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TÓM TẮT 
Vi khuẩn ưa muối và ưa kiềm sinh enzyme protease có vai trò quan trọng trong công nghiệp 

thực phẩm như sử dụng để sản xuất nước mắm ngắn ngày. Trong thí nghiệm này, 449 chủng vi 
khuẩn ưa kiềm đã được phân lập từ 56 mẫu nước và mẫu bùn từ các vùng ven biển, trong đó có 190 
chủng sinh protease. Ba chủng 2.2, 2.20 và 18.2 có khả năng sinh tổng hợp protease cao, đặc biệt là 
chủng 2.2 có khả năng sinh trưởng tốt ở nồng độ muối 3-4% và khả năng sinh tổng hợp protease cao 
nhất. Kết quả nghiên cứu đặc điểm của enzyme protease của chủng 2.2 cho thấy protease của chủng 
này có nhiệt độ tối thích 45oC, pH tối thích là 8 và enzyme này vẫn có khả năng xúc tác ở nhiệt độ và 
pH cao hơn. Đặc điểm này phù hợp để sử dụng trong sản xuất nước mắm ngắn ngày. Ba chủng 2.2, 
2.20, 18.2 được sử dụng để đánh giá khả năng thuỷ phân cá. Kết quả cho thấy sau 15 ngày lên men, 
hàm lượng nitơ tổng số của dịch cá có bổ sung dịch nuôi cấy các chủng này cao hơn so với mẫu đối 
chứng, đặc biệt mẫu bổ sung chủng 2.2 cho kết quả gần gấp đôi so với mẫu đối chứng. Đánh giá cảm 
quan cũng cho thấy dịch cá cũng trong hơn và ít tanh hơn so với mẫu đối chứng. 

Từ khoá: Nước mắm, protease, vi khuẩn ưa muối, vi khuẩn ưa kiềm.  

SUMMARY 
Halophilic and alkaliphilic bacteria producing protease have potential applications in food 

industry such as acceleration of fish sauce fermentation. In this study,  449 alkaliphilic strains were 
isolated from 56 samples collected from coast line, of which 190 strains produced protease. Three 
strains 2.2, 2.20 and 18.2 exhibit high protease activity, especially strain 2.2 showed highest protease 
activity and optimally grew in 3-4% NaCl medium. Protease produced by strain 2.2 optimally activated 
at pH 8, 45oC and 3% NaCl. These properties are useful for accelerating the fermention process during 
fish sauce production. Three strains 2.2, 2.20, 18.2 were used to examine their ability to hydrolyze fish. 
The result showed that after 15 days of hydrolysis, the total nitrogen concentration in fish fluid added 
with these strains was higher than control samples, especially samples added with strain 2.2 gave a 
nitrogen content nearly twice as much as controls. Moreover, the fish fluid of samples added starter 
cultures from these strains was also shown to be more clear and less stinking than controls in 
sensory research. 

Key words: Alkaliphilic bacteria, fish sauce, Halophilic bacteria, protease.   
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1. §ÆT VÊN §Ò 
N−íc m¾m, s¶n phÈm tõ c¸ lªn men, 

®−îc sö dông réng r·i ë nhiÒu n−íc ch©u ¸, 

®Æc biÖt lμ ë c¸c n−íc §«ng ¸ vμ §«ng Nam 

¸ nh− NhËt B¶n, Trung Quèc, Th¸i Lan vμ 
ViÖt Nam (Park & cs., 2001; Sinsuwan & cs., 
2008). N−íc m¾m lμ s¶n phÈm giμu dinh 
d−ìng, cã hμm l−îng acid amin vμ acid bÐo 
ch−a b·o hoμ cao nªn rÊt cã Ých ®èi víi søc 
kháe con ng−êi (Dincer & cs., 2010). Ngoμi 
ra, nghiªn cøu gÇn ®©y chØ ra r»ng n−íc 
m¾m cßn cã ho¹t tÝnh chèng oxy ho¸ 

(Aoshima vμ Ooshima, 2009). ë ViÖt Nam, 
n−íc m¾m lμ s¶n phÈm truyÒn thèng, ®−îc 
s¶n xuÊt tõ l©u ®êi. Ngμy nay, n−íc m¾m 
kh«ng chØ ®−îc s¶n xuÊt ®Ó ®¸p øng nhu cÇu 
tiªu dïng ë trong n−íc mμ cßn ®−îc xuÊt 
khÈu sang nhiÒu n−íc trªn thÕ giíi.  

N−íc m¾m s¶n xuÊt theo ph−¬ng ph¸p 
lªn men truyÒn thèng th−êng mÊt nhiÒu thêi 
gian nªn rÊt khã ®¸p øng nhu cÇu sö dông 
ngμy cμng lín trªn thÞ tr−êng. V× vËy, ®Ó ®¸p 
øng nhu cÇu sö dông n−íc m¾m ngμy cμng 
t¨ng cÇn rót ng¾n qu¸ tr×nh lªn men c¸. Qu¸ 
tr×nh nμy cã thÓ rót ng¾n b»ng c¸ch ®iÒu 
chØnh pH, nång ®é muèi vμ nhiÖt ®é. Sù ®iÒu 
chØnh nμy víi môc ®Ých tèi −u ho¸ sù sinh 
enzyme protease cña vi khuÈn trong ruét c¸ 
(Yongsawatdigul & cs., 2007). Mét c¸ch kh¸c 
®Ó rót ng¾n qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n−íc m¾m lμ 
bæ sung vi khuÈn ®Ó lμm t¨ng tèc ®é lªn 
men. Siringan & cs. (2006) ®· bæ sung chÝnh 
vi sinh vËt lªn men ë c¸ ®Ó rót ng¾n qu¸ 
tr×nh lªn men. Tuy nhiªn, ho¹t tÝnh cña 
enzyme protease cña nh÷ng vi khuÈn nμy bÞ 
gi¶m dÇn trong qu¸ tr×nh lªn men do hμm 
l−îng muèi cao. Do vËy, sö dông vi sinh vËt 
chÞu mÆn sinh protease cã thÓ kh¾c phôc 
®−îc nh−îc ®iÓm nμy.  

KÕt qu¶ nghiªn cøu gÇn ®©y cho thÊy, sù 
bæ sung vi khuÈn sinh protease chÞu mÆn ®· 
rót ng¾n qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n−íc m¾m mμ vÉn 
gi÷ ®−îc chÊt l−îng n−íc m¾m (Yongsawatdigul 
& cs., 2007; Akolkar & cs., 2010).  

§©y lμ mét h−íng cã thÓ gióp thóc ®Èy 
ngμnh c«ng nghiÖp s¶n xuÊt n−íc m¾m ë 
n−íc ta, n¬i cã bê biÓn dμi nªn nguån vi sinh 
vËt biÓn rÊt phong phó. §ã lμ nguån ph©n 
lËp c¸c vi khuÈn chÞu mÆn sinh protease cã 
thÓ øng dông trong rót ng¾n qu¸ tr×nh s¶n 
xuÊt n−íc m¾m. Nghiªn cøu nμy ®· tiÕn 
hμnh ph©n lËp vμ tuyÓn chän c¸c chñng vi 
sinh vËt sinh protease chÞu mÆn, chÞu kiÒm 
tõ c¸c mÉu vïng ven biÓn vμ thö nghiÖm sö 
dông c¸c vi khuÈn nμy ®Ó s¶n xuÊt n−íc 
m¾m ng¾n ngμy. 

2. §èI T¦îNG Vμ PH¦¥NG PH¸P  
      NGHI£N CøU 

2.1. §èi t−îng nghiªn cøu 

Vi sinh vËt sinh protease chÞu kiÒm, 
chÞu mÆn ®−îc ph©n lËp tõ mÉu bïn ven 
biÓn, n−íc biÓn vμ mÉu m¾m lÊy t¹i §μ 
N½ng, HuÕ, Héi An - Qu¶ng Nam vμ Thanh 
Ho¸. C¸c mÉu n−íc vμ mÉu bïn biÓn ®−îc 
lÊy t¹i nhiÒu ®iÓm kh¸c nhau t¹i vïng bÒ 
mÆt n−íc biÓn (®é s©u 0,5 - 1 m) b»ng c¸c 
dông cô v« trïng, råi ®−îc b¶o qu¶n ë 40C 
nÕu ch−a nghiªn cøu ngay.  

2.2. Ph©n lËp vμ ph©n lo¹i vi sinh vËt dùa 
       vμo h×nh th¸i 

Hoμ tan 1 g mÉu bïn hoÆc 1 ml n−íc b»ng 
9 ml n−íc muèi sinh lý 0,85%. Dïng m¸y 
voltex l¾c ®Òu mÉu trong thêi gian 10 phót. 
Sau ®ã hót 0,5 ml dÞch pha lo·ng trªn cho 
vμo 4,5 ml n−íc muèi sinh lý 0,85% ®−îc ®é 
pha lo·ng 10-2. TiÕp tôc pha lo·ng dÇn nh− 
trªn ®Õn nång ®é cÇn thiÕt. 

LÊy 0,1 ml dÞch pha lo·ng ë nång ®é cÇn 
thiÕt nhá vμo chÝnh gi÷a c¸c ®Üa m«i tr−êng 
vi sinh vËt tæng sè, m«i tr−êng vi sinh vËt −a 
kiÒm, m«i tr−êng nÊm mèc vμ m«i tr−êng 
nÊm men. Dïng que trang g¹t cho ®Õn khi 
kh« mÆt th¹ch. C¸c ®Üa ®· g¹t ®Æt trong tñ 
Êm 37oC. Sau 24 giê lÊy c¸c ®Üa ra vμ ®Õm sè  
l−îng khuÈn l¹c. 

C¸c chñng vi sinh vËt ®−îc ph©n lo¹i 
dùa trªn h×nh th¸i khuÈn l¹c vμ h×nh th¸i tÕ 
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bμo. C¸c chñng vi sinh vËt ®−îc ph©n lËp 
trªn m«i tr−êng r¾n vμ h×nh th¸i khuÈn l¹c 
®−îc quan s¸t dùa trªn c¸c chØ sè: kh¶ n¨ng 
ph¸t triÓn, bÒ mÆt khuÈn l¹c vμ mμu s¾c 
khuÈn l¹c. H×nh th¸i cña vi sinh vËt ®−îc 
quan s¸t trªn kÝnh hiÓn vi sau khi ®−îc 
nhuém Gram (NguyÔn L©n Dòng & cs., 1972). 

2.3. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 
        mét sè enzyme 

2.3.1. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng thuû ph©n protein 
          b»ng ph−¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn 
          ®Üa th¹ch 

Ph−¬ng ph¸p 1: Thö s¬ bé kh¶ n¨ng 
thuû ph©n protein theo ph−¬ng ph¸p cÊy 
chÊm ®iÓm trªn ®Üa th¹ch. C¸c chñng vi 
khuÈn ®−îc cÊy chÊm ®iÓm trªn m«i tr−êng 
th¹ch cã casein trong hép petri vμ ñ ë 30oC 
trong 24 giê. Vi khuÈn sinh enzyme protease 
sÏ thuû ph©n casein xung quanh khuÈn l¹c 
vμ xuÊt hiÖn vßng thuû ph©n. Cho thªm 
trichloroacetic acid (TCA), vßng thuû ph©n 
casein cã mÇu trong h¬n. Sau ®ã ®o vßng 
ph©n gi¶i, so s¸nh ®−êng kÝnh vßng ph©n 
gi¶i cña c¸c chñng víi nhau ®Ó chän ra 
chñng cã ho¹t tÝnh cao. 

Ph−¬ng ph¸p 2: Vi khuÈn ®−îc nu«i cÊy 
trong m«i tr−êng láng trªn m¸y l¾c 200 
vßng/phót ë 30oC trong thêi gian 24 giê. DÞch 
canh tr−êng ®−îc thu l¹i b»ng c¸ch ly t©m 
víi tèc ®é 13.000 vßng/phót trong 10 phót ë 
4oC ®Ó lo¹i bá sinh khèi. Nhá 100 μl dÞch 
enzyme th« vμo lç th¹ch cã ®−êng kÝnh 5 mm 
trªn ®Üa m«i tr−êng cã chøa casein ®Ó x¸c 
®Þnh vßng ph©n gi¶i protein. C¸c ®Üa th¹ch 
nμy ®−îc ®Ó l¹nh trong 2 giê, gióp enzyme cã 
kh¶ n¨ng khuyÕch t¸n. Sau ®ã ñ ë 30oC 
trong vßng 24 giê, cho thªm trichloroacetic 
acid (TCA), råi quan s¸t vμ ®o ®−êng kÝnh 
vßng ph©n gi¶i (Egorov, 1976). 

