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(54) PHUONG PHAP PHAT HIEN VI KHUAN TAO RA GUAIACOL

(57) Sang ché d& cap dén phuong phap phat hién vi khuan tao ra guaiacol trong mau xét
nghiém bao gdm cac budc: nudi cady mau xét nghiém hoac dich pha loang cua ching trén
dia chtra moi trudong ran dung cho vi khuan wa axit c6 chira hop chat c6 cong thirc sau:

i OMe

OH
trong d6 R la -H, -OH, -C(O)H, -C(O)CHj, -COOH, C;-C; alkyl hoac C;-C; alkenyl,
trong d6 alkyl va alkenyl tuy y c6 thé dugc the bang -OH, -C(O)H hoac -COOH); va phat
hién khuan lac dugc tao ra trén moi trudng ran nay. Sang ché ciing dé xuit moi truong ran
dung cho vi khuin wa axit va bo kit phat hién vi khuan tao ra guaiacol trong mau xét
nghiém. Theo sang ché, vi khuan tao ra guaiacol c6 mit trong mau xét nghiém nhu cac
nguyén lidu thd ciia nude ép qua c6 thé duoc phat hién nhanh chong theo cach don gian.
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Linh vwe ki thuit dwoc dé cip

Séng ché dé cap dén phuong phap va b kit dé phat hién vi khuén tao ra guaiacol
trong cac nguyén li€u thé cia nudc ép qua.
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

D3 biét ring cic nguyén lidu thd ciia nudc ép qua duge ché bién thanh d6 udng

nude ép qua va thue phdm duoce ché bién tir nwée ép qua c6 thé chira vi khuan ua axit
chiu nhiét (thermotolerant acidophilic bacteria - TAB) 12 loai ¢ thé ton tai trong d6 uéng
c6 tinh axit théng thudng mic di cac thuc phdm nay da duoc khir tring bing nhiét.
Trong s cac vi khuén ua axit chiju nhiét dién hinh, vi khuan thude chi Alicyclobacillus,
Alicyclobacillus acidoterrestris (AAT) va Alicyclobacillus acidiphilus (AAP) duogc biét
12 vi khuén tao ra guaiacol (dudi day duoc goi 1a vi khuén tao ra guaiacol). Cu thé, vi
khudn AAT duogc bdo cdo 13 tao ra guaiacol bing cach sir dung vanilin va axit vanilic
(Japan Fruit Juice Association Newsletter (KAJU KYOKAI HO), thang 12 nam 2005,
cic trang tir 1 dén 15; tai liéu phi sang ché 2). Guaiacol khong ddc, nhung c6 mui bit
thuong. Do d6, cac san phdm nhu db ubng chira vi khuén tao ra guaiacol s& c6 huong vi
bi bién ddi dang ké. Trong nhiéu trudng hop, AAT trong cac nguyén lidu thd ctia nudc
ép quéa duoc xac dinh 14 nguyén nhan chii yéu. Do d6, rit quan trong 12 phai kiém tra sur
c6 mit cia vi khuén tao ra guaiacol trong cac nguyén liéu thd ctia nudc ép qua va cac
san phidm nudc ép qua dé kiém soat chit luong clia cic nguyén lidu thd va cic san pham.

D3 biét rang, AAT c6 thé duoc phat hién bang phuong phap bao gém cac budc:
bd sung db ubng nude ép qua vao méi truong 1ong chira vanilin, o hdn hop nay va danh
gi4d mui ctia guaiacol bang cach kiém tra truc quan (don sang ché Nhat Ban sé H7-
123998; tai liéu sang ché 1); hoic béng phuong phép phat hién su cé mat vi khuén tao
ra guaiacol bao gém budc & dung dich chita mAu xét nghiém véi su c6 mit axit vanilic
va xir Iy guaiacol tao thanh bang peroxidaza dé tao mau sau d6 phan tich dinh luong
dinh tinh ho#c quang phd bang cach st dung thiét bi chuyén dung (don sang ché Nhat
Ban s6 2004-201668; tai liéu sang ché 2); hodc bang cich phat hién bang phuong phép
PCR sir dung doan mdi dic hidu voi gen mé héa enzym tao ra guaiacol (don sang ché
Nhat Ban s6 2003-000259; tai liéu sang ché 3).

K¥ thudt dugce boc 10 trong tai li€u sang ché 2 néu trén dugc st dung rong rai dé

phat hién AAT bang thir nghiém gian tiép dbi v6i su c6 mit ctia AAT bao gém cac budc
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nudi cdy mau trong mdi trudong 10ng chira axit vanilic va phat hién guaiacol dugc tao ra
bing phwong phép peroxidaza.

