Théng tin khoa hoc céng nghé

DPANH GIA MOT SO YEU TO ANH HUONG PEN QUA TRINH
TAO PROBIOTICS TU Bacillus clausii DANG BAO TU

VU HOANG GIANG ’, PAO NGUYEN MANH ., NGUYEN THI THU THUY

1. PAT VAN PE

Probiotics 14 cac vi sinh vét c6 loi, séng trong dng tiéu hoa ciia ngudi, thuong
1a céc vi khuan, cic probiotic khong chi gitp hd trg tt cho tiéu hoa va hap thu thirc
an, phong chéng loan khuin duong rudt ma con tdt cho hé théng mién dich cua co
thé va tham chi n6 con gitp lam giam hay ngan ngira ung thu duong rudt [1, 2]. Mot
s6 loi khuan duoc ung dung lam probiotics hién nay nhu Bifidobacterium,
Lactobacillus hay khuan Bacillus [3].

O Viét Nam, mot trong cac ché pham probiotic dugc ing dung nhiéu c6 nguon
gbc tir vi khuan Bacillus clausii (B. clausii), nhat 1a tir dang bao tir ciia vi khudn nay
dang dugc quan tdm nhiéu do ching c6 thé vuot qua méi truong axit cua dich da day
dé dén duoc rudt voi ty 1é séng cao, ngoai ra chiing ¢ thé chdng lai cac vi khuan co
hai khi di vao co thé. B. clausii c6 kha nang hinh thanh bao tir, dé sir dung, chong
chiu tot véi cac diéu kién bét loi, c6 kha ning san xuit sd lwong 1on protein,
enzyme, hop chat 'khang khuan, vitamin va carotenoid trong chudi thirc &n. Bén canh
do, B. clausii rat 6n dinh trong qua trinh san xut tao san pham, ngoai ra chung ciing
c6 tiém ning trong tri liéu sinh hoc v6i kha nang tuong tac v6i moi truong bén trong
cua vat chu bang cach san xuat nhiéu loai peptide trc ché cac nhom gay hai [4]. Tuy
nhién trén thue té, viée san xuét probiotic dang bao tur cia B. clausii gap nhiéu kho
khan do viéc nghién ctru diéu kién nudi cdy B. clausii con it dugc quan tim nhu can
phai diéu chinh cic gia tri nhiét 4o, do pH, d6 thong khi ¢ giai doan nao trong qua
trinh 1én men dé thu duoc lugng bao tir tot nhat. Noi dung bai bao trinh bay quy
trinh san xuét probiotic B. clausii dang bao tir voi mot s diéu chinh cac diéu kién
nhu nhiét d6 1én men, pH moi truong, d6 thong khi, thoi gian 1én men va nhiét do
gay sbc nhiét trong diéu kién phong thi nghiém dé thu duoc lugng bao tir cao nht.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vit liéu

Chung B. clausii do cong ty TNHH Coéng ngh¢ Vi sinh Viét Bic Thinh cung
cap Théng tin chung gidng: Nhu cau oxi: hiéu khi; chung gidng dat an toan sinh hoc
cap L.

Mbi truong nhan gidng va hoat hoa MPA (g/1): pepton 10; cao thit 5; NaCl 5;
agar 18; nudc cat 1000ml. Moi trudong 1én men (g/1): pepton 10; cao thit 5; NaCl 5;
glucose 10; nude cat 1000ml.

2.2. Phuwong phap nghién ciru

2.2.1. Hoat héa giong B. clausii

Chung B. clausii tir dng thach nghiéng duoc hoat hoa trong méi truong long
sau qua trinh khtr tring & 121°C trong vong 15 phat, dé ngudi dén nhiét d6 30°C,
nudi lic & 30°C, 150 vong/phut trong thdi gian 24 gid, duge st dung lam giéng dé
bd sung vao mdi trudng 1én men [5].
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2.2.2. Nghién civu cdc yéu té anh hwéng dén qud trinh Ién men tao sinh khoi

Méi truong 1én men dugce khr trung ¢ 121°C trong 15 phit. DPé ngudi, céy
gidng da duoc chuan bi theo phuong phap ¢ muc 2.2.1 voi ty 1€ b6 sung 1a 5% dé
nghién ctru cac yéu t6 anh huong dén qua trinh tao sinh khdi: Anh hudéng cua thoi
gian duoc xac dinh & cac thoi diém 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48 va 64 gid; anh hudng
cua téc do lic dén qua trinh tao sinh khéi O ba téc do 100, 150 va 200 vong/phut;
anh huong cua pH dich 1én men ban dau dén qua trinh tao sinh khéi ¢ cac pH 14 6, 7,
8,9, 10, 11. Cac mau thu duoc ly tam tde do 8000 vong/phut trong 15 phut, loai bo
dich thu sinh khéi. Sinh khéi duoc rira lai ba 1an bing nuéc mudi sinh 1y 0,9%, sau
mdi 1an ria lai ly tim téc d6 8000 vong/phut trong 15 phut, sinh khdi uét s& dugc
xéac dinh khdi luong bang phuong phap cén [6]. Cac thi nghiém déu duoc lap lai 3
14n trong mot 1an thi nghiém va sau 3 1an 1én men.