2.3.2. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme 
           amylase vμ cellulase 

Vi khuÈn ®−îc nu«i cÊy trong m«i 
tr−êng láng trªn m¸y l¾c 200 vßng/phót ë 
30oC trong thêi gian 48 giê. DÞch m«i tr−êng 

®−îc thu l¹i b»ng c¸ch ly t©m víi tèc ®é 
13.000 vßng/phót trong 10 phót ë 4oC ®Ó lo¹i 
bá sinh khèi. Nhá 100 μl dÞch enzym th« vμo 
lç th¹ch cã ®−êng kÝnh 5 mm trªn ®Üa m«i 
tr−êng cã chøa CMC (cacboxyl methyl 
cellulose) hoÆc tinh bét tan. C¸c ®Üa th¹ch 
nμy ®−îc ®Ó ë 4oC trong 2 giê, gióp enzyme 
khuyÕch t¸n. Sau ®ã ñ ë 30oC trong vßng 24 
giê, cho thuèc thö lugol, quan s¸t vμ ®o 
®−êng kÝnh vßng ph©n gi¶i (Egorov, 1976). 

2.3.3. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 
           chitinase 

Vi khuÈn ®−îc cÊy chÊm ®iÓm trªn m«i 
tr−êng th¹ch MPA cã bæ sung 1% chitin, Sau 
48 giê vμ 72 giê nu«i cÊy, ®æ dung dÞch 
Congo ®á (1%) lªn bÒ mÆt th¹ch. Ho¹t tÝnh 
chitinase cña vi khuÈn ®−îc x¸c ®Þnh s¬ bé 
nhê ®−êng kÝnh vßng ph©n gi¶i chitin 
(Phrommao & cs.) ®o ®−îc trªn ®Üa Petri 
th¹ch, vßng cμng lín th× ho¹t tÝnh enzyme 
cμng cao (Egorov, 1976). 

2.4. Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ¶nh h−ëng 
       cña c¸c yÕu tè m«i tr−êng ®Õn kh¶  
       n¨ng sinh tæng hîp protease cña vi  
       khuÈn 

2.4.1. ¶nh h−ëng cña nång ®é muèi 
C¸c chñng vi khuÈn sau 24 giê nh©n 

gièng trªn m«i tr−êng n−íc biÓn, ®−îc cÊy 
chuyÓn vμo m«i tr−êng cã pH 7 vμ nång ®é 
NaCl kh¸c nhau: 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 
10, 11 vμ 12%, ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 30oC, l¾c ë 
200 vßng/phót. Sau 24 giê nu«i cÊy ly t©m 
dÞch nu«i, lo¹i bá sinh khèi vμ x¸c ®Þnh ho¹t 
tÝnh protease theo ph−¬ng ph¸p khuyÕch t¸n 
trªn th¹ch. 

2.4.2. ¶nh h−ëng cña pH 

C¸c chñng vi khuÈn sau 24 giê nh©n 
gièng trªn m«i tr−êng n−íc biÓn, ®−îc cÊy 
chuyÓn vμo m«i tr−êng cã nång ®é NaCl 3% 
vμ pH thay ®æi tõ 3 ®Õn 12, nhiÖt ®é nu«i cÊy 
lμ 30oC, l¾c ë 200 vßng/phót. Sau 24 giê nu«i 
cÊy ly t©m dÞch nu«i, lo¹i bá sinh khèi vμ x¸c 
®Þnh ho¹t tÝnh protease theo ph−¬ng ph¸p 
khuyÕch t¸n trªn th¹ch. 
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2.4.3. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é 

C¸c chñng vi khuÈn sau 24 giê nh©n 
gièng trªn m«i tr−êng n−íc biÓn, ®−îc cÊy 
chuyÓn vμo m«i tr−êng cã nång ®é NaCl 3% 
víi pH 7, l¾c ë 200 vßng/phót t¹i c¸c nhiÖt ®é 
25, 30, 37, 45 vμ 50oC. Sau 24 giê nu«i cÊy 
x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tr−ëng vμ sinh tæng 
hîp protease cña c¸c chñng ph−¬ng ph¸p 
khuyÕch t¸n trªn th¹ch. 

2.5. X¸c ®Þnh mét sè tÝnh chÊt cña  
          protease tõ chñng vi sinh vËt tuyÓn 
          chän 

Vi khuÈn ®−îc nu«i cÊy trong m«i 
tr−êng láng trªn m¸y l¾c 200 vßng/phót 
trong thêi gian 24 giê, nhiÖt ®é 30oC. DÞch 
canh tr−êng ®−îc ly t©m 13.000 vßng/phót 
trong 10 phót ë 4oC ®Ó lo¹i bá sinh khèi. 
DÞch enzyme thu ®−îc dïng ®Ó x¸c ®Þnh ho¹t 
tÝnh protease b»ng ph−¬ng ph¸p khuyÕch 
t¸n trªn th¹ch cã c¬ chÊt casein ë c¸c pH, 
nång ®é muèi, nhiÖt ®é kh¸c nhau. Ho¹t tÝnh 
xóc t¸c cña enzyme ®−îc ®¸nh gi¸ th«ng qua 
®−êng kÝnh vßng ph©n gi¶i casein. 

2.6. X¸c ®Þnh ho¹t ®é protease b»ng 
        ph−¬ng ph¸p Anson c¶i tiÕn 

Cho 2 ml dung dÞch casein 2% pha trong 
dung dÞch ®Öm v¹n n¨ng 0,1 M, pH 8 vμo 
èng nghiÖm. Sau ®ã thªm vμo 2 ml dÞch nu«i 
(pha lo·ng thÝch hîp) vμ ñ ë 30oC trong 10 
phót. Bæ sung 4 ml TCA 0,3 M vμ läc b»ng 
giÊy läc trong 20 phót. LÊy 1 ml dÞch läc vμo 
èng nghiÖm, sau ®ã thªm vμo 5 ml Na2CO3 
0,5 M vμ dung dÞch 1 ml Folin – Ciocalteau. 
Trén ®Òu sau ®ã ñ ë 30oC trong 20 phót. §o 

®é hÊp thô quang ë b−íc sãng 670 nm. èng 
®èi chøng ®−îc lμm song song b»ng c¸ch cho 
4 ml TCA 0,3 M vμo èng nghiÖm tr−íc khi 
thªm casein vμ enzyme vμo. 

TÝnh kÕt qu¶ 

Ho¹t ®é protease (H®p) tÝnh b»ng (®v/ml) 

          (a b)*8*PHdp
181*10*1
−

=  

(a - b): Sè microgam tyrosine t−¬ng øng  
            víi hiÖu sè ®äc trªn m¸y gi÷a èng thÝ 
            nghiÖm vμ èng ®èi chøng 

8: Tæng thÓ tÝch cña ph¶n øng enzyme 
P: §é pha lo·ng cña dung dÞch enzyme 
181: Khèi l−îng ph©n tö cña tyrosine 
10: Thêi gian ph¶n øng enzyme 
1: ThÓ tÝch enzyme sö dông trong ph¶n  

            øng mμu. 
Ho¹t ®é protease ®Æc tr−ng cho kh¶ 

n¨ng xóc t¸c ph©n gi¶i protein tíi peptit vμ 
axit amin cña c¸c enzyme vμ ®−îc biÓu thÞ 
b»ng sè ®¬n vÞ protease trªn 1 mg protein 
cña chÕ phÈm. 

Mét ®¬n vÞ ho¹t ®é protease (H®p) lμ 
l−îng enzyme cÇn thiÕt xóc t¸c thñy ph©n 
casein ®Ó gi¶i phãng 1 umol tyrozin trong 1 
phót ë 30oC, pH 8 (Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u vμ 
cs., 1997). 

2.7. Ph−¬ng ph¸p ®¸nh gi¸ c¶m quan chÊt  
        l−îng c¸ thuû ph©n 

L¾c kü b×nh ®ùng mÉu thö, rãt kho¶ng 
100 – 150 ml dÞch c¸ vμo cèc thuû tinh kh«ng 
mμu, s¹ch, kh«, dung tÝch 250 ml ®Ó x¸c 
®Þnh chØ tiªu c¶m quan. 

X¸c ®Þnh mμu s¾c: Khi nhËn xÐt mμu 
s¾c ph¶i ®Æt cèc ®ùng mÉu thö ë n¬i s¸ng, 
trªn nÒn tr¾ng, m¾t ng−êi quan s¸t ph¶i ë 
cïng phÝa nguån s¸ng chiÕu vμo mÉu thö. 

X¸c ®Þnh ®é trong: §Æt cèc ®ùng mÉu 
thö ë gi÷a nguån s¸ng vμ m¾t ng−êi quan 
s¸t, l¾c nhÑ ®Õ x¸c ®Þnh ®é trong. 

X¸c ®Þnh mïi: Sau khi rãt dÞch c¸ tõ 
b×nh mÉu vμo cèc ph¶i ®Ó 5 – 10 phót míi 
x¸c ®Þnh mïi. CÇn tiÕn hμnh thö ë n¬i 
tho¸ng, kh«ng cã mïi l¹ ®Ó ¶nh h−ëng tíi 
viÖc nhËn xÐt mïi cña mÉu thö (L−¬ng H÷u 
§ång, 1975; Hμ Duyªn T−, 1996). 

2.8. X¸c ®Þnh hμm l−îng nit¬ tæng sè vμ 
       nit¬ amonia  

2.8.1. X¸c ®Þnh hμm l−îng nit¬ tæng sè 

Hμm l−îng nit¬ tæng ®−îc x¸c ®Þnh theo 
ph−¬ng ph¸p Kjeldhal m« t¶ bëi Vò ThÞ Th− 
& cs. (2001). 3 ml dÞch c¸ ®· pha lo·ng 20 lÇn 
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®−îc v« c¬ ho¸ b»ng 5 ml dung dÞch H2SO4 

®Ëm ®Æc ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é cao. Nit¬ 
amonia t¹o thμnh d−íi d¹ng (NH4)2SO4 ®−îc 
ch−ng cÊt vμ thu l¹i b»ng 20 ml dung dÞch 
acid boric 2,5%. Nit¬ amonia trong ®−îc hÊp 
thu trong dung dÞch acid boric ®−îc chuÈn ®é 
b»ng H2SO4 0,1N. 

V2: L−îng  H2SO4 0,1N ®−îc dïng ®Ó 
              chuÈn ®é mÉu ®èi chøng (ml) 

0,0014: Sè gam nit¬ t−¬ng øng víi 1 ml 
                    H2SO4 0,1N 

20: HÖ sè pha lo·ng 
1000: HÖ sè ®æi ra g/l 
v: ThÓ tÝch dÞch c¸ pha lo·ng 1/10 lÊy ®Ó 

            v« c¬ ho¸ (ml). 
Hμm l−îng nit¬ tæng sè ®−îc tÝnh theo 

c«ng thøc sau: 

NTS = 1 2(V V ).0,0014.20.1000
v

−  3. KÕT QU¶ Vμ TH¶O LUËN 

3.1. TuyÓn chän chñng vi khuÈn −a kiÒm  
        cã ho¹t tÝnh sinh häc 

V1: L−îng H2SO4 0,1N ®−îc dïng ®Ó 
              chuÈn ®é mÉu thÝ nghiÖm (ml) 

Trong tæng sè 56 mÉu ®−îc ph©n lËp ®Ó 
x¸c ®Þnh thμnh phÇn vμ c¸c nhãm vi sinh 
vËt, nghiªn cøu ®· ph©n lËp ®−îc 892 chñng 
vi khuÈn, trong ®ã cã 449 chñng −a kiÒm, 
chiÕm trªn 50%. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh 
tæng hîp enzyme protease, kitinase, 
cellulase vμ amylase cña c¸c chñng vi khuÈn 
−a kiÒm nμy ®· cho thÊy sè vi khuÈn cã kh¶ 
n¨ng sinh protease chiÕm trªn 42% tæng sè 
vi khuÈn (B¶ng 1). Ngoμi ra, kh¶ n¨ng sinh 
c¸c enzyme kh¸c nh− kitinase, cellulase vμ 
amylase còng thÊy ë nhiÒu chñng vi khuÈn. 
Trong ®ã cã tíi 67 chñng cã kh¶ n¨ng sinh c¶ 
4 lo¹i enzyme nμy, ®iÒu ®ã cã thÓ gióp dÔ 
dμng lùa chän m«i tr−êng nu«i cÊy sau nμy. 

V2: L−îng  H2SO4 0,1N ®−îc dïng ®Ó  
               chuÈn ®é mÉu ®èi chøng (ml) 

0,0014: Sè gam nit¬ t−¬ng øng víi 1 ml 
                    H2SO4 0,1N 

20: HÖ sè pha lo·ng 
1000: HÖ sè ®æi ra g/l 
v: ThÓ tÝch dÞch c¸ pha lo·ng 1/20 lÊy ®Ó 

            v« c¬ ho¸ (ml). 

