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TÓM TẮT 

Giống khởi động là nguồn cung cấp vi sinh vật thuần chủng để sản xuất các sản phẩm lên men 
truyền thống ổn định chất lượng và đảm bảo an toàn. Trong giống khởi động có chứa các bào tử nấm 
mốc và hệ các enzyme thuỷ phân được tạo thành trong quá trình nấm mốc sinh trưởng. Thí nghiệm 
đã xác định được các điều kiện nuôi cấy thích hợp cho sự tạo thành thành bào tử và sinh tổng hợp 
enzym protease của nấm mốc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings nhằm xây dựng quy trình 
sản xuất giống khởi động phục vụ cho sản xuất chao. Cụ thể là đã xác định được nguồn cơ chất thích 
hợp cho sản xuất giống khởi động từ nấm mốc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings là bột ngô 
hoặc bột đậu tương; tỷ lệ phối trộn với bột gạo là 60/40. Nguyên liệu được hấp khử trùng, làm nguội, 
trải thành lớp mỏng 2 cm, tiếp giống bằng hỗn dịch bào tử có mật độ 2.107 bt/ml với tỷ lệ là 2 ml dịch 
giống/ 100 g môi trường nuôi cấy. Thời gian nuôi cấy là 54 h có đảo trộn 1 lần sau 24h. Sau khi nuôi 
cấy thu được chế phẩm thô, nhằm bảo toàn hoạt lực enzym và bào tử sống của giống khởi động nên 
sấy đông khô (-450C) hoặc ở 40oC bằng tủ sấy thường đến khi đạt độ ẩm là 10%. 

Từ khóa: Giống khởi động, nấm mốc, Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings. 

SUMMARY 

A starter culture is a source of pure microorganisms used to produce traditional fermented 
products of high quality, stability, and safety. The starter culture contains spores and hydrolysis 
enzymes produced during mold growth. This work was conducted to determine the appropriate 
cultural growth conditions for Rhizopus oryzae and biosynthesis of the protease enzymes, and then 
set up a manufacturing process for the starter culture which can be used to produce the fermented 
product from tofu. The microorganism was most successfully cultured with corn or soybean meal 
and rice flour in a 60/40 ratio. The flour mixture was autoclaved, spread to a height of 2 cm followed 
by the addition of the spore suspension with a density of 2.107 bt/ml at a rate of 2 ml of spores/100 
g culture medium. Incubation lasted 54 h with a turning at 24h. After incubation, spores and 
enzymes were preserved through freeze drying (-45°C) or oven drying (40°C) until a moisture of 10% 
was reached. 

Key words: Mold,  Went & Prinsen Geerlings, starter culture.  Rhizopus oryzae
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1. §ÆT VÊN §Ò 

ë ViÖt Nam, c¸c s¶n phÈm thùc phÈm 
lªn men chñ yÕu ®−îc s¶n xuÊt b»ng kü 
thuËt lªn men truyÒn thèng, sö dông c¸c vi 
sinh vËt cã s½n trong tù nhiªn nªn rÊt dÔ bÞ 
nhiÔm t¹p c¸c vi sinh vËt kh«ng mong muèn, 
®Æc biÖt lμ c¸c lo¹i nÊm mèc sinh ®éc tè g©y 
nguy hiÓm cho ng−êi sö dông (NguyÔn H÷u 
Phóc, 1998). Do ®ã, viÖc nghiªn cøu ®Ó sö 
dông c¸c chñng nÊm mèc thuÇn chñng vμo 
s¶n xuÊt c¸c s¶n phÈm lªn men truyÒn thèng 
ë n−íc ta lμ rÊt cÇn thiÕt. 

Tõ mét l−îng nhá mèc gièng ban ®Çu 
qua qu¸ tr×nh nh©n gièng ng−êi ta sÏ thu 
®−îc “gièng khëi ®éng”. Gièng khëi ®éng cßn 
®−îc gäi lμ “mèc gièng” hay “hoa mèc”. Môc 
®Ých chÝnh cña qu¸ tr×nh s¶n xuÊt gièng khëi 
®éng lμ t¹o ®iÒu kiÖn thuËn lîi cho nÊm mèc 
sinh tr−ëng vμ ph¸t triÓn trªn c¬ chÊt ®Ó lμm 
nguån cung cÊp vi sinh vËt cho qu¸ tr×nh s¶n 
xuÊt sau nμy. Ngoμi ra trong gièng khëi 
®éng cßn cã mét l−îng c¸c enzym nhÊt ®Þnh 
mμ nÊm mèc sinh tæng hîp ®−îc trong qu¸ 
tr×nh ph¸t triÓn, do ®ã gièng khëi ®éng cßn 
®ãng vai trß quan träng trong viÖc thuû ph©n 
tinh bét vμ protein cña nguyªn liÖu, cung cÊp 
c¸c chÊt dinh d−ìng cÇn thiÕt cho sù sinh 
tr−ëng cña vi sinh vËt vμ t¹o h−¬ng cho s¶n 
phÈm cuèi cïng.  