Tuy nhién, phuong phép peroxidaza 13 quy trinh phirc tap va cin thoi gian dai dé
thu duge két qua do cin phai c6 budc nudi cdy trude thich hop @& AAT sinh trudng trong
mdi truong léng. Vi du, dé phat hién 30 luong AAT trong miu xét nghiém, can tao ra
c4c khuan lac trén méi trudng dia, chon nhiéu hon mot khuén lac va nudi cdy cac khuin
lac tuong tmg trong méi trudng long, day 1a quy trinh phitc tap va can thoi gian tir 4 dén
6 ngay.

Ngoai ra, trong phuong phép peroxidaza, su ¢cé mat hay khong cé mat AAT dugc
xac dinh dua vao mau nau nhat tao thanh do guaiacol bién dbi thanh tetraguaiacol do tac
dong cua peroxidaza; do d6, viéc xéac dinh co thé rat kho khan khi mau 1a nguyén li€u
thd hodc méi trudng cd mau tuong tu nhu nudc cam €p. Nguoi thuc hién viée danh gia
truc quan yéu cau phai c6 k§ ning nhat dinh, do mau bi anh hudng bdi cac nhidu nguyén
lidu thd khac nhau va diéu kién hip khir tring méi trudng. Dé x4c dinh chinh x4c, cin
phai phan tich quang phd véi dudng cong hiéu chuin cho m&i miu xét nghiém va méi
truong hodc phan tich GC-MS, vi thé yéu ciu phai c6 méy phan tich dit tién va quy
trinh phtec tap.

Mot phuong phap d biét khac st dung méi truong rén 13 phwong phép nudi ciy
¢ nhiét do 30°C, trong dé vi khuén tao ra guaiacol dugc phan biét vdi vi khuén khong
tao ra guaiacol dua trén nhiét 46 nudi cdy. Vi dy, miu duoc nudi céy o nhiét 46 30°C,
nhiét 46 nay thdp hon nhiét d6 sinh trudng t8i wu ciia AAT (tir 40°C dén 50°C), va su co
mat hay khong c6 mit khuén lac dugc xac dinh. Do su sinh trudng cua AAT cling bi
giam xuéng khi nudi céy o nhiét d6 30°C, nén dd nhay phét hién d61 véi AAT 1a thép va
vi khudn khong tao ra guaiacol khong mong mudn cé khoang nhiét d6 sinh trudng tbi
wu thip hon ciing s& xut hién. Do d6, budc nudi cdy trude duge yéu ciu trong phuong
phap nubi cdy & nhiét d6 30°C dé cai thién d6 nhay phat hién AAT. Trong truong hop
nay, tat ca cic budc c6 thé mét thoi gian dai tir 8 dén 10 ngay va kha niang chon 14 khong
du. Hon nita, phuong phap nay khong dinh lugng dugc do cin ¢ bude nudi ciy trude.

Ngoai ra, da biét rang cac thanh phin nhu polyphenol duge chira trong cam quyt
va nho c6 thé trc ché sy sinh trudng ctia AAT. Do d6, miu xét nghiém can duge pha
loding thich hop trude khi tién hanh thir nghiém trén cac nguyén liéu thd c6 ndng do

nuéc hoa qua cao nhu 100% nuéc ép qua. Vi du, nude cam &p phai duge pha lodng dén
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ndng do 1% trudce khi thir nghiém. Tuy nhién, yéu t6 pha lodng cin phai duoc xem xét
d6i v&i timg loai nudc ép qua va khu vuc san xudt né, khién cho quy trinh thir nghiém
néu trén phirc tap hon.

Do d6, vAn cin ¢ phuong phép x4c dinh nhanh v chinh x4c sy ¢6 mit hay khong
c6 mit vi khudn tao ra guaiacol trong céc nguyén liéu thé ciia nude ép qua ma khong
yéu cu quy trinh phtic tap, thiét bi dit tién hosic k§ nang ctia ngudi van hanh. Cling cin
c¢6 phwong phap thuén tién cho phép thir nghiém tai noi san xut hoa qua va trong céc
co SO san xuét nguyén liéu thd ctia nude ép qua.

Sau day 14 céc tai lidu vién din trong séng ché. Nbi dung cuda céc tai li€u dugc
dwa vao ban mod ta biang cach vién dan.

Tai liéu sang ché 1: Pon sang ché Nhat Ban s6 H7-123998

Tai liéu sang ché 2: Pon sang ché Nhat Ban s6 2004-201668

Tai liéu sang ché 3: Pon sang ché Nhat Ban sb 2003-000259

Tai liéu phi sang ché 1: "The Unified Test Method for Thermo-Acidophilic
Bacilli", Japan Fruit Juice Association, 2005, trang 25.

Tai lidu phi séng ché 2: Japan Fruit Juice Association Newsletter (KAJU KYOKAI
HO), thang 12 nam 2005, c4c trang tir 1 dén 15.

Ban chit ky thuat cia sang ché

Muc dich clia séng ché 1a dé xuat phuong phép phét hién nhanh va don gian vi
khuén tao ra guaiacol trong méu xét nghiém nhu cac nguyén liéu thé ctia nudc ép qua.