2.8.2. X¸c ®Þnh hμm l−îng nit¬ amonia 

Hμm l−îng nit¬ amonia ®−îc x¸c ®Þnh 
theo ph−¬ng ph¸p Kjeldhal m« t¶ bëi Vò ThÞ 
Th− & cs. (2001). Hót 3 ml dÞch c¸ ®· pha 
lo·ng 10 lÇn cho vμo b×nh cÊt cña bé cÊt ®¹m, 
sau ®ã thªm vμo 25 ml dung dÞch s÷a MgO 5%. 
TiÕn hμnh ch−ng cÊt ®Ó thu NH3 bay ra b»ng 
dung dÞch acid boric 2,5%. Nit¬ amonia trong 
acid boric ®−îc chuÈn ®é b»ng H2SO4 0,1N. 

Trong sè nh÷ng chñng cã kh¶ n¨ng sinh 
protease nμy, 23 chñng ®· ®−îc chän ®Ó tiÕn 
hμnh nghiªn cøu s©u h¬n. Cã 10 chñng trong 
sè c¸c chñng nμy cã kh¶ n¨ng sinh tæng  hîp 
c¶ 4 lo¹i enzyme protease, kitinase, cellulase 
vμ amylase, trong ®ã cã 5 chñng (2.2, 2.20, 
9.2, 18.2 vμ 18.6) cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 
enzyme protease cao nªn ®−îc lùa chän cho 
c¸c nghiªn cøu tiÕp theo (B¶ng 2). 

Hμm l−îng nit¬ amonia ®−îc tÝnh theo 
c«ng thøc: 

NNH3 = 1 2(V V ).0,0014.10.1000
v

−  

V1: L−îng H2SO4 0,1N ®−îc dïng ®Ó 
              chuÈn ®é mÉu thÝ nghiÖm (ml) 

B¶ng 1. Kh¶ n¨ng sinh mét sè enzyme cña c¸c vi khuÈn −a kiÒm 

Hoạt tính enzyme Tổng số chủng Protease Kitinase Cellulase Amylase 

Số lượng 449 190 290 268 150 

Tỷ lệ (%) 100 42,3 64,6 59,7 33,4 
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B¶ng 2. Kh¶ n¨ng sinh mét sè enzyme cña 23 chñng vi khuÈn tuyÓn chän 

Số TT Chủng Protease Kitinase Cellulase Amylase 
1 2.17 + + + + + - 
2 2.19 + + + + + + + 
3 2.2 + + + + + + + + + + + + + + 
4 2.20 + + + + + + + + + + + + + 
5 2.22 + + + + - - 
6 2.23 + + + + + + + 
7 2.6 + + + + + + + + 
8 2.7 + + + + + + + + + + + + 
9 9.1 + + - - + + + 

10 9.11 + + + + + + 
11 9.2 + + + + + + + + + + + 
12 9.3 + + + - + + - 
13 9.4 + + + + + + + + + 
14 9.5 + + + + + + - 
15 9.7 + + +  + + + - 
16 9.8 + + + - + 
17 18.2 + + + + + + + + + + + + + + + 
18 18.3 + - - - 
19 18.3 + + +  + - 
20 18.6 + + + + + + + + + + + + + + + + + 
21 2.2’ + + + + + + + + + + 
22 18.3’ + + + + + + + + - 
23 18.7’ + + + + + - 

Ghi chú:  -: Không có hoạt tính,   +: Có hoạt tính yếu.  + +  đến + + + + +: Hoạt tính mạnh tăng dần 

B¶ng 3. §Æc ®iÓm h×nh th¸i khuÈn l¹c vμ tÕ bμo cña c¸c chñng vi khuÈn lùa chän 

TT Kí hiệu 
chủng 

Màu sắc 
khuẩn lạc Hình dáng khuẩn lạc Kích thước khuẩn lạc

(Phrommao & cs.) 
Tiết 

sắc tố Gram Hình dạng 
tế bào 

1 9.2 Trắng đục Mép phẳng, trơn, lồi 2-3 - (+) Hình cầu 
2 18.2 Trắng đục Mép răng cưa, nhăn nheo 4-5 - (+) Hình que 
3 18.6 Vàng nhạt Mép phẳng, trơn, tròn 5-6 - (+) Hình ovan 
4 2.2 Vàng nhạt Mép phẳng, hơi nhăn 4-5 - (+) Hình que 
5 2.20 Vàng nhạt Mép phẳng, trơn, hơi lồi 3-7 - (+) Hình cầu 

Ghi chú:    -: Không tiết sắc tố;  (+): Gram + 

3.2. Mét sè ®Æc ®iÓm h×nh th¸i cña 5 chñng 
       vi khuÈn ®−îc tuyÓn chän 

C¸c chñng vi khuÈn tuyÓn chän ®−îc cÊy 
lªn m«i tr−êng n−íc biÓn ë 30oC trong 24 giê, 
sau ®ã ®em ra quan s¸t mμu s¾c, h×nh d¹ng 
vμ kÝch th−íc khuÈn l¹c. KhuÈn l¹c cña c¸c 
chñng vi khuÈn nμy cã mμu tr¾ng ®ôc hoÆc 
vμng nh¹t vμ hÇu hÕt cã mÐp ph¼ng, tr¬n 
(B¶ng 3). Quan s¸t h×nh th¸i vi khuÈn cho 
thÊy c¶ 5 chñng vi khuÈn ®Òu lμ Gram (+) 
nh−ng h×nh d¹ng rÊt kh¸c nhau.  

3.3. ¶nh h−ëng cña mét sè yÕu tè ®Õn 
       kh¶ n¨ng sinh tr−ëng, sinh tæng 
       hîp protease cña 5 chñng vi khuÈn 
       tuyÓn chän 

3.3.1. ¶nh h−ëng cña nång ®é muèi 

KÕt qu¶ cho thÊy, nång ®é NaCl ¶nh 
h−ëng tíi tèc ®é sinh tr−ëng vμ kh¶ n¨ng 
sinh tæng hîp protease cña c¶ 5 chñng tuyÓn 
chän. Nh×n chung, tèc ®é sinh tr−ëng vμ kh¶ 
n¨ng sinh tæng hîp protease cña nh÷ng vi 
khuÈn nμy bÞ h¹n chÕ ë nång ®é muèi qu¸ 
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dông trong c«ng nghÖ s¶n xuÊt n−íc m¾m 
ng¾n ngμy. 

cao (H×nh 1A, 1B). C¸c chñng 2.20, 18.6 vμ 
9.2 cã kh¶ n¨ng sinh tr−ëng tèt ë ®iÒu kiÖn 
nång ®é muèi thÊp (0,5 - 2%), trong khi ®ã 
chñng 2.2 vμ 18.2 ph¸t triÓn tèt trong m«i 
tr−êng cã nång ®é muèi cao h¬n, tõ 3 - 4%. 
Kh¶ n¨ng sinh tr−ëng cña c¶ 5 chñng vi 
khuÈn nμy gi¶m nhanh ë nång ®é muèi cao 

3.3.2. ¶nh h−ëng cña pH ban ®Çu 

KÕt qu¶ chØ ra c¶ 5 chñng vi khuÈn sinh 
tr−ëng vμ sinh tæng hîp protease trong vïng 
pH réng tõ 5 - 10 (H×nh 2A, 2B). Tuy nhiªn, 
pH trung tÝnh tèi thÝch nhÊt cho chóng sinh 
tr−ëng vμ sinh tæng hîp protease. Nh÷ng 
nghiªn cøu kh¸c còng cho thÊy c¸c chñng vi 
khuÈn −a mÆn ®Òu cã kh¶ n¨ng chÞu kiÒm 
t−¬ng ®èi cao vμ pH cho sinh tr−ëng, sinh 
tæng hîp protease tèi −u cña chóng thuêng 
h¬i kiÒm (Ventosa & cs., 1998; Vilhelmsson 
& cs., 1996). Trong sè 5 chñng tuyÓn chän, 
hai chñng 2.2 vμ 9.2 thÓ hiÖn kh¶ n¨ng ph¸t 
triÓn vμ sinh protease tèt h¬n trong m«i 
tr−êng kiÒm.   

 

h¬n 5%. Ba chñng 2.2, 2.20 vμ 18.2 cã kh¶ 
n¨ng sinh tæng hîp protease cao h¬n 2 chñng 
cßn l¹i. Kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cña 
c¸c chñng tØ lÖ víi kh¶ n¨ng sinh tr−ëng cña 
chóng ngo¹i trõ chñng 2.20 cã kh¶ n¨ng sinh 
tr−ëng tèt ë nång ®é muèi 0,5% nh−ng l¹i 
sinh tæng hîp protease m¹nh trong m«i 
tr−êng cã nång ®é muèi 3%. Trong sè 5 
chñng nμy, chñng 2.2 thÓ hiÖn kh¶ n¨ng 
chÞu mÆn vμ sinh tæng hîp protease cao h¬n 
c¸c chñng kh¸c. §Æc tÝnh nμy rÊt cã lîi ®Ó sö 
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H×nh 2. ¶nh h−ëng cña pH ®Õn kh¶ n¨ng sinh tr−ëng (A) vμ 
sinh tæng hîp protease (B) cña 5 chñng tuyÓn chän 
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H×nh 3. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é ®Õn kh¶ n¨ng sinh tr−ëng (A) 
vμ sinh tæng hîp protease (B) cña 5 chñng tuyÓn chän 

3.3.3. ¶nh h−ëng cña nhiÖt ®é 

KÕt qu¶ h×nh 3 cho thÊy c¶ 5 chñng ®Òu 
ph¸t triÓn tèt ë nhiÖt ®é tõ 30 ®Õn 45oC. 
Ngo¹i trõ chñng 18.2 ph¸t triÓn tèt nhÊt ë 
37oC, bèn chñng cßn l¹i ®Òu ph¸t triÓn tèt 
nhÊt ë nhiÖt ®é 45oC. Kh¶ n¨ng tæng hîp 
protease cña c¸c chñng nμy còng tèt ë ®iÒu 
kiÖn nhiÖt ®é 45oC trõ chñng 18.2 thÓ hiÖn 
kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cao nhÊt ë 
37oC. Nh− vËy, c¶ 5 chñng nμy ®Òu thuéc 
lo¹i −a nhiÖt. §©y lμ ®Æc tÝnh tèt cho øng 
dông s¶n xuÊt n−íc m¾m. §Æc biÖt chñng 2.2 
thÓ hiÖn kh¶ n¨ng sinh tr−ëng vμ sinh tæng 
hîp protease cao h¬n c¸c chñng kh¸c. 

Tõ c¸c kÕt qu¶ trªn cho thÊy chñng 2.2 
lμ chñng vi khuÈn chÞu mÆn, chÞu kiÒm vμ 
chÞu nhiÖt, cã ho¹t tÝnh protease cao nhÊt 
trong 5 chñng ®· chän. Cho nªn, chñng 2.2 
®−îc chän cho c¸c nghiªn cøu tiÕp theo. 

3.4. Mét sè tÝnh chÊt cña enzyme protease 
        cña chñng 2.2 

Mét sè tÝnh chÊt cña protease cña chñng 
2.2 nh− ¶nh h−ëng cña nång ®é muèi, pH vμ 
nhiÖt ®é ®Õn kh¶ n¨ng xóc t¸c cña enzyme 
®· ®−îc nghiªn cøu s¬ bé ®Ó lμm c¬ së b−íc 
®Çu cho sù ph©n lo¹i vμ øng dông enzyme 
trong thùc tÕ. Nh×n chung, c¶ ba yÕu tè nång 

®é muèi, pH vμ nhiÖt ®é ®Òu ¶nh h−ëng ®Õn 
ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme protease cña 
chñng 2.2 (H×nh 4A, 4B vμ 4C).  

Enzyme protease cã ho¹t tÝnh cao nhÊt ë 
nång ®é muèi 3% (H×nh 4A). Nh− vËy, nång ®é 
muèi m«i tr−êng cho chñng 2.2 ph¸t triÓn tèt 
nhÊt còng chÝnh lμ nång ®é muèi ph¶n øng tèi 

−u cho ho¹t ®éng cña protease. ë nång ®é 
muèi tõ 6 ®Õn 9%, kh¶ n¨ng xóc t¸c cña 
enzyme gi¶m xuèng nh−ng ho¹t tÝnh vÉn kh¸ 
cao. Ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme protease 
gi¶m m¹nh h¬n ë nång ®é muèi tõ 10 ®Õn 12%. 

