudi trong thoi gian 48 gior & 40°C.

Gibng tur bng nghiém duge cdy chuyén vao cac binh tam giac 100ml chira 10ml
moi trudng NB dich thé c6 bd sung casein v6i luong 5g/1 va moi trudng NB dich thé c6
bd sung xylan véi lugng 2g/1, nudi lic 200 vong/phit, & 40°C trong 48 gio, ly tAim & tdc
d6 10.000 vong/phut trong 10 phut va thu 14y dich trong dé xac dinh hoat do enzym
proteaza va xylanaza theo cdc phwong phap cua Su va Lee (2001) va Bailey va cOng su
(1992). Hoat d9 ctia dich nudi cdy can dat: proteaza > 300 U/ml va xylanaza > 50 U/ml.
Tuong ty, x4c dinh hoat d6 enzym phytaza bang cach cdy chuyén gidng tir 6ng nghiém
vao mdi truong thach PSM-Na-phytat, nudi ¢ nhiét d6 40°C trong thoi gian 48 gid. Quan
sat vong phén giai phytat trong duoc tao thanh. Hoat d6 phytaza dat yéu cau khi duong
kinh vong phén giai khoang 8mm.

Céy chuyén gidng tir 6ng nghiém vao c4c binh tam giac 250ml chira 100m] moi
truong NB, nuodi lic & tde d6 200 vong/phit & nhiét do 40°C. Sau 12-16 gi®, kiém tra
do tinh sach bang cach cdy ria vao méi truong thach NA. Sau 24 gio, kiém tra mat do té

bao c6 trong dich nuoi cdy trén may do quang phd & budc song 600nm. L6 gidng dam
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béo chat lugng khi mat d té bao dat OD600 > 2,0 (= 10° cfu/ml) va c6 hinh thai khudn
lac twong tu véi dang khuén lac ban diu va khong bi nhiém bAt ky vi sinh v4t nao khéc.

Thu dich nudi lam giéng cip L.

Céy 350ml gidng cAp I vao thiét bi 1én men 10 Iit chtra 7 lit moi truong NB, nudi
khudy lién tuc 200 vong/phtit déng thoi suc khi vo trang lién tuc & téc d6 1,0 lit khi/lit
dich 1én men/phut & nhiét d 40°C. Sau 12-16 gid, kiém tra db tinh sach bing céch cdy
ria vao mdi trudng thach NA. Pén 24 gid két thiic 16n men, ldy 1ml dich nuéi kiém tra
mat do té bao trén may do quang phd & budc séng 600nm. Gidng dam bao chét lugng
khi mat do té bao dat OD600 > 2,0 (= 10° cfu/ml) va c6 hinh thai khudn lac tuong tu vé6i
dang khuan lac ban ddu va khong bi nhiém bét ky vi sinh vét nao khac. Thu dich nubi

cdy dé lam gidng cép II.

Cho 50kg ngd manh vao 25 tai nilon (kich thuéc 35 x 50cm). Mai tai bao gdm
hén hop 2kg ngd manh duge lam 4m bang 1,6 lit dung dich mdi truong PSM-K,HPOs.
Thanh tring trong thiét bi khi trang 100 lit. P& ngudi, cdy 300ml gidng cip II cia vi
khudn Bacillus amyloliquefacienss subsp. plantarum SP1901 vao cac tii co chét da khir

tring, tron déu. Nudi ¢ nhiét do 35°C trong thoi gian 96 gidr va thu san phim.

San phim sau 1én men xbp dugc sdy kho trong thiét bi ¢ sdy chan khong Skg
mé/8 gio hodc sdy kho 45°C trong 2 ngy dén khi do 4m dat 8%. Sau d6 nghién thanh
bdt va xac dinh hoat dd enzym va mat do té bao cta bot thanh phém. Xac dinh dugc
hoat d6 phytaza dat 3,2 U/g, proteaza dat 850 U/g, xylanaza dat 600 U/ g,va sb luong té
bao dat 109 cfu/g. Cudi cing dong g6i bot thanh phim thanh san pham vdi céc luong
phu hop.

Hi€u qua dat dwoc ciia giai phap hiru ich

Giai phép hitu ich huéng téi san xudt enzym cho chin nuoi & quy mo cong nghiép
dé san xudt ché phdm probiotic-da enzym tir chiing ban dia, an toan va tir cic ngudn
ndng san sin co trong nudc thay thé dan cho hang nhap ngoai. Theo giai phap hitu ich,
ché pham probiotic-da enzym c6 thé duge san xudt chi tir mot ching vi sinh vit duy
nhét 14 Bacillus amyloliquefacienss subsp. plantarum SP1901 ma van dat dugc hoat do
cac enzym phytaza, proteaza va xylanaza cao, dong thoi khong cin phai thuc hién budc

thu riéng r& sinh khoi t€ bao va cac dich enzym ngoai bao. Két qua cua giai phép hitu
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ich c6 y nghia quan trong cho viéc khai thac ngudn vi sinh vat ban dia, an toan phuc vu

cho sén xuat cic enzym cong nghiép tir cic ngudn ndng san sin c6 trong nudc.
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YEU CAU BAO HO

1. Quy trinh san xuit ché phim probiotic-da enzym tir ching vi khuin Bacillus

amyloliquefaciens subsp. plantarum SP1901, trong d6 quy trinh niy bao gbm céc bude:

hoat héa giéng tir ching vi khudn Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum

SP1901 bao quan;

nhan giéng capl bang cach cdy chiing giéng da dugc hoat héa vao binh nhan gidng
chira mo6i truong dich dinh dudng (NB) trong thoi gian 24 gitr & didu kién do pH 1a 6 va
nhiét d9 40°C trong diéu kién lic lién tyc & téc d6 200 vong/phit va thu dich nudi cdy

lam gidng cip [;

nhan gidng cp I bang cach cdy gibng cap I vao thiét bi 1én men chtra moi truong
NB dich thé véi ty 1¢ giéng 5%, nudi trong thdi gian 24 gidr & didu kién do pH 14 6 va
nhiét 49 40°C trong diéu kién khudy lién tuc ¢ tbe do 200 vong/phit va suc khi lién tuc
vé6i the d6 1,0 lit khi/lit dich/phuit @& thu dich nudi cdy lam gidng 1én men;

phdi tron co chét véi dich khoang PSM-K,HPO dé tao ra gi4 thé 1én men x6p voi
d6 4m 40%, céy gidng 1én men vao gia thé 1én men da duoc chuin bi va thuc hién 1én
men x6p & nhiét d6 35°C trong thoi gian 96 git dé thu san phim lén men; va

sdy kho san pham 1én men, nghién nhé thanh bot min va dong goi dé thu san phim
cudi cling.
2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 sau khi hoat héa chiing gidng, con bao gdm kiém tra
d6 thuan ching va hoat tinh enzym cla chiing gibng.
3. Quy trinh theo diém 2, trong d6 & buéc 1én men x6p, ty 16 gibng duoc st dung 1a

15%.

4. Quy trinh theo céc diém tir 1 dén 3, trong d6 ché pham duogc san xuit theo quy trinh
ndy chia sinh khéi chung vi khudn Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum

SP1901 va it nhat ba enzym phytaza, proteaza va xylaza.
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Hoat héa chiing giéng

¥

Nhan gidng cip I

Nhan gidng cép II

Len men < Chuan bi gia thé xép
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S4y kho, nghién

Dong goi

Fig.1
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