Céc tac gia sang ché phat hién ra ring, vi khuin tao ra guaiacol c6 thé sinh truéng
chon loc va tao thanh khudn lac trén moi trudng rin chtra hop chét co khung
metoxyphenol & khodng néng d6 cu thé. Viée phat hién sy tao thanh khuén lac trén méi
trudong rén cho phép thuén tién phat hién sy c6 mit hay khong c6 mit vi khudn tao ra
guaiacol trong mau kiém tra va dm sb luong khuén lac cho phép thuan tién x4c dinh sb
lwong vi khun tao ra guaiacol trong miu kiém tra.

Sang ché dé xuat phuwong phap phét hién vi khuan tao ra guaiacol trong mau xét
nghiém, bao gém budc nudi ciy miu xét nghiém hoic dich pha loéing trén mai trudng

ran dung cho vi khuéin ua axit chira mdt hodc nhi€u hgp chat c6 cong thic sau:
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OMe
OH

trong dé R 1a -H, -OH, -C(O)H, -C(O)CHs, -COOH, C;-C3 alkyl hoac Ci-Cs
alkenyl, trong d6 alkyl va alkenyl tiy y c6 thé dugc thé bing -OH, -C(O)H hoic -
COOH); va phéat hién khuén lac dugc tao ra trén moi truong ran. Cu thé hon, sang ché
dé xut phuong phap cho phép phat hién va dinh lugng truc tiép vi khuén tao ra guaiacol
ma khéng yéu cau budc nudi cdy trudc hodc budce xir Iy dé phan tich dinh tinh (tao mau
bang phuong phap peroxidaza) duoc yéu ciu trong cic phuong phap thong thuong. Tt
hon néu hop chét nay duoc chon tir nhém bao gdm vanilin, axit vanilic, axit ferulic,
guaiacol, 4-hydroxy-3-metoxyphenylacrylaldehyt, axit 4-hydroxy-3-metoxyphenyl
propionic, rugu 4-hydroxy-3-metoxyphenylmetylic, metoxyhydroquinon, 4-hydroxy-3-
metoxyphenyl axetaldehyt va 4-vinylguaiacol. Hop chét nay 5t hon nita 13 vanilin, axit
vanilic hodc axit ferulic.

Pic biét tot hon 13, mdi trudng ran ding cho vi khuan wa axit chira axit vanilic
v6i lwong 16n hon hodc bang 50ppm, vanilin véi lwong 16n hon hodc bang 500ppm hoic
axit ferulic véi lugng 16n hon hodc bing 25ppm. T6t hon nita 13, méi truong réin ding
cho vi khuin ua axit chira axit vanilic voi lwong nim trong khoang tir 50ppm dén
225ppm, t&t hon nita 13 tir 50ppm dén 75ppm. Tt hon 13, viéc nudi ciy trén dia duoc
thuc hién & nhiét d6 ndm trong khoang tir 20°C dén 55°C, t6t hon 13 tir 30°C dén 45°C,
dic biét tét 1a 30°C (tir 27°C dén 33°C). Trong séng ché, co thé du kién rang nhiét do
c6 su sai khac £10% c6 thé cho hiéu qua tuong tu.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét bd kit phét hién vi khuén tao ra
guaiacol trong mAu xét nghiém chira mdi trudng ran di khir tring ding cho vi khuén ua
axit chira hop chit c6 khung metoxyphenol, cu thé 14 vanilin, axit vanilic hoic axit
ferulic.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché d& xuit méi trudng chon loc ding cho vi
khudn tao ra guaiacol bao gdm mai trudng rén ding cho vi khuin wa axit chira hop chét

¢6 khung metoxyphenol, cu thé 14 b4t ky trong sb vanilin, axit vanilic va axit ferulic.
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Theo sang ché, vi khuin tao ra guaiacol trong cic mau xét nghiém nhu cac
nguyén lidu thé ctia nude ép qua c6 thé duge phat hién nhanh chéng theo cach don gian.
M0 ta chi tiét sang ché

Phuong phép phat hién vi khudn tao ra guaiacol theo sang ché bao gdm céc budc:
nudi ciy mAu xét nghiém hosc dich pha lofing ctia chiing trén dia chira méi trudng rén
dung cho vi khuln wa axit chira hop chit c6 khung metoxyphenol, t6t hon 13 vanilin,
axit vanilic hodc axit ferulic va phat hién khuén lac duogc tao thanh trén dia. Vi khudn
tao ra guaiacol tao ra guaiacol bing cach sir dung vanilin va axit vanilic. P4 béo céo
rang, axit ferulic 1a chat lién quan dén vanilin, nhung khong truc tiép tham gia vao qua
trinh tao ra guaiacol cia AAT. Phuong phap ciia sang ché dwa vao viéc phét hiénra ring
axit vanilic khdng rc ché su sinh trudng cta vi khuan tao ra guaiacol, trong khi né Gc
ché sy sinh trudng ciia vi khuln thude chi Alicyclobacillus ma khong tao ra guaiacol.
Mic dit AAT dugc biét 13 tao ra guaiacol trong mdi trudng chira axit vanilic, 1an ddu tién
trong sang ché phat hién ra ring téc d6 sinh truong cta vi khudn tao ra guaiacol khac
v6i vi khun khéng tao ra guaiacol trén méi trudng rén chira axit vanilic. Theo sang ché,
su sinh truéng cta vi khuin khéng tao ra guaiacol bj kim hdm cho phép vi khuén tao ra
guaiacol sinh truéng wu thé, vi vay vi khuén tao ra guaiacol ¢6 thé dugc phét hién mdt
cach chon loc.