Enzyme protease cña chñng 2.2 cã kh¶ 
n¨ng xóc t¸c trong d¶i pH réng (pH 5 - 10) 
vμ pH 8 lμ pH tèi thÝch cho enzyme nμy 
(H×nh 4B). Tuy nhiªn, kÕt qu¶ nμy cho thÊy 
gi¸ trÞ pH 6 thÝch hîp nhÊt cho chñng 2.2 
ph¸t triÓn (H×nh 2A) vμ pH 8 lμ tèi −u cho 
ho¹t ®éng cña enzyme protease. §iÒu nμy cã 
thÓ do pH 6 thÝch hîp cho giai ®o¹n ®Çu cña 
qu¸ tr×nh ph¸t triÓn cña vi khuÈn, ë giai 
®o¹n sau, sù ph¸t triÓn cña chñng 2.2 ®· lμm 
kiÒm ho¸ m«i tr−êng nu«i cÊy. Còng cã thÓ, 
trong m«i tr−êng pH 6 sù ph¸t triÓn cña 
chñng 2.2 ®¹t cùc ®¹i, kh¶ n¨ng tæng hîp 
protease vμ tiÕt chóng ra ngoμi m«i tr−êng lμ 
tèt nhÊt nh−ng ho¹t tÝnh cña protease ®ã l¹i 

459 



Nguyễn Văn Lâm, Nguyễn Phương Nhuệ, Trịnh Thị Ngọc    

cao nhÊt ë pH 8. Do d¶i pH ho¹t ®éng cña 
protease tõ chñng nμy lμ kh¸ réng, ë pH 11 
protease tõ chñng vÉn cßn thÓ hiÖn ®−îc 
ho¹t tÝnh nªn chóng thÝch hîp sö dông cã 

thÓ ho¹t ®éng ë m«i tr−êng dÞch c¸ kiÒm dÇn 
trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n−íc m¾m. 
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H×nh 4. ¶nh h−ëng cña nång ®é muèi (A), pH (B) vμ nhiÖt ®é (C) 
®Õn ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme protease tõ chñng 2.2 

KÕt qu¶ cho thÊy enzyme protease cña 
chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng xóc t¸c trong ë ®iÒu 
kiÖn nhiÖt ®é tõ 25 ®Õn 50oC, trong ®ã 45oC 
lμ nhiÖt ®é tèi thÝch cña enzyme (H×nh 4C). 

ë 50oC, ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme vÉn 
cßn cao, chØ gi¶m 12% so víi ho¹t tÝnh 
enzyme ë nhiÖt ®é tèi thÝch 45oC. Enzyme 
protease hÇu nh− kh«ng thÓ hiÖn ho¹t tÝnh ë 
nhiÖt ®é 60oC. 

3.5. §éng th¸i sinh tr−ëng vμ sinh tæng 
       hîp protease cña chñng 2.2 

Tõ c¸c kÕt qu¶ trªn, nghiªn cøu ®· lùa 
chän ®−îc c¸c ®iÒu kiÖn, th«ng sè tèi −u cho 
sù lªn men cña chñng 2.2 lμ nång ®é muèi 
3%, pH 7, nhiÖt ®é 45oC. Chñng vi khuÈn 
nμy ®−îc tiÕn hμnh lªn men trong m«i 

tr−êng MPA (pepton 10; cao thÞt 5 g/l) víi c¸c 
®iÒu kiÖn tèi thÝch nμy ®Ó nghiªn cøu ®éng 
th¸i sinh truëng vμ sinh tæng hîp protease. 

Trong 4 giê ®Çu cña qu¸ tr×nh lªn men 
cã sù t¨ng nhÑ sè l−îng vi sinh vËt nh−ng 
ch−a thÊy cã sù sinh tæng hîp enzyme. Pha 
thÝch nghi kh«ng tån t¹i cã thÓ lý gi¶i do 
®iÒu kiÖn nh©n gièng vμ ®iÒu kiÖn lªn men 
t−¬ng ®ång nhau nªn vi khuÈn cã thÓ sinh 
tr−ëng ngay. MËt ®é tÕ bμo cao nhÊt sau 24 
giê nu«i cÊy (H×nh 5). 

Sau 16 giê ph¸t triÓn, ®· x¸c ®Þnh thÊy 
ho¹t tÝnh cña enzyme protease. Sau ®ã ho¹t 
tÝnh cña enzyme t¨ng dÇn vμ ®¹t cùc ®¹i sau 
24 giê. KÓ tõ thêi ®iÓm nμy ho¹t tÝnh xóc t¸c 
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cña enzyme gi¶m dÇn, ®Æc biÖt gi¶m m¹nh 
sau 48 giê nu«i cÊy. 

M«i tr−êng nu«i cÊy bÞ acid ho¸ sau 8 
giê vi khuÈn ph¸t triÓn (pH 5,5), sau ®ã pH 

cña m«i tr−êng t¨ng lªn vμ ®−îc duy tr× 
t−¬ng ®èi æn ®Þnh ë pH h¬i kiÒm trong qu¸ 
tr×nh lªn men. 
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H×nh 5. §éng th¸i qu¸ tr×nh lªn men sinh tæng hîp protease cña chñng 2.2 

3.6. B−íc ®Çu ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng thuû  
       ph©n c¸ cña chñng vi khuÈn 2.2,  
       2.20 vμ 18.2 

Nghiªn cøu kh¶ n¨ng thuû ph©n cña 3 
chñng vi khuÈn 2.2, 2.20 vμ 18.2 trªn hai lo¹i 
c¸ phæ biÕn lμ c¸ biÓn vμ c¸ n−íc ngät ®−îc 
thùc hiÖn nh− quy tr×nh ®· nªu trªn víi sù bæ 
sung dÞch nu«i cÊy 24 giê cña 3 vi khuÈn lùa 
chän theo tû lÖ 1 ml dÞch nu«i cÊy/100 g c¸. 
Sau 15 ngμy, lÊy dÞch c¸ lÇn ®Çu ®Ó tiÕn hμnh 
®o mét sè chØ tiªu c¬ b¶n vμ ®¸nh gi¸ c¶m 
quan s¬ bé b−íc ®Çu (B¶ng 4).  

KÕt qu¶ cho thÊy, sau 15 ngμy lªn men 
c¸ ®· cã sù kh¸c nhau c¬ b¶n gi÷a mÉu ®èi 
chøng víi c¸c mÉu cã sö dông dÞch nu«i cÊy 
sau 24 giê cña c¸c chñng vi khuÈn ®· chän. 
Nh×n chung l−îng nit¬ tæng sè cña mÉu bæ 
sung dÞch nu«i cÊy ®Òu cao h¬n so víi mÉu 
®èi chøng tuy nhiªn l−îng nit¬ amonia t¨ng 
kh«ng ®¸ng kÓ. Akolkar vμ cs. (2010) còng 
b¸o c¸o r»ng hμm l−îng nit¬ tæng sè  cña 
mÉu cã bæ chñng vi khuÈn sinh protease 
Halobacterium sp. SP1 cao h¬n mÉu ®èi 

chøng. KÕt qu¶ ®¸nh gi¸ c¶m quan cho thÊy 
mÉu sö dông dÞch nu«i cÊy ®· cã mμu s¸ng 
h¬n, trong h¬n vμ b¾t ®Çu cã h−¬ng th¬m ®Æc 
tr−ng cña m¾m. §iÒu ®ã chøng tá qu¸ tr×nh 
thuû ph©n c¸ ®· diÔn ra nhanh h¬n ë c¸c 
mÉu cã bæ sung dÞch nu«i cÊy. Næi bËt h¬n 
c¶, chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng thuû ph©n c¸ 
nhanh h¬n hai chñng cßn l¹i. §iÒu nμy cã 
thÓ gi¶i thÝch lμ do chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng 
sinh tr−ëng vμ sinh tæng hîp enzyme 
protease tèt h¬n hai chñng ®ã nh− kÕt qu¶ 
®· th¶o luËn ë trªn. L−îng nit¬ tæng sè trong 
dÞch c¸ cã bæ sung dÞch nu«i cÊy cña chñng 
2.2 ®· t¨ng gÇn gÊp ®«i so víi mÉu ®èi chøng 
nh−ng nit¬ amonia t¨ng cao h¬n so víi mÉu 
®èi chøng (c¸ n−íc mÆn t¨ng 42%, c¸ n−íc 
ngät t¨ng 10%). VÒ mÆt c¶m quan, sau 15 
ngμy lªn men dÞch c¸ cã bæ sung chñng 2.2 
kh«ng nh÷ng trong nhÊt, gÇn víi mμu ®Æc 
tr−ng cña n−íc m¾m nhÊt mμ cßn b¾t ®Çu cã 
h−¬ng th¬m ®Æc tr−ng cña n−íc m¾m.  

Nh− vËy, khi sö dông chñng vi khuÈn 
2.2 trong thuû ph©n c¸ th× hiÖu suÊt thuû 
ph©n kh¸ tèt, tuy nhiªn l−îng nit¬ amonia 
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t¹o ra nhiÒu h¬n. H¬n n÷a, do thêi gian thuû 
ph©n ng¾n nªn c¸c chÊt t¹o nªn h−¬ng th¬m 
®Æc tr−ng cho n−íc m¾m ch−a ®−îc tæng hîp 
nhiÒu lμm gi¶m ®é hÊp dÉn cho n−íc m¾m 
ng¾n ngμy. Do vËy, ®Ó thuû ph©n c¸ trong 

s¶n xuÊt n−íc m¾m ng¾n ngμy tèt vμ t¹o ra 
n−íc m¾m cã ®é hÊp dÉn h¬n, nªn kÕt hîp 
chñng 2.2 víi c¸c chñng kh¸c cã kh¶ n¨ng 
chuyÓn ho¸ nit¬ vμ sinh h−¬ng th× hiÖu qu¶ 
thuû ph©n sÏ cao h¬n. 

B¶ng 4. ChØ tiªu chÊt l−îng dÞch c¸ lªn men sau 15 ngμy 

Lên men tự nhiên Bổ sung chủng nghiên cứu 

Cá biển Cá nước 
ngọt Cá biển Cá nước ngọt Chỉ tiêu 

  2.2 2.20 18.2 2.2 2.20 18.2 

Màu sắc Đỏ sẫm Vàng 
nhạt Đỏ tươi Hồng 

thẫm 
Hồng 
tươi 

Vàng 
hơi ánh 
hồng 

Vàng Vàng 
hơi sẫm 

Mùi Sốc, 
tanh 

Sốc, 
tanh 

Hơi có hương 
đặc trưng của 
nước mắm 

Hơi 
sốc, 
tanh 

Sốc, 
tanh 

Hơi sốc, 
tanh 

Hơi 
sốc, 
tanh 

Sốc, 
tanh. 

Trạng thái dịch Rất đục Đục Hơi trong Hơi 
trong Đục Hơi 

trong 
Hơi 
trong Đục 

Nitơ tổng số (g/l) 9,8 8,4 15,82 13,3 12,32 14,84 11,9 10,92 

Nitơ NH3 (g/l) 1,61 1,47 2,45 1,47 1,61 1,61 1,61 1,75 

         
4. KÕT LUËN 

Tõ 56 mÉu bïn ven biÓn, n−íc biÓn vμ 
n−íc ch−îp c¸ lÊy t¹i §μ N½ng vμ Thanh 
Ho¸ ph©n lËp ®−îc 449 chñng vi khuÈn −a 
kiÒm trong ®ã cã 190 chñng cã kh¶ n¨ng 
ph©n gi¶i protein. 

§· tuyÓn chän ®−îc 5 chñng vi khuÈn 
−a kiÒm, −a mÆn cã ho¹t tÝnh protease cao lμ 
chñng 2.2, 2.20, 18.2, 18.6 vμ 9.2, trong ®ã 
chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng sinh tr−ëng vμ sinh 
tæng hîp protease m¹nh nhÊt. 

§éng th¸i sinh tr−ëng vμ sinh tæng hîp 
protease cho thÊy, ho¹t tÝnh protease cña 
chñng 2.2 ®¹t cao nhÊt sau 24 giê. Enzyme 
nμy ho¹t ®éng tèi thÝch ë c¸c ®iÒu kiÖn nång 
®é NaCl 3%; pH  vμ nhiÖt ®é 45oC. 