2.2.3. Phuong phAp thii kiém tra dé sach, d an toan ciia ché phim probiotic

ISO 4832:2006, ISO16649-2:2001, ISO 7937:2004, ISO 6888-1:1999, AOAC
2015.01.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Anh huéng cia thoi gian dén qua trinh tao sinh khdi ciia chiing B.
clausii

Thoi gian 1a mot trong cac yéu t anh huong 16n dén qua trinh tao sinh khdi,
néu thu hoi sém lugng sinh khoi chua dat dén trang thai can bang, t€ bao ¢ trang thai
non anh hudng dén su tao thanh bao tr. Két qua danh gid anh huong cua thoi gian
dén qua trinh tao sinh khoi cua chung B. clausii dugc trinh bay trong hinh 1.
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Hinh 1. Anh hudng cua thoi gian dén qua trinh 1én men tao sinh khéi cta B. clausii

Két qua & hinh 1 cho thay, lugng sinh khdi thu dugc ting dan theo thoi gian,
giai doan sinh khéi ting truong manh nhat 13 trong khoang tir gid thir 12 dén gio thu
24 sau khi tiép giéng, ddy 14 pha log cta té bao vi khuan. Tiép dén sinh khdi c6 xu
huéng ting cham lai day 13 giai doan cin bang va 6n dinh kéo dai tir thoi gian 24 gio
dén 48 gio. Tai thoi diém 48 gio sinh khdi w6t thu duoc 13 cao nhét dat 0,62g/100ml
dich 1én men, sau d6 luong sinh khéi c6 xu huéng giam do sé lwong té bao sinh ra it
hon luong t& bao chét di, cac té bao chét di xay ra hién twong tu thuy phan, do dé
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lugng sinh khoi gidgm. Nhu vy & thoi diém 48 gio, thich hop nhét cho thu hoi té bao
va cho lugng sinh khoi 16n nhét. K&t qua nay cling twong dong vdi nghién ciru cua
Zh@-Min Zhao va cong su (2019), thoi gian 1én men dé dat dugc s6 luong t€ bao cao
nhat doi véi ching B. subtilis 1a 48 gid [7].

3.2. Anh huéng cia téc dd lic dén qua trinh tao sinh khéi cia chiing B.

clausii
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Hinh 2. Anh hudng cua toc d6 lic dén qua trinh 1én men tao sinh khéi
cua chung B. clausii

Két qua & hinh 2 cho thay, véi toc do lic tang thi lvong sinh khéi va lwong tao
bao tur cua B. clausii cliing tang, luong sinh khéi dang bao tir dat gia tri cao nhat nhit
trong thi nghiém nay 1a ¢ toc do lic 200 vong/phut (kh01 lwong sinh khéi w6t dat 1,7
g/100ml dich 1én men). D tién nghién citu ¢ cac diéu kién lic cao hon 250, 300
vong/phut nhung lugng sinh khéi thu duoc khong cao hon so véi lac o 200
vong/phut (sb liéu khong cong bd). Jiafu Huang va cong su nghién ctru vé diéu kién
t61 wu dé nudi cay chung B. megaterium cho biét, thoi gian tdi wu dé thu chung la
sau 24 gio, pH t6i wu 1a 7,4 toc do lac 1a 200 vong/phut [8].

3.3. Anh hudng ciia nhiét do dén qua trinh tao sinh khéi ciia chiing B. clausii
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Hinh 3. Anh huong ctia nhiét d6 dén qué trinh 1én men tao sinh khéi ctia B. clausii
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Két qua thé hién ¢ hinh 3 cho thdy khéi luong sinh khéi cta B. clausii thu
duoc sau khi 1én men tdc do 1ac 200 vong/phut, nhiét ¢ 30°C cho khéi lugng sinh
khdi thu dugc 2,02g sinh khdi w6t/100 ml dich 1én men. Két qua nay cao hon khi 1én
men & nhiét do 25°C (1,48g) va nhiét do 37°C (1 68g). Nhu vay c6 thé chon nhiét do
30°C d& str dung cho cac nghién ciu tiép theo. Két qua nghién ctru cua chung toi phu
hop vé6i nghién ctru cta L. Korsten va cong su (1996), nhiét d6 tdi wu dé nudi ciy
chung B. subtilis B246 trong khoang 30-37°C [9].

3.4. Anh huéng ciia pH méi trudng téi qua trinh 1én men thu sinh khéi B.

clausii
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Hinh 4. Anh hudng ctia pH mai truong t6i qua trinh 1én men cta ching B. clausii

Két qua thé hién trén hinh 4, yéu té pH moi truong 1én men ban déu di c6 anh
huéng manh dén qua trinh sinh truéng va phat trién ctua chung v6i pH phat trién tir
5,0-9,0, thich hop nhit tai pH méi trudng ban dau 1a 8,0 véi lugng sinh khdi thu
duoc sau qua trinh 1én men dat 2,34 g sinh khdi u6t/100ml dich Ién men. Nhu vay
gia tri pH 8,0 dugc sir dung cho cc nghién ctru tiép theo. Két qua nghién ctru nay
cling tuong ddng voi nghién cua cua Ha-Young va cong su véi pH tdi uu 1a 8 dé
nuoi cay B. pumilus JB-1 cho 1én men ddu nanh [10].