M3u xét nghiém duoc thir nghiém bing phwong phap cia sang ché bao gdm cac
nguyén liéu tho, cac nguyén lidu so ché va cc san pham dd udng va db n, bi nghi ngd
1a chira vi khudn wa axit chiu nhiét. Cu thé hon, né bao gdm cic nguyén liéu tho cia
nudce ép qua cd tinh axit nhu nude cam ép, nude tdo €p va nude cam quyt €p, cac nguyén
lidu so ché ciia ching, nudc ép cO dac cta chiing, dd uéng va dd 3n dugc san xudt tir cac
nguyén li€u thd cia nudc ép qua nay. Vi khuén va axit chiu nhiét khong bi ti€u diét hoan
toan dudi didu kién xtr Iy nhiét thuong dugc st dung trong khir tring dd ubng va dd an,
va ching c6 thé sinh trudng trong céc san pham chita nude ép qua da pha lodng, mic di
ching khéng thé sinh trudng trong nudc ép qua cd dic do sw c6 mit cac chit e ché. Do
d6, cac mAu bat ky c6 thé dugc thir nghiém bing phuong phap ciia sang ché dé kiém
soat chit lugng phu thude vao dac tinh cia cac nguyén li€u thoé va cac san phém cling
nhu hé théng phan phéi. Theo phuong phép ciia sang ché, vi khudn tao ra guaiacol c6
thé dugc phat hién tryc tiép va dinh lugng truc tiép béng cach dém sd Iuong khuén lac

dugc tao ra trén mdi trudng va budce nudi cay trudc hodc bude xir Iy dé ki€ém tra (hi€n
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mau bing phuong phap peroxidaza) duge yéu ciu trong cic phuong phép thong thuong
14 khong can thiét,

MBoi truomg ding cho vi khuin tao ra guaiacol theo sang ché va b kit d& phat
hién vi khun tao ra guaiacol bing cach str dung méi trudng nay khéng yéu ciu st dung
céc thiét bi hodc chat phan tmg dé thyc hién budc nudi cy trude va budc xir Iy dé kiém
tra va s& gop phan dé thir nghiém nhanh va don gian bang bd kit gon nhe.

Vi khun tao ra guaiacol duoc phat hién bing phuong phép ctia sang ché chi yéu
la Alicyclobacillus acidoterrestris (AAT) va Alicyclobacillus acidiphilus (AAP), 1a cac
vi khuén d3 duoc xac dinh. Trong s ching, AAT thuong dugce phét hién trong céc
nguyén liéu thd ctia nudce ép qua, trong khi hiém khi phat hién thdy AAP. Do d6, ¢ kiém
soat chit luong, c6 thé 14 du néu nhu AAT c6 thé dugc phat hién. Tuy nhién, nhu dugc
mo ta dudi diy, phuong phap cia sang ché c6 thé duoc tién hanh dudi didu kién cho
phép chi phét hién AAT hodc dudi didu kién cho phép phat hién ca AAT va AAP bing
cach thay dbi ham lugng axit vanilic trong méi truong. Phuong phap ctia sang ché ciing
c¢6 thé duoc st dung dé phat hién cac vi khudn khéc thude chi Alicyclobacillus c6 thé
tao ra guaiacol. Céc vi khuin nay di duoc mo ta trong mdt sd bao cdo nhung khong
duoc nghién ctru chi tiét. Vi khun thude chi Alicyclobacillus khong tao ra guaiacol ciing
da biét, bao gdm Alicyclobacillus acidocaldarius, Alicyclobacillus pomorum va cac vi
khuén tuong tu.