B−íc ®Çu nghiªn cøu cho thÊy sau 15 
ngμy thuû ph©n dÞch c¸ cã bæ sung c¸c chñng 
lùa chän (2.2, 2.20 vμ 18.2), c¸ ®−îc thuû 
ph©n nhanh h¬n so víi thuû ph©n tù nhiªn. 
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Ph©n lËp vµ nghiªn cøu vi khuÈn ­a muèi, ­a kiÒm sinh enzyme protease vµ b­íc ®Çu thö nghiÖm ®Ó s¶n xuÊt n­íc m¾m ng¾n ngµy


Isolation and Characterization of Halophilic Alkaliphilic Bacteria Producing Protease and their Use to Accelerate Fish Sauce Fermentation


Nguyễn Văn Lâm1, Nguyễn Phương Nhuệ2, Trịnh Thị Ngọc1,3


1Khoa Công nghệ Thực phẩm, Trường Đại học Nông nghiệp Hà Nội
2Viện Công nghệ Sinh học, Viện Khoa học và Công nghệ Việt Nam
3Công ty TNHH ANT (HN), Khu Công nghiệp Tân Trường, Cẩm Giàng, Hải Dương
 Địa chỉ email tác giả liên lạc:nvlamcntp@hua.edu.vn; nhuecnsh73@yahoo.com 
Ngày gửi đăng: 27.04.2011;           Ngày chấp nhận: 20.06.2011

TÓM TẮT


Vi khuẩn ưa muối và ưa kiềm sinh enzyme protease có vai trò quan trọng trong công nghiệp thực phẩm như sử dụng để sản xuất nước mắm ngắn ngày. Trong thí nghiệm này, 449 chủng vi khuẩn ưa kiềm đã được phân lập từ 56 mẫu nước và mẫu bùn từ các vùng ven biển, trong đó có 190 chủng sinh protease. Ba chủng 2.2, 2.20 và 18.2 có khả năng sinh tổng hợp protease cao, đặc biệt là chủng 2.2 có khả năng sinh trưởng tốt ở nồng độ muối 3-4% và khả năng sinh tổng hợp protease cao nhất. Kết quả nghiên cứu đặc điểm của enzyme protease của chủng 2.2 cho thấy protease của chủng này có nhiệt độ tối thích 45oC, pH tối thích là 8 và enzyme này vẫn có khả năng xúc tác ở nhiệt độ và pH cao hơn. Đặc điểm này phù hợp để sử dụng trong sản xuất nước mắm ngắn ngày. Ba chủng 2.2, 2.20, 18.2 được sử dụng để đánh giá khả năng thuỷ phân cá. Kết quả cho thấy sau 15 ngày lên men, hàm lượng nitơ tổng số của dịch cá có bổ sung dịch nuôi cấy các chủng này cao hơn so với mẫu đối chứng, đặc biệt mẫu bổ sung chủng 2.2 cho kết quả gần gấp đôi so với mẫu đối chứng. Đánh giá cảm quan cũng cho thấy dịch cá cũng trong hơn và ít tanh hơn so với mẫu đối chứng.


Từ khoá: Nước mắm, protease, vi khuẩn ưa muối, vi khuẩn ưa kiềm. 


SUMMARY


Halophilic and alkaliphilic bacteria producing protease have potential applications in food industry such as acceleration of fish sauce fermentation. In this study,  449 alkaliphilic strains were isolated from 56 samples collected from coast line, of which 190 strains produced protease. Three strains 2.2, 2.20 and 18.2 exhibit high protease activity, especially strain 2.2 showed highest protease activity and optimally grew in 3-4% NaCl medium. Protease produced by strain 2.2 optimally activated at pH 8, 45oC and 3% NaCl. These properties are useful for accelerating the fermention process during fish sauce production. Three strains 2.2, 2.20, 18.2 were used to examine their ability to hydrolyze fish. The result showed that after 15 days of hydrolysis, the total nitrogen concentration in fish fluid added with these strains was higher than control samples, especially samples added with strain 2.2 gave a nitrogen content nearly twice as much as controls. Moreover, the fish fluid of samples added starter cultures from these strains was also shown to be more clear and less stinking than controls in sensory research.


Key words: Alkaliphilic bacteria, fish sauce, Halophilic bacteria, protease.  

1. §ÆT VÊN §Ò


N­íc m¾m, s¶n phÈm tõ c¸ lªn men, ®­îc sö dông réng r·i ë nhiÒu n­íc ch©u ¸, ®Æc biÖt lµ ë c¸c n­íc §«ng ¸ vµ §«ng Nam ¸ nh­ NhËt B¶n, Trung Quèc, Th¸i Lan vµ ViÖt Nam 


(Park & cs., 2001; Sinsuwan & cs., 2008) ADDIN EN.CITE . N­íc m¾m lµ s¶n phÈm giµu dinh d­ìng, cã hµm l­îng acid amin vµ acid bÐo ch­a b·o hoµ cao nªn rÊt cã Ých ®èi víi søc kháe con ng­êi (Dincer & cs., 2010). Ngoµi ra, nghiªn cøu gÇn ®©y chØ ra r»ng n­íc m¾m cßn cã ho¹t tÝnh chèng oxy ho¸ (Aoshima vµ Ooshima, 2009). ë ViÖt Nam, n­íc m¾m lµ s¶n phÈm truyÒn thèng, ®­îc s¶n xuÊt tõ l©u ®êi. Ngµy nay, n­íc m¾m kh«ng chØ ®­îc s¶n xuÊt ®Ó ®¸p øng nhu cÇu tiªu dïng ë trong n­íc mµ cßn ®­îc xuÊt khÈu sang nhiÒu n­íc trªn thÕ giíi. 


N­íc m¾m s¶n xuÊt theo ph­¬ng ph¸p lªn men truyÒn thèng th­êng mÊt nhiÒu thêi gian nªn rÊt khã ®¸p øng nhu cÇu sö dông ngµy cµng lín trªn thÞ tr­êng. V× vËy, ®Ó ®¸p øng nhu cÇu sö dông n­íc m¾m ngµy cµng t¨ng cÇn rót ng¾n qu¸ tr×nh lªn men c¸. Qu¸ tr×nh nµy cã thÓ rót ng¾n b»ng c¸ch ®iÒu chØnh pH, nång ®é muèi vµ nhiÖt ®é. Sù ®iÒu chØnh nµy víi môc ®Ých tèi ­u ho¸ sù sinh enzyme protease cña vi khuÈn trong ruét c¸ (Yongsawatdigul & cs., 2007). Mét c¸ch kh¸c ®Ó rót ng¾n qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n­íc m¾m lµ bæ sung vi khuÈn ®Ó lµm t¨ng tèc ®é lªn men. Siringan & cs. (2006) ®· bæ sung chÝnh vi sinh vËt lªn men ë c¸ ®Ó rót ng¾n qu¸ tr×nh lªn men. Tuy nhiªn, ho¹t tÝnh cña enzyme protease cña nh÷ng vi khuÈn nµy bÞ gi¶m dÇn trong qu¸ tr×nh lªn men do hµm l­îng muèi cao. Do vËy, sö dông vi sinh vËt chÞu mÆn sinh protease cã thÓ kh¾c phôc ®­îc nh­îc ®iÓm nµy. 


KÕt qu¶ nghiªn cøu gÇn ®©y cho thÊy, sù bæ sung vi khuÈn sinh protease chÞu mÆn ®· rót ng¾n qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n­íc m¾m mµ vÉn gi÷ ®­îc chÊt l­îng n­íc m¾m 


(Yongsawatdigul & cs., 2007; Akolkar & cs., 2010) ADDIN EN.CITE . 


§©y lµ mét h­íng cã thÓ gióp thóc ®Èy ngµnh c«ng nghiÖp s¶n xuÊt n­íc m¾m ë n­íc ta, n¬i cã bê biÓn dµi nªn nguån vi sinh vËt biÓn rÊt phong phó. §ã lµ nguån ph©n lËp c¸c vi khuÈn chÞu mÆn sinh protease cã thÓ øng dông trong rót ng¾n qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n­íc m¾m. Nghiªn cøu nµy ®· tiÕn hµnh ph©n lËp vµ tuyÓn chän c¸c chñng vi sinh vËt sinh protease chÞu mÆn, chÞu kiÒm tõ c¸c mÉu vïng ven biÓn vµ thö nghiÖm sö dông c¸c vi khuÈn nµy ®Ó s¶n xuÊt n­íc m¾m ng¾n ngµy.


2. §èI T¦îNG Vµ PH¦¥NG PH¸P 
      NGHI£N CøU


2.1. §èi t­îng nghiªn cøu


Vi sinh vËt sinh protease chÞu kiÒm, chÞu mÆn ®­îc ph©n lËp tõ mÉu bïn ven biÓn, n­íc biÓn vµ mÉu m¾m lÊy t¹i §µ N½ng, HuÕ, Héi An - Qu¶ng Nam vµ Thanh Ho¸. C¸c mÉu n­íc vµ mÉu bïn biÓn ®­îc lÊy t¹i nhiÒu ®iÓm kh¸c nhau t¹i vïng bÒ mÆt n­íc biÓn (®é s©u 0,5 - 1 m) b»ng c¸c dông cô v« trïng, råi ®­îc b¶o qu¶n ë 40C nÕu ch­a nghiªn cøu ngay. 


2.2. Ph©n lËp vµ ph©n lo¹i vi sinh vËt dùa
       vµo h×nh th¸i


Hoµ tan 1 g mÉu bïn hoÆc 1 ml n­íc b»ng 9 ml n­íc muèi sinh lý 0,85%. Dïng m¸y voltex l¾c ®Òu mÉu trong thêi gian 10 phót. Sau ®ã hót 0,5 ml dÞch pha lo·ng trªn cho vµo 4,5 ml n­íc muèi sinh lý 0,85% ®­îc ®é pha lo·ng 10-2. TiÕp tôc pha lo·ng dÇn nh­ trªn ®Õn nång ®é cÇn thiÕt.


LÊy 0,1 ml dÞch pha lo·ng ë nång ®é cÇn thiÕt nhá vµo chÝnh gi÷a c¸c ®Üa m«i tr­êng vi sinh vËt tæng sè, m«i tr­êng vi sinh vËt ­a kiÒm, m«i tr­êng nÊm mèc vµ m«i tr­êng nÊm men. Dïng que trang g¹t cho ®Õn khi kh« mÆt th¹ch. C¸c ®Üa ®· g¹t ®Æt trong tñ Êm 37oC. Sau 24 giê lÊy c¸c ®Üa ra vµ ®Õm sè  l­îng khuÈn l¹c.


C¸c chñng vi sinh vËt ®­îc ph©n lo¹i dùa trªn h×nh th¸i khuÈn l¹c vµ h×nh th¸i tÕ bµo. C¸c chñng vi sinh vËt ®­îc ph©n lËp trªn m«i tr­êng r¾n vµ h×nh th¸i khuÈn l¹c ®­îc quan s¸t dùa trªn c¸c chØ sè: kh¶ n¨ng ph¸t triÓn, bÒ mÆt khuÈn l¹c vµ mµu s¾c khuÈn l¹c. H×nh th¸i cña vi sinh vËt ®­îc quan s¸t trªn kÝnh hiÓn vi sau khi ®­îc nhuém Gram (NguyÔn L©n Dòng & cs., 1972).

2.3. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp
        mét sè enzyme


2.3.1. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng thuû ph©n protein
          b»ng ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn
          ®Üa th¹ch

Ph­¬ng ph¸p 1: Thö s¬ bé kh¶ n¨ng thuû ph©n protein theo ph­¬ng ph¸p cÊy chÊm ®iÓm trªn ®Üa th¹ch. C¸c chñng vi khuÈn ®­îc cÊy chÊm ®iÓm trªn m«i tr­êng th¹ch cã casein trong hép petri vµ ñ ë 30oC trong 24 giê. Vi khuÈn sinh enzyme protease sÏ thuû ph©n casein xung quanh khuÈn l¹c vµ xuÊt hiÖn vßng thuû ph©n. Cho thªm trichloroacetic acid (TCA), vßng thuû ph©n casein cã mÇu trong h¬n. Sau ®ã ®o vßng ph©n gi¶i, so s¸nh ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i cña c¸c chñng víi nhau ®Ó chän ra chñng cã ho¹t tÝnh cao.


Ph­¬ng ph¸p 2: Vi khuÈn ®­îc nu«i cÊy trong m«i tr­êng láng trªn m¸y l¾c 200 vßng/phót ë 30oC trong thêi gian 24 giê. DÞch canh tr­êng ®­îc thu l¹i b»ng c¸ch ly t©m víi tèc ®é 13.000 vßng/phót trong 10 phót ë 4oC ®Ó lo¹i bá sinh khèi. Nhá 100 (l dÞch enzyme th« vµo lç th¹ch cã ®­êng kÝnh 5 mm trªn ®Üa m«i tr­êng cã chøa casein ®Ó x¸c ®Þnh vßng ph©n gi¶i protein. C¸c ®Üa th¹ch nµy ®­îc ®Ó l¹nh trong 2 giê, gióp enzyme cã kh¶ n¨ng khuyÕch t¸n. Sau ®ã ñ ë 30oC trong vßng 24 giê, cho thªm trichloroacetic acid (TCA), råi quan s¸t vµ ®o ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i (Egorov, 1976).


2.3.2. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme
           amylase vµ cellulase


Vi khuÈn ®­îc nu«i cÊy trong m«i tr­êng láng trªn m¸y l¾c 200 vßng/phót ë 30oC trong thêi gian 48 giê. DÞch m«i tr­êng ®­îc thu l¹i b»ng c¸ch ly t©m víi tèc ®é 13.000 vßng/phót trong 10 phót ë 4oC ®Ó lo¹i bá sinh khèi. Nhá 100 (l dÞch enzym th« vµo lç th¹ch cã ®­êng kÝnh 5 mm trªn ®Üa m«i tr­êng cã chøa CMC (cacboxyl methyl cellulose) hoÆc tinh bét tan. C¸c ®Üa th¹ch nµy ®­îc ®Ó ë 4oC trong 2 giê, gióp enzyme khuyÕch t¸n. Sau ®ã ñ ë 30oC trong vßng 24 giê, cho thuèc thö lugol, quan s¸t vµ ®o ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i (Egorov, 1976).