3.5. Anh huéng ciia nhiét do dén lwong bao tir B. clausii sau qua trinh xir
ly nhiét

1.8
2
b= 1,6
25
fﬂg 1.4 T
g. Z
= 1,2
3
=
M 1 T T T T T

65 7 75 0 85 90
Nhiét d6 (°C)

Hinh 5. Anh huong ctia nhiét do xtr Iy dén sy hinh thanh bao tir B. clausii
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Két qua & hinh 5 cho thay, khi séc nhiét & 65-80°C trong 20 phut, lrong bao tir
thu duoc tang dan va dat gia tri cao nhét 1a 1,63 g & nhi¢t do 80°C. Khi nang nhiét do
gay soc 1én 85-90°C thi lugng sinh khéi giam. Nhu vay, nhiét do gy sc nhiét dé
thu luong bao tir B. clausii 16n nhat 13 80°C. Nghién ctru cua Jae-Hyung Mah va
cong su (2015), nhiét do gay sbc toi vu dbi véi chung B. coagulans tir 60-80°C va
thoi gian 10-30 phut [11].

3.6. San xuét ché pham probiotic quy md phong thi nghiém

Chung t6i tién hanh san xuat ché pham probiotic tir B. clausii trén thiét bi 1én
men 5 lit theo cac diéu kién thu duogc vé thoi gian 1€én men, tdc do lac, nhiét do, pH
va nhiét do gay sb¢ nhi¢t nhu da nghién ctru & trén. Két qua lén men trén binh 5 lit
sau 3 1an da thu duoc luong sinh khdi trung binh dat 2,30 g/100ml dich Ién men, khi
so sanh véi khi 1én men trong diéu kién chua thich hop dat 1,48 g/100 ml dich 1én
men, khdi luong sinh khéi d3 tang 1,55 1an. Bao tir thu duoc tién hanh phdi ché voi
voi ndng do bao tir dat 1x10° CFU/ml ¢6 trang thai cam quan: Dang hdn dich 1ong,
sanh, déng nhat, mau tréng duc, khong léng can, c6 mui dac trung, khong vi.

’ Két qua nghién ctru ciia chung toi tuong dong v6i mot sb nghién ctru di cong
bo trudc day trén chung Bacillus spp. SO lugng bao tir thu dugc trong nghién ctru
clia Cayuela va cong su (1993) 1a 1,0x10° CFU/ml va cua Chen (2010) 1a 1,56x10"
CFU/ml d6i voi B. subtilis; con nghién ciru cua Tseng va cong sur (2008) la 3,82x10°
CFU/ml d6i v6i chung B. amyloliquefaciens B128 [12, 13, 14].

3.7. Két qua kiém nghiém do an toan ciia ché phim
Két qua phan tich cac chi ti€u hoa 1y va vi sinh vat dugc thé hién & bang 1.

Bang 1. Cac chi tiéu hoa 1y va vi sinh vét ctia ché pham probiotic

STT Chi tiéu Ponvi | Phwong phap thir Két qua
1 Coliforms CFU/ml | ISO 4832:2006 Khong co
2 | Nam tong s6 CFU/ml | ISO16649-2:2001 Khong c6
3 | Cl.perfrigens CFU/ml | ISO 7937:2004 Khong co
4 | Staphylococci CFU/ml | ISO 6888-1:1999 Khong co
5 | Samonella spp. | CFU/ml | ISO 6579-1:2017 Khong phat hién
6 | Ham luong Pb | mg/kg AOAC 2015.01 Khong phéat hién
7 | Ham lugng Cd | mg/kg AOAC 2015.01 Khong phat hién
8 | Ham luong As | mg/kg AOAC 2015.01 Khong phéat hién
9 | Ham luong Hg | mg/kg AOAC 2015.01 Khoéng phat hién

Két qua trong bang 1 cho thdy, cac chi tiéu vé gidi han cac kim loai ndng va vi
sinh vét déu dat tiéu chuan vé an toan thuc pham theo quy dinh ctua Bo Y té [15].
Ché pham dat tiéu chuan an toan thuc pham.
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4. KET LUAN

- Ba danh gia dugc anh huong cia cac diéu kién lén men dén qua trinh san

xuat ché pham probiotics B. clausii bao tir trong phong thi nghiém, véi cac diéu kién
khao sat phu hop: thoi gian 1én men 48 gio, nhi¢t do 1én men 30°C; pH moi truong
ban déu 8, toe d6 lic 200 vong/phut, nhiét d gy sdc nhiét 80°C.

- Pa phdi ché thanh céng ché pham probiotic dang bao tir v6i luong bao tir B.

clausii 1x10° CFU/ml. Cac chi tiéu kiém nghiém san phim déu ndm trong gi6i han
cho phép theo quy dinh ciia B§ Y té.
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