Phuong phép ctia sang ché c6 thé sir dung méi trudng chon loc, & d6 chi vi khuan
tao ra guaiacol tao thanh khuln lac mot cach chon loc. Méi trudng chon loc 13 méi
truong rin dung cho vi khudn wa axit chita mdt hodc nhiéu hop chit c¢6 khung
metoxyphenol cé cong thirc:

R

OMe
OH
trong d6 R la -H, -OH, -C(O)H, -C(O)CHs, -COOH, C;-Cs alkyl hodc Ci-Cs
alkenyl, trong d6 alkyl va alkenyl tity ¥ c6 thé duoc thé bing -OH, -C(O)H hozc -COOH.
Hop chét ¢6 khung metoxyphenol t&t hon bao gdm vanilin (R=C(O)H), axit
vanilic (R=COOH), axit ferulic (R=CH=CH-COOH), guaiacol (R=H), 4-hydroxy-3-
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metoxy-phenylacrylaldehyt (R=CH=CH-C(O)H), axit 4-hydroxy-3-metoxyphenyl
propionic (R=CH>CH2COOH), rugu 4-hydroxy-3-metoxyphenylmetylic (R=CH.OH),
metoxyhydro-quinon (R=0OH), 4-hydroxy-3-metoxyphenyl axetaldehyt (R=C(O)CHxs)
va 4-vinylguaiacol (R=CH,=CH,). T4t ca cac hop chit nay dugc thong bao 14 duoe tao
ra boi vi sinh vat 1am chét chuyén héa cla axit ferulic.

Dic biét tdt hon 13, hop chét c6 khung metoxyphenol dugc chon tir vanilin, axit
vanilic va axit ferulic. Theo cach khéc, hdn hop ciia hai hoic ba chit gdm vanilin, axit
vanilic va axit ferulic cling c¢6 thé dugc sir dung. Mét trong sd cac mdi trudng thudong
dugc sir dung cho vi khudn ua axit c6 thé duoc sir dung trong sang ché. Mot moi truong
uu tién 14 moi truong YSG (chira dich chiét nAm men, tinh bot hoa tan va glucoza, do
pH tir 3,0 dén 4,0) dé dang mua dugc va di dugc nghién ctru rong rdi. Vanilin, axit
vanilic va axit ferulic dugc ban trén thi truong. Néng dd cta vanilin, axit vanilic hodc
axit ferulic duoc bd sung vao mdi trudng cé thé dugc chon nhu dudi day phu thudc vao
nhu céu phat hién ca AAT va AAP, hay chi cin phat hién AAT,

Khi chi cin phat hién minh AAT 1 du, c6 thé st dung axit vanilic véi luong 16n
hon hodc bing 50ppm. Tét hon néu ndng d6 cua axit vanilic nim trong khoang tir 50
dén 225ppm, t6t hon nita 14 nim trong khoang tir 75 dén 200ppm, t6t hon nita 13 nim
trong khoang tir 100 dén 200ppm. Khi vanilin duoc sir dung, thi ndng d6 ctia né c6 thé
16n hon hodc bing 500ppm, t5t hon 13 nim trong khoang tir 900 dén 1000ppm. Khi axit
ferulic dugc st dung, thi ndng d6 ctia né c¢6 thé nim trong khoang tir 25ppm dén 50ppm,
t6t hon 12 bang 50ppm.

Khi cdn phat hién cd AAT va AAP, cé thé sur dung axit vanilic v&i néng dd ndm
trong khoang tir 50ppm dén 75ppm. Céc phuong phép phét hién théng thuong chi yéu
tap trung vao AAT thudng dugc phét hién trong mau so véi cac vi khudn tao ra guaiacol
khac. Nguoc lai, phuong phap ciia sang ché cho phép phat hién cac vi khuén tao ra
guaiacol khac nhu AAP bing cach lua chon lugng axit vanilic thich hop.

Nong d6 cta céc hop chit chira khung metoxyphenol khic véi vanilin, axit
vanilic va axit ferulic cling c6 thé duoc t6i uvu hoa theo cach twong tu cach duoc mo ta
trong cac vi du dudi day.

MBoi trudmg rén c6 thé dugc chuén bi theo cach théng thudng bing cach bd sung
vao moi truong thach YSG va lugng dinh trudc ciia mot hodc nhiéu hop chét c6 khung

metoxyphenol, khtr trung hdn hop nay va 1am rén thach. Do d6 pH clia méi trudng thép,
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nén moi trudng c6 thé khong duge dong rin di khi né duge hip cing véi thach. Do do,
t6t hon 13 diéu chinh luong thach thich hop hodic khir tring méi truong va thach riéng
biét trudc khi tron chiing véi nhau hodc bd sung axit dé diéu chinh d6 pH sau khi khir
tring hdn hop ctia mdi trudng cé d6 pH gan nhu trung tinh va thach. Mdi trudng rén c6
thé duoc chudn bi trong dia ding cho xét nghiém kinh phét hoic trong binh thét ¢ hoic
chai dé rot.