2.3.3. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp
           chitinase


Vi khuÈn ®­îc cÊy chÊm ®iÓm trªn m«i tr­êng th¹ch MPA cã bæ sung 1% chitin, Sau 48 giê vµ 72 giê nu«i cÊy, ®æ dung dÞch Congo ®á (1%) lªn bÒ mÆt th¹ch. Ho¹t tÝnh chitinase cña vi khuÈn ®­îc x¸c ®Þnh s¬ bé nhê ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i chitin (Phrommao & cs.) ®o ®­îc trªn ®Üa Petri th¹ch, vßng cµng lín th× ho¹t tÝnh enzyme cµng cao (Egorov, 1976).


2.4. Ph­¬ng ph¸p x¸c ®Þnh ¶nh h­ëng
       cña c¸c yÕu tè m«i tr­êng ®Õn kh¶ 
       n¨ng sinh tæng hîp protease cña vi 
       khuÈn


2.4.1. ¶nh h­ëng cña nång ®é muèi


C¸c chñng vi khuÈn sau 24 giê nh©n gièng trªn m«i tr­êng n­íc biÓn, ®­îc cÊy chuyÓn vµo m«i tr­êng cã pH 7 vµ nång ®é NaCl kh¸c nhau: 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 vµ 12%, ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 30oC, l¾c ë 200 vßng/phót. Sau 24 giê nu«i cÊy ly t©m dÞch nu«i, lo¹i bá sinh khèi vµ x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh protease theo ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn th¹ch.

2.4.2. ¶nh h­ëng cña pH


C¸c chñng vi khuÈn sau 24 giê nh©n gièng trªn m«i tr­êng n­íc biÓn, ®­îc cÊy chuyÓn vµo m«i tr­êng cã nång ®é NaCl 3% vµ pH thay ®æi tõ 3 ®Õn 12, nhiÖt ®é nu«i cÊy lµ 30oC, l¾c ë 200 vßng/phót. Sau 24 giê nu«i cÊy ly t©m dÞch nu«i, lo¹i bá sinh khèi vµ x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh protease theo ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn th¹ch.


2.4.3. ¶nh h­ëng cña nhiÖt ®é


C¸c chñng vi khuÈn sau 24 giê nh©n gièng trªn m«i tr­êng n­íc biÓn, ®­îc cÊy chuyÓn vµo m«i tr­êng cã nång ®é NaCl 3% víi pH 7, l¾c ë 200 vßng/phót t¹i c¸c nhiÖt ®é 25, 30, 37, 45 vµ 50oC. Sau 24 giê nu«i cÊy x¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease cña c¸c chñng ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn th¹ch.


2.5. X¸c ®Þnh mét sè tÝnh chÊt cña 
          protease tõ chñng vi sinh vËt tuyÓn
          chän


Vi khuÈn ®­îc nu«i cÊy trong m«i tr­êng láng trªn m¸y l¾c 200 vßng/phót trong thêi gian 24 giê, nhiÖt ®é 30oC. DÞch canh tr­êng ®­îc ly t©m 13.000 vßng/phót trong 10 phót ë 4oC ®Ó lo¹i bá sinh khèi. DÞch enzyme thu ®­îc dïng ®Ó x¸c ®Þnh ho¹t tÝnh protease b»ng ph­¬ng ph¸p khuyÕch t¸n trªn th¹ch cã c¬ chÊt casein ë c¸c pH, nång ®é muèi, nhiÖt ®é kh¸c nhau. Ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme ®­îc ®¸nh gi¸ th«ng qua ®­êng kÝnh vßng ph©n gi¶i casein.


2.6. X¸c ®Þnh ho¹t ®é protease b»ng
        ph­¬ng ph¸p Anson c¶i tiÕn


Cho 2 ml dung dÞch casein 2% pha trong dung dÞch ®Öm v¹n n¨ng 0,1 M, pH 8 vµo èng nghiÖm. Sau ®ã thªm vµo 2 ml dÞch nu«i (pha lo·ng thÝch hîp) vµ ñ ë 30oC trong 10 phót. Bæ sung 4 ml TCA 0,3 M vµ läc b»ng giÊy läc trong 20 phót. LÊy 1 ml dÞch läc vµo èng nghiÖm, sau ®ã thªm vµo 5 ml Na2CO3 0,5 M vµ dung dÞch 1 ml Folin – Ciocalteau. Trén ®Òu sau ®ã ñ ë 30oC trong 20 phót. §o ®é hÊp thô quang ë b­íc sãng 670 nm. èng ®èi chøng ®­îc lµm song song b»ng c¸ch cho 4 ml TCA 0,3 M vµo èng nghiÖm tr­íc khi thªm casein vµ enzyme vµo.


TÝnh kÕt qu¶

Ho¹t ®é protease (H®p) tÝnh b»ng (®v/ml)
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(a - b): Sè microgam tyrosine t­¬ng øng 
            víi hiÖu sè ®äc trªn m¸y gi÷a èng thÝ
            nghiÖm vµ èng ®èi chøng


8: Tæng thÓ tÝch cña ph¶n øng enzyme


P: §é pha lo·ng cña dung dÞch enzyme


181: Khèi l­îng ph©n tö cña tyrosine


10: Thêi gian ph¶n øng enzyme


1: ThÓ tÝch enzyme sö dông trong ph¶n 
            øng mµu.


Ho¹t ®é protease ®Æc tr­ng cho kh¶ n¨ng xóc t¸c ph©n gi¶i protein tíi peptit vµ axit amin cña c¸c enzyme vµ ®­îc biÓu thÞ b»ng sè ®¬n vÞ protease trªn 1 mg protein cña chÕ phÈm.


Mét ®¬n vÞ ho¹t ®é protease (H®p) lµ l­îng enzyme cÇn thiÕt xóc t¸c thñy ph©n casein ®Ó gi¶i phãng 1 umol tyrozin trong 1 phót ë 30oC, pH 8 (Ph¹m ThÞ Tr©n Ch©u vµ cs., 1997).


2.7. Ph­¬ng ph¸p ®¸nh gi¸ c¶m quan chÊt 
        l­îng c¸ thuû ph©n


L¾c kü b×nh ®ùng mÉu thö, rãt kho¶ng 100 – 150 ml dÞch c¸ vµo cèc thuû tinh kh«ng mµu, s¹ch, kh«, dung tÝch 250 ml ®Ó x¸c ®Þnh chØ tiªu c¶m quan.


X¸c ®Þnh mµu s¾c: Khi nhËn xÐt mµu s¾c ph¶i ®Æt cèc ®ùng mÉu thö ë n¬i s¸ng, trªn nÒn tr¾ng, m¾t ng­êi quan s¸t ph¶i ë cïng phÝa nguån s¸ng chiÕu vµo mÉu thö.


X¸c ®Þnh ®é trong: §Æt cèc ®ùng mÉu thö ë gi÷a nguån s¸ng vµ m¾t ng­êi quan s¸t, l¾c nhÑ ®Õ x¸c ®Þnh ®é trong.


X¸c ®Þnh mïi: Sau khi rãt dÞch c¸ tõ b×nh mÉu vµo cèc ph¶i ®Ó 5 – 10 phót míi x¸c ®Þnh mïi. CÇn tiÕn hµnh thö ë n¬i tho¸ng, kh«ng cã mïi l¹ ®Ó ¶nh h­ëng tíi viÖc nhËn xÐt mïi cña mÉu thö (L­¬ng H÷u §ång, 1975; Hµ Duyªn T­, 1996).


2.8. X¸c ®Þnh hµm l­îng nit¬ tæng sè vµ
       nit¬ amonia 


2.8.1. X¸c ®Þnh hµm l­îng nit¬ tæng sè


Hµm l­îng nit¬ tæng ®­îc x¸c ®Þnh theo ph­¬ng ph¸p Kjeldhal m« t¶ bëi Vò ThÞ Th­ & cs. (2001). 3 ml dÞch c¸ ®· pha lo·ng 20 lÇn ®­îc v« c¬ ho¸ b»ng 5 ml dung dÞch H2SO4 ®Ëm ®Æc ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é cao. Nit¬ amonia t¹o thµnh d­íi d¹ng (NH4)2SO4 ®­îc ch­ng cÊt vµ thu l¹i b»ng 20 ml dung dÞch acid boric 2,5%. Nit¬ amonia trong ®­îc hÊp thu trong dung dÞch acid boric ®­îc chuÈn ®é b»ng H2SO4 0,1N.


Hµm l­îng nit¬ tæng sè ®­îc tÝnh theo c«ng thøc sau:


NTS = 
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V1: L­îng H2SO4 0,1N ®­îc dïng ®Ó
              chuÈn ®é mÉu thÝ nghiÖm (ml)


V2: L­îng  H2SO4 0,1N ®­îc dïng ®Ó 
               chuÈn ®é mÉu ®èi chøng (ml)


0,0014: Sè gam nit¬ t­¬ng øng víi 1 ml
                    H2SO4 0,1N


20: HÖ sè pha lo·ng


1000: HÖ sè ®æi ra g/l


v: ThÓ tÝch dÞch c¸ pha lo·ng 1/20 lÊy ®Ó
            v« c¬ ho¸ (ml).


2.8.2. X¸c ®Þnh hµm l­îng nit¬ amonia


Hµm l­îng nit¬ amonia ®­îc x¸c ®Þnh theo ph­¬ng ph¸p Kjeldhal m« t¶ bëi Vò ThÞ Th­ & cs. (2001). Hót 3 ml dÞch c¸ ®· pha lo·ng 10 lÇn cho vµo b×nh cÊt cña bé cÊt ®¹m, sau ®ã thªm vµo 25 ml dung dÞch s÷a MgO 5%. TiÕn hµnh ch­ng cÊt ®Ó thu NH3 bay ra b»ng dung dÞch acid boric 2,5%. Nit¬ amonia trong acid boric ®­îc chuÈn ®é b»ng H2SO4 0,1N.


Hµm l­îng nit¬ amonia ®­îc tÝnh theo c«ng thøc:


NNH3 = 
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V1: L­îng H2SO4 0,1N ®­îc dïng ®Ó
              chuÈn ®é mÉu thÝ nghiÖm (ml)


V2: L­îng  H2SO4 0,1N ®­îc dïng ®Ó
              chuÈn ®é mÉu ®èi chøng (ml)


0,0014: Sè gam nit¬ t­¬ng øng víi 1 ml
                    H2SO4 0,1N


20: HÖ sè pha lo·ng


1000: HÖ sè ®æi ra g/l


v: ThÓ tÝch dÞch c¸ pha lo·ng 1/10 lÊy ®Ó
            v« c¬ ho¸ (ml).


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. TuyÓn chän chñng vi khuÈn ­a kiÒm 
        cã ho¹t tÝnh sinh häc


Trong tæng sè 56 mÉu ®­îc ph©n lËp ®Ó x¸c ®Þnh thµnh phÇn vµ c¸c nhãm vi sinh vËt, nghiªn cøu ®· ph©n lËp ®­îc 892 chñng vi khuÈn, trong ®ã cã 449 chñng ­a kiÒm, chiÕm trªn 50%. X¸c ®Þnh kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease, kitinase, cellulase vµ amylase cña c¸c chñng vi khuÈn ­a kiÒm nµy ®· cho thÊy sè vi khuÈn cã kh¶ n¨ng sinh protease chiÕm trªn 42% tæng sè vi khuÈn (B¶ng 1). Ngoµi ra, kh¶ n¨ng sinh c¸c enzyme kh¸c nh­ kitinase, cellulase vµ amylase còng thÊy ë nhiÒu chñng vi khuÈn. Trong ®ã cã tíi 67 chñng cã kh¶ n¨ng sinh c¶ 4 lo¹i enzyme nµy, ®iÒu ®ã cã thÓ gióp dÔ dµng lùa chän m«i tr­êng nu«i cÊy sau nµy.


Trong sè nh÷ng chñng cã kh¶ n¨ng sinh protease nµy, 23 chñng ®· ®­îc chän ®Ó tiÕn hµnh nghiªn cøu s©u h¬n. Cã 10 chñng trong sè c¸c chñng nµy cã kh¶ n¨ng sinh tæng  hîp c¶ 4 lo¹i enzyme protease, kitinase, cellulase vµ amylase, trong ®ã cã 5 chñng (2.2, 2.20, 9.2, 18.2 vµ 18.6) cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease cao nªn ®­îc lùa chän cho c¸c nghiªn cøu tiÕp theo (B¶ng 2).

B¶ng 1. Kh¶ n¨ng sinh mét sè enzyme cña c¸c vi khuÈn ­a kiÒm


		Hoạt tính enzyme

		Tổng số chủng

		Protease

		Kitinase

		Cellulase

		Amylase



		Số lượng

		449

		190

		290

		268

		150



		Tỷ lệ (%)

		100

		42,3

		64,6

		59,7

		33,4



		

		

		

		

		

		





B¶ng 2. Kh¶ n¨ng sinh mét sè enzyme cña 23 chñng vi khuÈn tuyÓn chän


		Số TT

		Chủng

		Protease

		Kitinase

		Cellulase

		Amylase



		1

		2.17

		+

		+ + +

		+

		-



		2

		2.19

		+

		+ +

		+ + +

		+



		3

		2.2

		+ + + + +

		+ + +

		+ + +

		+ + +



		4

		2.20

		+ + + + +

		+ + +

		+ + +

		+ +



		5

		2.22

		+

		+ + +

		-

		-



		6

		2.23

		+

		+

		+ +

		+ + +



		7

		2.6

		+ +

		+ +

		+ +

		+ +



		8

		2.7

		+ +

		+ +

		+ + + +

		+ + + +



		9

		9.1

		+ +

		-

		-

		+ + +



		10

		9.11

		+

		+

		+ +

		+ +



		11

		9.2

		+ + + + +

		+ +

		+

		+ + +



		12

		9.3

		+ + +

		-

		+ +

		-



		13

		9.4

		+ + +

		+ + +

		+ +

		+



		14

		9.5

		+ +

		+ +

		+ +

		-



		15

		9.7

		+ + +

		

		+ + +

		-



		16

		9.8

		+ +

		+

		-

		+



		17

		18.2

		+ + + + +

		+ + + + +

		+ + +

		+ +



		18

		18.3

		+

		-

		-

		-



		19

		18.3

		+ + +

		

		+

		-



		20

		18.6

		+ + + + +

		+ + + + +

		+ + +

		+ + + +



		21

		2.2’

		+

		+ + + +

		+ + +

		+ +



		22

		18.3’

		+ + +

		+ +

		+ + +

		-



		23

		18.7’

		+ +

		+ +

		+

		-





Ghi chú:  -: Không có hoạt tính,   +: Có hoạt tính yếu.  + +  đến + + + + +: Hoạt tính mạnh tăng dần


B¶ng 3. §Æc ®iÓm h×nh th¸i khuÈn l¹c vµ tÕ bµo cña c¸c chñng vi khuÈn lùa chän 


		TT

		Kí hiệu chủng

		Màu sắc khuẩn lạc

		Hình dáng khuẩn lạc

		Kích thước khuẩn lạc
(Phrommao & cs.)

		Tiết
sắc tố

		Gram

		Hình dạng tế bào



		1

		9.2

		Trắng đục

		Mép phẳng, trơn, lồi

		2-3

		-

		(+)

		Hình cầu



		2

		18.2

		Trắng đục

		Mép răng cưa, nhăn nheo

		4-5

		-

		(+)

		Hình que



		3

		18.6

		Vàng nhạt

		Mép phẳng, trơn, tròn

		5-6

		-

		(+)

		Hình ovan



		4

		2.2

		Vàng nhạt

		Mép phẳng, hơi nhăn

		4-5

		-

		(+)

		Hình que



		5

		2.20

		Vàng nhạt

		Mép phẳng, trơn, hơi lồi

		3-7

		-

		(+)

		Hình cầu





Ghi chú:    -: Không tiết sắc tố;  (+): Gram +


3.2. Mét sè ®Æc ®iÓm h×nh th¸i cña 5 chñng
       vi khuÈn ®­îc tuyÓn chän

C¸c chñng vi khuÈn tuyÓn chän ®­îc cÊy lªn m«i tr­êng n­íc biÓn ë 30oC trong 24 giê, sau ®ã ®em ra quan s¸t mµu s¾c, h×nh d¹ng

vµ kÝch th­íc khuÈn l¹c. KhuÈn l¹c cña c¸c chñng vi khuÈn nµy cã mµu tr¾ng ®ôc hoÆc vµng nh¹t vµ hÇu hÕt cã mÐp ph¼ng, tr¬n (B¶ng 3). Quan s¸t h×nh th¸i vi khuÈn cho thÊy c¶ 5 chñng vi khuÈn ®Òu lµ Gram (+) nh­ng h×nh d¹ng rÊt kh¸c nhau. 


3.3. ¶nh h­ëng cña mét sè yÕu tè ®Õn
       kh¶ n¨ng sinh tr­ëng, sinh tæng
       hîp protease cña 5 chñng vi khuÈn
       tuyÓn chän


3.3.1. ¶nh h­ëng cña nång ®é muèi


KÕt qu¶ cho thÊy, nång ®é NaCl ¶nh h­ëng tíi tèc ®é sinh tr­ëng vµ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cña c¶ 5 chñng tuyÓn chän. Nh×n chung, tèc ®é sinh tr­ëng vµ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cña nh÷ng vi khuÈn nµy bÞ h¹n chÕ ë nång ®é muèi qu¸ cao (H×nh 1A, 1B). C¸c chñng 2.20, 18.6 vµ 9.2 cã kh¶ n¨ng sinh tr­ëng tèt ë ®iÒu kiÖn nång ®é muèi thÊp (0,5 - 2%), trong khi ®ã chñng 2.2 vµ 18.2 ph¸t triÓn tèt trong m«i tr­êng cã nång ®é muèi cao h¬n, tõ 3 - 4%. Kh¶ n¨ng sinh tr­ëng cña c¶ 5 chñng vi khuÈn nµy gi¶m nhanh ë nång ®é muèi cao

h¬n 5%. Ba chñng 2.2, 2.20 vµ 18.2 cã kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cao h¬n 2 chñng cßn l¹i. Kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cña c¸c chñng tØ lÖ víi kh¶ n¨ng sinh tr­ëng cña chóng ngo¹i trõ chñng 2.20 cã kh¶ n¨ng sinh tr­ëng tèt ë nång ®é muèi 0,5% nh­ng l¹i sinh tæng hîp protease m¹nh trong m«i tr­êng cã nång ®é muèi 3%. Trong sè 5 chñng nµy, chñng 2.2 thÓ hiÖn kh¶ n¨ng chÞu mÆn vµ sinh tæng hîp protease cao h¬n c¸c chñng kh¸c. §Æc tÝnh nµy rÊt cã lîi ®Ó sö

dông trong c«ng nghÖ s¶n xuÊt n­íc m¾m ng¾n ngµy.


3.3.2. ¶nh h­ëng cña pH ban ®Çu


KÕt qu¶ chØ ra c¶ 5 chñng vi khuÈn sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease trong vïng pH réng tõ 5 - 10 (H×nh 2A, 2B). Tuy nhiªn, pH trung tÝnh tèi thÝch nhÊt cho chóng sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease. Nh÷ng nghiªn cøu kh¸c còng cho thÊy c¸c chñng vi khuÈn ­a mÆn ®Òu cã kh¶ n¨ng chÞu kiÒm t­¬ng ®èi cao vµ pH cho sinh tr­ëng, sinh tæng hîp protease tèi ­u cña chóng thuêng h¬i kiÒm (Ventosa & cs., 1998; Vilhelmsson & cs., 1996). Trong sè 5 chñng tuyÓn chän, hai chñng 2.2 vµ 9.2 thÓ hiÖn kh¶ n¨ng ph¸t triÓn vµ sinh protease tèt h¬n trong m«i tr­êng kiÒm.  
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H×nh 1. ¶nh h­ëng cña nång ®é muèi lªn kh¶ n¨ng sinh tr­ëng (A) vµ
sinh tæng hîp protease (B) cña 5 chñng tuyÓn chän
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H×nh 2. ¶nh h­ëng cña pH ®Õn kh¶ n¨ng sinh tr­ëng (A) vµ
sinh tæng hîp protease (B) cña 5 chñng tuyÓn chän
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H×nh 3. ¶nh h­ëng cña nhiÖt ®é ®Õn kh¶ n¨ng sinh tr­ëng (A)
vµ sinh tæng hîp protease (B) cña 5 chñng tuyÓn chän


3.3.3. ¶nh h­ëng cña nhiÖt ®é


KÕt qu¶ h×nh 3 cho thÊy c¶ 5 chñng ®Òu ph¸t triÓn tèt ë nhiÖt ®é tõ 30 ®Õn 45oC. Ngo¹i trõ chñng 18.2 ph¸t triÓn tèt nhÊt ë 37oC, bèn chñng cßn l¹i ®Òu ph¸t triÓn tèt nhÊt ë nhiÖt ®é 45oC. Kh¶ n¨ng tæng hîp protease cña c¸c chñng nµy còng tèt ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 45oC trõ chñng 18.2 thÓ hiÖn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp protease cao nhÊt ë 37oC. Nh­ vËy, c¶ 5 chñng nµy ®Òu thuéc lo¹i ­a nhiÖt. §©y lµ ®Æc tÝnh tèt cho øng dông s¶n xuÊt n­íc m¾m. §Æc biÖt chñng 2.2 thÓ hiÖn kh¶ n¨ng sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease cao h¬n c¸c chñng kh¸c.


Tõ c¸c kÕt qu¶ trªn cho thÊy chñng 2.2


lµ chñng vi khuÈn chÞu mÆn, chÞu kiÒm vµ chÞu nhiÖt, cã ho¹t tÝnh protease cao nhÊt trong 5 chñng ®· chän. Cho nªn, chñng 2.2 ®­îc chän cho c¸c nghiªn cøu tiÕp theo.


3.4. Mét sè tÝnh chÊt cña enzyme protease
        cña chñng 2.2


Mét sè tÝnh chÊt cña protease cña chñng 2.2 nh­ ¶nh h­ëng cña nång ®é muèi, pH vµ nhiÖt ®é ®Õn kh¶ n¨ng xóc t¸c cña enzyme ®· ®­îc nghiªn cøu s¬ bé ®Ó lµm c¬ së b­íc ®Çu cho sù ph©n lo¹i vµ øng dông enzyme trong thùc tÕ. Nh×n chung, c¶ ba yÕu tè nång ®é muèi, pH vµ nhiÖt ®é ®Òu ¶nh h­ëng ®Õn ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme protease cña chñng 2.2 (H×nh 4A, 4B vµ 4C). 


Enzyme protease cã ho¹t tÝnh cao nhÊt ë nång ®é muèi 3% (H×nh 4A). Nh­ vËy, nång ®é muèi m«i tr­êng cho chñng 2.2 ph¸t triÓn tèt nhÊt còng chÝnh lµ nång ®é muèi ph¶n øng tèi ­u cho ho¹t ®éng cña protease. ë nång ®é muèi tõ 6 ®Õn 9%, kh¶ n¨ng xóc t¸c cña enzyme gi¶m xuèng nh­ng ho¹t tÝnh vÉn kh¸ cao. Ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme protease gi¶m m¹nh h¬n ë nång ®é muèi tõ 10 ®Õn 12%.


Enzyme protease cña chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng xóc t¸c trong d¶i pH réng (pH 5 - 10) vµ pH 8 lµ pH tèi thÝch cho enzyme nµy (H×nh 4B). Tuy nhiªn, kÕt qu¶ nµy cho thÊy gi¸ trÞ pH 6 thÝch hîp nhÊt cho chñng 2.2 ph¸t triÓn (H×nh 2A) vµ pH 8 lµ tèi ­u cho ho¹t ®éng cña enzyme protease. §iÒu nµy cã thÓ do pH 6 thÝch hîp cho giai ®o¹n ®Çu cña qu¸ tr×nh ph¸t triÓn cña vi khuÈn, ë giai ®o¹n sau, sù ph¸t triÓn cña chñng 2.2 ®· lµm


kiÒm ho¸ m«i tr­êng nu«i cÊy. Còng cã thÓ, trong m«i tr­êng pH 6 sù ph¸t triÓn cña chñng 2.2 ®¹t cùc ®¹i, kh¶ n¨ng tæng hîp protease vµ tiÕt chóng ra ngoµi m«i tr­êng lµ tèt nhÊt nh­ng ho¹t tÝnh cña protease ®ã l¹i cao nhÊt ë pH 8. Do d¶i pH ho¹t ®éng cña protease tõ chñng nµy lµ kh¸ réng, ë pH 11 protease tõ chñng vÉn cßn thÓ hiÖn ®­îc ho¹t tÝnh nªn chóng thÝch hîp sö dông cã thÓ ho¹t ®éng ë m«i tr­êng dÞch c¸ kiÒm dÇn trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt n­íc m¾m.
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H×nh 4. ¶nh h­ëng cña nång ®é muèi (A), pH (B) vµ nhiÖt ®é (C)
®Õn ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme protease tõ chñng 2.2


KÕt qu¶ cho thÊy enzyme protease cña chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng xóc t¸c trong ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é tõ 25 ®Õn 50oC, trong ®ã 45oC lµ nhiÖt ®é tèi thÝch cña enzyme (H×nh 4C). ë 50oC, ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme vÉn cßn cao, chØ gi¶m 12% so víi ho¹t tÝnh enzyme ë nhiÖt ®é tèi thÝch 45oC. Enzyme protease hÇu nh­ kh«ng thÓ hiÖn ho¹t tÝnh ë nhiÖt ®é 60oC.