Theo phuong phap cla sang ché, miu xét nghiém & nguyén dang hoic & dang
pha lodng thich hop duge bd sung vao méi trudng rén va duoc nudi cdy trén dia. Mau
xét nghiém c6 thé dugc pha lodng lién tiép (1, 1/10, 1/100 v.v) d& thuan tién dém khuin
lac. Do vi khuén thudc chi Alicyclobacillus tao ra cac bao tir, nén t6t hon 12 mau xét
nghiém duoc xir Iy sdc nhiét véi vide xir Iy nhiét & nhiét d6 bing 70°C trong thoi gian
20 phit trude khi bd sung vio mdi truong dé hoat héa té bao vi khuin. Khi viéc phat
hién dugc tién hanh béng phuong phép rét, mau xét nghiém dugc bd sung va dugc tron
véi méi truong thach da tan chay va hén hop dugc chuyén sang dia dé dong ran. Khi
viéc phat hién duoc thuc hién bang phuong phép phét, mau xét nghiém cé thé duoc phét
1én trén méi trudng rin trong dia. Khi viéc phat hién duogc tién hanh bing b6 loc mang,
thi mAu xét nghiém duoc loc qua bd loc mang va thiét bi loc duoc dit trén mdi trudong
rén trong dia.

Viéc nudi céy ¢6 thé duoc thuc hién & nhiét d6 bat ky trong khoang nhiét d6 sinh
trudng cua vi khudn tao ra guaiacol (tir 20°C dén 55°C). Tuy nhién, dé cai thién tinh
chon loc ddi véi vi khudn khong tao ra guaiacol, vi€éc nudi céy duogc tién hanh & nhiét
do6 50°C hoac thép hon, tdt hon nita 1a & nhiét d6 45°C hoic thép hon, tdt hon nita 13 &
nhiét d6 40°C hodc thép hon, dic biét tdt hon néu nhiét d6 bing 30°C (tir 27°C dén
33°C). Theo sang ché, nhiét do c6 su sai khac +10% s& cho hiéu qua tuong tu. Theo
sdng ché, bat ngd phat hién ra rﬁng, dd nhay phét hién vi khuén tao ra guaiacol dugc cai
thién dang ké bang cach bd sung axit vanilic vao mdi truong rin. Vi du, dd quan sat thiy
ring, ) luong khuén lac thu duoc giéng nhau khi AAT dugc nudi céy 0 nhiét d6 30°C
trong thdi gian 5 ngay va & nhiét d6 45°C trong thoi gian 3 ngdy trén méi truong rin
gidng nhau chtra axit vanilic ndng d6 75ppm. Piéu nay c6 nghia 13 phuong phap ciia
sang ché cho phép dinh lugng chinh xac AAT trong khodng nhiét do thap hon nhiét do
sinh trudng t6i uu cia AAT. Do d6, phuong phép clia sing ché cai thién dang ké d6 nhay

phét hién va 14 phuong phap cai tién cho phép khong chi loai bd dwoc budc nudi cdy
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trude, ma con dinh lugng mot cach chinh x4c, nhanh chéng va thuén tién hon. Hon nita,
vi khuin khéng mong mudn khong duoc phat hién do nhiét do thip va sy c6 mit axit
vanilic. Két qua twong tw quan sat duoc khi st dung vanilin hogc axit ferulic thay vi axit
vanilic.

Su c6 mat hodc khong cé mat vi khun tao ra guaiacol trong mau xét nghiém c6
thé dugc x4c dinh bing cach dénh gid tryc quan khudn lac sau khi nudi cdy trong khoang
thoi gian dinh trude, vi du tir 3 dén 5 ngay. S& luong té bao vi khuin trong mau xét
nghiém c6 thé duoc tinh mét cach dé dang béng cach dém sb luogng khuén lac va ty 1&
pha logng ciia miu xét nghiém. Theo sang ché, két qua dinh luong chinh x4c c6 thé
thuén tién thu duoc ma khong yéu cau cac thiét bi chuyén dung hosc chuyén gia trong
linh vuec.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét bo kit phat hién vi khuén tao ra guaiacol
trong mau xét nghiém. Bo kit nay bao gdm it nhit méi truong rén ding cho vi khuén ua
axit bao gdm m6t hoic nhiéu hop chét c6 khung metoxyphenol ¢ cong thic sau:

R

OMe
OH

trong d6 R 1a -H, -OH, -C(O)H, -C(O)CHs, -COOH, C;-Cs alkyl hodc Ci-Cs
alkenyl, trong d6 alkyl va alkenyl tuy y c6 thé duoc thé bang -OH, -C(O)H hoic -COOH.
Mbi trudng rén ding cho vi khudn ua axit c6 thé duoc cung cdp & dang da khu tring
trong dia hodc binh thét ¢b hodc chai dé rét. Bo kit dwoc st dung trong phuong phap
nay bao gém bd loc mang cé thé con bao gém bd loc mang va thiét bi loc. Bo kit nay
con c6 thé bao gdm dia dé chudn bi pha lodng lién tiép, vi khuin tao ra guaiacol d6i
ching duong va huéng dan sir dung.

Nbi dung ctia cac sang ché va céc tai liéu tham chiéu dugce dua vao ban mo ta
nay bang cach vién din.
Vi du thwe hi¢n sang ché

Sau day, sang ché dugc mo ta chi tiét thém bang cac vi du, cac vi du nay khong
nhim gi6i han pham vi clia sang ché.

Vidul

MBoi trudng thach YSG chua vanilin, axit vanilic hodc axit ferulic dugc st dung
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dé nghién ctru sy tao thanh khuén lac ciia vi khuén wa axit chiu nhiét (TAB). 4 chung vi
khuén dugc s dung 1a A. acidoterrestris ATCC49025, A. acidiphilus JCM21417, A.
acidocaldarius ATCC27009 va A. pomorum JCM21459. Trong sb cic chung nay, A.
acidoterrestris ATCC49025 va A. acidiphilus JCM21417 dugc bao cdo 1a ching vi
khuén tao ra guaiacol.

Moi truong YSG (Merck K.K., YGS Agar; 20,0g) va axit vanilic (Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.; tir 0 dén 250mg) duoc hoa tan trong 1000g nudce bang cach
gia nhiét va hép khir triing (nhiét do 121°C va 15 phut). Sau khi 1dm ngudi xudng nhiét
d6 khoang 50°C, @ pH dugc diéu chinh dén 3,7 bang axit sulfuric 10% va méi trudong
dia dugc chuén bi.

Thé huyén phi cta céc chung vi khudn tuong tmg duoc xu ly sbc nhiét & nhiét
d6 70°C trong thoi gian 20 phut. Thé huyén phi ctia vi khudn dugc pha lodng lién tiép
bang dung dich mudi dém phosphat dén 10> CFU/ml va 100 uL tr dich pha logng dugc
phét 1én c4c dia dé nudi cdy. Viéc nudi cdy duoc thuce hién & nhiét d6 45°C trong thoi
gian 3 ngdy trudc khi danh gia truc quan khuén lac tao thanh.

Khi b6 sung axit vanilic ndng d6 75ppm, thi phat hién c6 khuin lac cua hai chung
vi khuin tao ra guaiacol v6i cling mitc d6 hoc cao hon trong méi trudng khéng chira
axit vanilic, trong khi khong phét hién thiy khuan lac ctia hai chiing con lai. Khi bd sung
axit vanilic ndng d6 100ppm, thi phat hién thiy c6 khudn lac cta 4. acidoterrestris
ATCC49025 véi cing mirc d6 hodc cao hon trong moi trudng khéng chira axit vanilic,
trong khi khong phat hién thiy khudn lac ctia ba ching vi khuén con lai. Khi sit dung
axit vanilic néng do ndm trong khoang tir 150ppm dén 200ppm, thi phét hién thy c6 4.
acidoterrestris ATCC49025 & cung mirc d§ nhu trong moéi truong khéng chira axit
vanilic. D nhay phat hién ctia AAT thip hon trong truong hop mdi trudng chira axit
vanilic ndng d6 225ppm va khong phét hién thiy khuan lac trong truong hop méi trudong
chira axit vanilic néng d¢ 16n hon hoic bing 250ppm.

Céc thi nghiém tuong tu duge thuc hién bang cach thay thé axit vanilic bing
vanilin hoic axit ferulic. Khi méi trudng khdéng déng rin dé dang, thi lwong thach s&
duoc didu chinh mét cach thich hop. Két qua cta vi du 1 dugc tém tit trong cac bang

duéi day.
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Vidu?2

Anh huéng cta nhiét d6 nuéi cdy lén muc do phét hién khudn lac cia A.
acidoterrestris ATCC49025 duoc nghién ctru bang cach sir dung mdi truong thach YSG
chtra vanilin, axit vanilic hodc axit ferulic. Mdi truong rin dugc chudn bi theo cach
tuong tw nhu trong vi du 1 bing cch bd sung axit vanilic ndng d6 75ppm vao moi
truong YSG. Cac thé huyén phu chita ciing s6 lugng té bao vi khuén 4. acidoterrestris
ATCC49025 dugc phét én dia va nudi ciy & nhiét d6 45°C hodic 30°C. Mbi truong YSG
khéng chira co chit bat ky dwoc sir dung 1am ddi chung.

Sé luong khuan lac sau khi nuéi céy ¢ nhiét dd 45°C trong thoi gian 3 ngay va &
nhiét d6 30°C trong thoi gian 5 ngay dugc thé hién trong bang sau. Cac gié tri duoc thé
hién la cac gia tri tuong dbi cta sb lwong khudn lac thu duoc sau khi nudi céy O nhiét
d6 45°C trong thoi gian 3 ngdy trong méi trudng YSG khong chira co chét bat ky duoc
xem la bang 100.