3.5. §éng th¸i sinh tr­ëng vµ sinh tæng
       hîp protease cña chñng 2.2


Tõ c¸c kÕt qu¶ trªn, nghiªn cøu ®· lùa chän ®­îc c¸c ®iÒu kiÖn, th«ng sè tèi ­u cho sù lªn men cña chñng 2.2 lµ nång ®é muèi 3%, pH 7, nhiÖt ®é 45oC. Chñng vi khuÈn nµy ®­îc tiÕn hµnh lªn men trong m«i tr­êng MPA (pepton 10; cao thÞt 5 g/l) víi c¸c ®iÒu kiÖn tèi thÝch nµy ®Ó nghiªn cøu ®éng th¸i sinh truëng vµ sinh tæng hîp protease.


Trong 4 giê ®Çu cña qu¸ tr×nh lªn men cã sù t¨ng nhÑ sè l­îng vi sinh vËt nh­ng ch­a thÊy cã sù sinh tæng hîp enzyme. Pha thÝch nghi kh«ng tån t¹i cã thÓ lý gi¶i do ®iÒu kiÖn nh©n gièng vµ ®iÒu kiÖn lªn men t­¬ng ®ång nhau nªn vi khuÈn cã thÓ sinh tr­ëng ngay. MËt ®é tÕ bµo cao nhÊt sau 24 giê nu«i cÊy (H×nh 5).


Sau 16 giê ph¸t triÓn, ®· x¸c ®Þnh thÊy ho¹t tÝnh cña enzyme protease. Sau ®ã ho¹t tÝnh cña enzyme t¨ng dÇn vµ ®¹t cùc ®¹i sau 24 giê. KÓ tõ thêi ®iÓm nµy ho¹t tÝnh xóc t¸c cña enzyme gi¶m dÇn, ®Æc biÖt gi¶m m¹nh sau 48 giê nu«i cÊy.


M«i tr­êng nu«i cÊy bÞ acid ho¸ sau 8 giê vi khuÈn ph¸t triÓn (pH 5,5), sau ®ã pH cña m«i tr­êng t¨ng lªn vµ ®­îc duy tr× t­¬ng ®èi æn ®Þnh ë pH h¬i kiÒm trong qu¸ tr×nh lªn men.
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H×nh 5. §éng th¸i qu¸ tr×nh lªn men sinh tæng hîp protease cña chñng 2.2


3.6. B­íc ®Çu ®¸nh gi¸ kh¶ n¨ng thuû 
       ph©n c¸ cña chñng vi khuÈn 2.2, 
       2.20 vµ 18.2


Nghiªn cøu kh¶ n¨ng thuû ph©n cña 3 chñng vi khuÈn 2.2, 2.20 vµ 18.2 trªn hai lo¹i c¸ phæ biÕn lµ c¸ biÓn vµ c¸ n­íc ngät ®­îc thùc hiÖn nh­ quy tr×nh ®· nªu trªn víi sù bæ sung dÞch nu«i cÊy 24 giê cña 3 vi khuÈn lùa chän theo tû lÖ 1 ml dÞch nu«i cÊy/100 g c¸. Sau 15 ngµy, lÊy dÞch c¸ lÇn ®Çu ®Ó tiÕn hµnh ®o mét sè chØ tiªu c¬ b¶n vµ ®¸nh gi¸ c¶m quan s¬ bé b­íc ®Çu (B¶ng 4). 


KÕt qu¶ cho thÊy, sau 15 ngµy lªn men


c¸ ®· cã sù kh¸c nhau c¬ b¶n gi÷a mÉu ®èi chøng víi c¸c mÉu cã sö dông dÞch nu«i cÊy sau 24 giê cña c¸c chñng vi khuÈn ®· chän. Nh×n chung l­îng nit¬ tæng sè cña mÉu bæ sung dÞch nu«i cÊy ®Òu cao h¬n so víi mÉu ®èi chøng tuy nhiªn l­îng nit¬ amonia t¨ng kh«ng ®¸ng kÓ. Akolkar vµ cs. (2010) còng b¸o c¸o r»ng hµm l­îng nit¬ tæng sè  cña mÉu cã bæ chñng vi khuÈn sinh protease Halobacterium sp. SP1 cao h¬n mÉu ®èi chøng. KÕt qu¶ ®¸nh gi¸ c¶m quan cho thÊy mÉu sö dông dÞch nu«i cÊy ®· cã mµu s¸ng h¬n, trong h¬n vµ b¾t ®Çu cã h­¬ng th¬m ®Æc tr­ng cña m¾m. §iÒu ®ã chøng tá qu¸ tr×nh thuû ph©n c¸ ®· diÔn ra nhanh h¬n ë c¸c mÉu cã bæ sung dÞch nu«i cÊy. Næi bËt h¬n c¶, chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng thuû ph©n c¸ nhanh h¬n hai chñng cßn l¹i. §iÒu nµy cã thÓ gi¶i thÝch lµ do chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp enzyme protease tèt h¬n hai chñng ®ã nh­ kÕt qu¶ ®· th¶o luËn ë trªn. L­îng nit¬ tæng sè trong dÞch c¸ cã bæ sung dÞch nu«i cÊy cña chñng 2.2 ®· t¨ng gÇn gÊp ®«i so víi mÉu ®èi chøng nh­ng nit¬ amonia t¨ng cao h¬n so víi mÉu ®èi chøng (c¸ n­íc mÆn t¨ng 42%, c¸ n­íc ngät t¨ng 10%). VÒ mÆt c¶m quan, sau 15 ngµy lªn men dÞch c¸ cã bæ sung chñng 2.2 kh«ng nh÷ng trong nhÊt, gÇn víi mµu ®Æc tr­ng cña n­íc m¾m nhÊt mµ cßn b¾t ®Çu cã h­¬ng th¬m ®Æc tr­ng cña n­íc m¾m. 


Nh­ vËy, khi sö dông chñng vi khuÈn 2.2 trong thuû ph©n c¸ th× hiÖu suÊt thuû ph©n kh¸ tèt, tuy nhiªn l­îng nit¬ amonia t¹o ra nhiÒu h¬n. H¬n n÷a, do thêi gian thuû ph©n ng¾n nªn c¸c chÊt t¹o nªn h­¬ng th¬m ®Æc tr­ng cho n­íc m¾m ch­a ®­îc tæng hîp nhiÒu lµm gi¶m ®é hÊp dÉn cho n­íc m¾m ng¾n ngµy. Do vËy, ®Ó thuû ph©n c¸ trong s¶n xuÊt n­íc m¾m ng¾n ngµy tèt vµ t¹o ra n­íc m¾m cã ®é hÊp dÉn h¬n, nªn kÕt hîp chñng 2.2 víi c¸c chñng kh¸c cã kh¶ n¨ng chuyÓn ho¸ nit¬ vµ sinh h­¬ng th× hiÖu qu¶ thuû ph©n sÏ cao h¬n.


B¶ng 4. ChØ tiªu chÊt l­îng dÞch c¸ lªn men sau 15 ngµy


		Chỉ tiêu

		Lên men tự nhiên

		Bổ sung chủng nghiên cứu



		

		Cá biển

		Cá nước ngọt

		Cá biển

		Cá nước ngọt



		

		

		

		2.2

		2.20

		18.2

		2.2

		2.20

		18.2



		Màu sắc

		Đỏ sẫm

		Vàng nhạt

		Đỏ tươi

		Hồng thẫm

		Hồng tươi

		Vàng hơi ánh hồng

		Vàng

		Vàng hơi sẫm



		Mùi

		Sốc, tanh

		Sốc, tanh

		Hơi có hương đặc trưng của nước mắm

		Hơi sốc, tanh

		Sốc, tanh

		Hơi sốc, tanh

		Hơi sốc, tanh

		Sốc, tanh.



		Trạng thái dịch

		Rất đục

		Đục

		Hơi trong

		Hơi trong

		Đục

		Hơi trong

		Hơi trong

		Đục



		Nitơ tổng số (g/l)

		9,8

		8,4

		15,82

		13,3

		12,32

		14,84

		11,9

		10,92



		Nitơ NH3 (g/l)

		1,61

		1,47

		2,45

		1,47

		1,61

		1,61

		1,61

		1,75



		

		

		

		

		

		

		

		

		





4. KÕT LUËN


Tõ 56 mÉu bïn ven biÓn, n­íc biÓn vµ n­íc ch­îp c¸ lÊy t¹i §µ N½ng vµ Thanh Ho¸ ph©n lËp ®­îc 449 chñng vi khuÈn ­a kiÒm trong ®ã cã 190 chñng cã kh¶ n¨ng ph©n gi¶i protein.


§· tuyÓn chän ®­îc 5 chñng vi khuÈn ­a kiÒm, ­a mÆn cã ho¹t tÝnh protease cao lµ chñng 2.2, 2.20, 18.2, 18.6 vµ 9.2, trong ®ã chñng 2.2 cã kh¶ n¨ng sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease m¹nh nhÊt.


§éng th¸i sinh tr­ëng vµ sinh tæng hîp protease cho thÊy, ho¹t tÝnh protease cña chñng 2.2 ®¹t cao nhÊt sau 24 giê. Enzyme nµy ho¹t ®éng tèi thÝch ë c¸c ®iÒu kiÖn nång ®é NaCl 3%; pH  vµ nhiÖt ®é 45oC.


B­íc ®Çu nghiªn cøu cho thÊy sau 15 ngµy thuû ph©n dÞch c¸ cã bæ sung c¸c chñng lùa chän (2.2, 2.20 vµ 18.2), c¸ ®­îc thuû ph©n nhanh h¬n so víi thuû ph©n tù nhiªn.
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			7			1.087			0.891			1.16			1.555			1.507			14			12			10			7.5			8


			8			1.004			0.878			0.964			1.183			0.884			12			11			9			7			7


			9			0.914			0.794			0.836			1.168			0.798			10			9			8			6			5


			10			0.837			0.648			0.623			1.005			0.529			8			7			5			4			0


			11			0.786			0.596			0.489			0.646			0.441			7			6			0			0			0


			12			0.726			0.407			0.201			0.577			0.31			5			5			0			0			0


																					Đường kính vòng phân giải (mm)
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			30			1.779			0.933			0.919			1.315			1.006			22			19			16			15			17


			37			1.858			1.523			1.539			1.509			1.356			25			20			17			17			19


			45			1.996			1.809			1.98			1.91			1.215			27			22			19			19			16


			50			1.313			1.189			1.237			1.097			0,867			24			17			16			15			12
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			Bảng 4.10. Ảnh hưởng của pH lên hoạt tính proteaza của chủng 2.2.


			pH									3						4						5						6						7						8						9						10						11						12


			Đường kính vòng phân giải (mm)									0						0						15						20						23						25						19						14						10						0


			pH			Đường kính vòng phân giải (mm)
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			Bảng 4.9. Ảnh hưởng của nồng độ muối lên hoạt tính proteaza của chủng 2.2.


			Nồng độ NaCl(%)						0.5			1			2			3			4			5			6			7			8			9			10			11			12


			Đường kính vòng phân giải(mm)						17			20			22			24			21			18			16			15			15			15			10			7			5
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						3			24
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						5			18
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						10			10


						11			7


						12			5


						25			30			37			45			50			60


			Đường kính vòng phân giải(mm)			15			20			22			26			23			0


						25			15


						30			20


						37			22


						45			26


						50			23									3


						60			0


			Chỉ tiêu			Lên men tự nhiên						Lên men với chủng nghiên cứu


						Cá biển			Cá nước ngọt			Cá biển									Cá nước ngọt


												2.2			2.2			18.2			2.2			2.2			18.2


			Màu sắc			Đỏ sẫm			Vàng nhạt			Đỏ tươi			Hồng thẫm			Hồng tươi			Vàng hơi ánh hồng			Vàng			Vàng hơi sẫm


			Mùi			Sốc, tanh			Sốc, tanh			Hơi có hương đặc trưng của nước mắm			Hơi sốc, tanh			Sốc, tanh.			Hơi sốc, tanh			Hơi sốc, tanh			Sốc, tanh.


			Trạng thái dịch			Rất đục			Đục			Hơi trong			Hơi trong			Đục			Hơi trong			Hơi trong			Đục


			Nitơ tổng số			9.8			8.4			15.82			13.3			12.32			14.84			11.9			10.92


			Nitơ amoniac			1.61			1.47			2.45			1.47			1.61			1.61			1.61			1.75


												0.42


												0.0952380952
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