Bang 2

45°C, 3 ngay | 30°C, 5 ngay
Khong chira co chat 100 21
Axit vanilic ndng d6 75ppm 183 186

Khi moi trudng YSG khong chira co chit bt ky duoc sir dung, thi viée nudi cdy
& nhiét d6 30°C trong thoi gian 5 ngdy c6 thé tao ra khuén lac c6 thé phat hién it hon
khi nudi cay & nhiét d6 45°C trong thoi gian 3 ngdy, cho thy ring cin c6 bude nudi chy
trudc trong phuong phap nudi cdy & nhiét do 30°C.

Mit khéc, khi bb sung axit vanilic ndng @6 75ppm, thi phat hién thiy nhiéu khuén
lac & nhiét d6 45°C hon méi trudng khéng chira co chit bat ky. Piéu nay goi y rang,
viéc bd sung axit vanilic tao diéu kién thuén lgi cho viéc tao thanh khuén lac A.
acidoterrestris ATCC49025 va cdi thién d0 nhay phat hién. PJ nhay phat hién ciing duoc
ci thién khi sir dung axit vanilic ndng d§ 50ppm, vanilin ndng d6 750ppm hodc axit
ferulic ndng d6 25ppm thay vi axit vanilic ndng d6 75ppm.

Khi bd sung axit vanilic néng do 75ppm, thi hau hét s6 khuén lac duoc phéat hién
khi nuéi ciy & nhiét d6 30°C trong thoi gian 5 ngay va & nhiét d6 45°C trong thoi gian

3 ngay 1a nhu nhau. Két hop voi két qua trong vi du 1. Chimg to rdng sy c6 mit axit
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vanilic trc ché sy sinh truéng ctia vi khudn khong tao ra guaiacol. Két qua nay cho thy
réng, vi khuén tao ra guaiacol c6 thé dugc phét hién véi dd dac hiéu va d6 nhay cao khi
mau xét nghiém duoc nudi ciy trong moi tredong chira axit vanilic & nhiét d6 30°C.

Kha ning ing dung trong cong nghiép

Séng ché 1a hitu dung trong viéc kiém sodt chét lugng thue phdm va dd udng va
c4c nguyén liéu thd san xuét ching. Sang ché cho phép phat hién truc tiép cling nhu
dinh lwong tryc tiép vi khudn tao ra guaiacol ma khong can budc nubdi cdy trudc hoic
bude xtr Iy dé kiém tra (hién mau bang phwong phap peroxidaza), vi vy c6 thé giam
dang ké thoi gian va chi phi dé phét hién vi khudn ma c6 thé 1am giam chét luong san
pham. Bb kit d& phat hién vi khudn tao ra guaiacol theo sang ché c6 kha ning ap dung
cong nghiép do né ¢6 kich thude nhé va thuan tién, khong can thiét bi va chat phan tmg

cho budc nudi cay trudc va bude xir Iy dé kiém tra va cho phép phat hién nhanh chéng.
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YREU CAUBAO HQ

1. Phuong phép phét hién vi khuin tao ra guaiacol trong mau xét nghiém bao gdm céc
budce:

nudi cdy mau xét nghiém hoic dich pha logng cia ching trén moi truong rin
diing cho vi khudn wa axit, mdi trwong nay chira axit vanilic v6i lugng ndm trong khodng
tlr 5S0ppm dén 225ppm, vanilin v6i lwong nim trong khoang tir 500ppm dén 1000ppm
hoic axit ferulic v6i luong nim trong khoang tir 25ppm dén 50ppm; va

phat hién khuin lac dugc tao ra trén mdi trudng rin nay.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 méi trudng ran ding cho vi khuln ua axit chira
axit vanilic v&i lwong nim trong khoang tir 50ppm dén 225ppm.
3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 méi trwdng rin ding cho vi khudn wa axit chira
axit vanilic v6i lwong nim trong khoang tir 50ppm dén 75ppm.
4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 budc nudi cdy duge thuc hién & nhiét d6 ndm
trong khoang tir 20°C dén 55°C.
5. Phuong phap theo diém 4, trong d6 budc nudi cdy dwoc thue hién & nhiét d6 nim
trong khoang tir 27°C dén 33°C.
6. Phuong phap theo diém 1, trong d6 vi khudn tao ra guaiacol 13 vi khudn ua axit chiu
nhiét (TAB).
7. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi khudn tao ra guaiacol 1a vi khuin thudc chi
Alicyclobacillus.
8. Phuong phép theo diém 1, trong d6 vi khudn tao ra guaiacol 1& Alicyclobacillus

acidoterrestris va/hodc Alicyclobacillus acidiphilus.
9. Phuong phéap theo diém 1, trong d6 mau xét nghiém bao gdm nudc qua ép.

10. Phuong phép theo diém 1, trong d6 méi trudng c6 do pH nam trong khoang tir 3,0
dén 4,0.

11. Phuong phap theo diém 1, trong d6 méi trudng ran ding cho vi khuén va axit chia
axit vanilic v6i luong nim trong khoang tir 50ppm dén 75ppm hodc vanilin véi lwong

nam trong khoang tir 500ppm dén 900ppm.

-15-