Tuú thuéc vμo mçi lo¹i s¶n phÈm mμ 
ng−êi ta sö dông c¸c lo¹i gièng khëi ®éng 
®−îc s¶n xuÊt tõ c¸c lo¹i nÊm mèc kh¸c 
nhau. §Ó s¶n xuÊt chao (®Ëu phô lªn men) 
ng−êi ta sö dông gièng khëi ®éng lμm tõ 
nÊm mèc Mucor, Rhizopus, Actionomucor… 
v× c¸c gièng nÊm mèc nμy cã mμu tr¾ng ®ôc, 
tr¾ng ngμ kh«ng lμm ¶nh h−ëng tíi mμu s¾c 
cña s¶n phÈm; hÖ sîi nÊm m¶nh nh−ng dμi 
cã kh¶ n¨ng t¹o thμnh mét líp mμng máng 
xung quanh miÕng ®Ëu chao, cã t¸c dông gi÷ 
h×nh d¸ng miÕng chao tèt (NguyÔn H÷u 
Phóc, 1998); cã kh¶ n¨ng sinh enzym 
protease; chØ h×nh thμnh bμo tö sau mét 
kho¶ng thêi gian nu«i cÊy nhÊt ®Þnh… 

ThÝ nghiÖm nμy ®−îc tiÕn hμnh nh»m 
x¸c ®Þnh c¸c ®iÒu kiÖn nu«i cÊy thÝch hîp ®Ó 
s¶n xuÊt ra gièng khëi ®éng tèt tõ nÊm mèc 
Rhizopus  oryzae Went & Prinsen Geerlings 
nh»m phôc vô cho qu¸ tr×nh s¶n xuÊt chao. 

2. VËT LIÖU Vμ PH¦¥NG PH¸P  
      NGHI£N CøU 

VËt liÖu 

Chñng nÊm mèc Rhizopus oryzae Went 
& Prinsen Geerlings ®· ®−îc ph©n lËp tõ 
®Ëu t−¬ng thèi háng vμ b¸nh men, sau ®ã 
®−îc ®Þnh danh b»ng ph−¬ng ph¸p sinh häc 
ph©n tö t¹i Phßng thÝ nghiÖm vÒ NÊm häc, 
Tr−êng §¹i häc Catholique de Louvain, 
V−¬ng quèc BØ (MUCL).  

Bè trÝ thÝ nghiÖm 

Sö dông ph−¬ng ph¸p thay ®æi mét 
nh©n tè, c¸c nh©n tè kh¸c gi÷ nguyªn, sau 
khi chän ®−îc gi¸ trÞ thÝch hîp cña nh©n tè 
®ã th× gi¸ trÞ nμy ®−îc sö dông cho c¸c thÝ 
nghiÖm tiÕp theo.  

C¸c thÝ nghiÖm ®−îc bè trÝ ®Ó nghiªn 
cøu ¶nh h−ëng cña c¸c yÕu tè nh− nguån 
nguyªn liÖu, møc ®é tho¸ng khÝ, thêi gian 
nu«i cÊy, tû lÖ gièng nÊm mèc cÊy vμo, sù 
®¶o trén trong qu¸ tr×nh nu«i, chÕ ®é sÊy... 
®Õn ho¹t tÝnh, nh»m x¸c ®Þnh c¸c ®iÒu kiÖn 
nu«i cÊy thÝch hîp. §iÒu kiÖn tiÕn hμnh thÝ 
nghiÖm ban ®Çu lμ 100 g c¬ chÊt ®−îc khö 
trïng vμ lμm chÝn cã ®é Èm 55% tr¶i thμnh 
líp máng 3 cm trªn khay inox, ®−îc lμm 
nguéi vμ tiÕp gièng b»ng c¸ch dïng xylanh 
hót 2 ml hçn dÞch bμo tö gièng (2.107 bμo 

tö/ml) råi phun ®Òu lªn líp nguyªn liÖu, 
nhiÖt ®é nu«i cÊy lμ 300C, thêi gian nu«i cÊy 
lμ 48h, kh«ng ®¶o trén. ThÝ nghiÖm nghiªn 
cøu ¶nh h−ëng cña nguån c¬ chÊt ®èi víi kh¶ 
n¨ng sinh tæng hîp enzym protease vμ kh¶ 
n¨ng sinh bμo tö cña nÊm mèc Rhizopus 
oryzae Went & Prinsen Geerlings ®−îc tiÕn 
hμnh trªn bèn lo¹i m«i tr−êng kh¸c nhau lμ 
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bét g¹o, bét s¾n, bét ®Ëu t−¬ng vμ bét ng«, c¸c 
lo¹i bét ®−îc bæ sung 15% trÊu nh»m t¹o ®é 
tho¸ng khÝ. 

§Ó nghiªn cøu ¶nh h−ëng cña thêi gian 
®Õn kh¶ n¨ng tæng hîp enzyme protease vμ 
kh¶ n¨ng h×nh thμnh bμo tö cña nÊm mèc 
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings 
thÝ nghiÖm nu«i cÊy chñng nμy trong nh÷ng 
kho¶ng thêi gian kh¸c nhau t−¬ng øng lμ 
36h, 42h, 48h, 54h, 60h. 

ThÝ nghiÖm x¸c ®Þnh ¶nh h−ëng cña tû 
lÖ gièng cÊy vμo ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 
enzyme protease vμ kh¶ n¨ng t¹o bμo tö cña 
nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen 
Geerlings ®−îc tiÕn hμnh cÊy nÊm mèc nμy 
víi l−îng gièng mèc cÊy vμo kh¸c nhau lÇn 
l−ît lμ 1ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml hçn dÞch bμo tö 
nÊm mèc (2.107 bμo tö/ml)/100 g c¬ chÊt.  

ThÝ nghiÖm vÒ ¶nh h−ëng cña møc ®é 
tho¸ng khÝ trong m«i tr−êng nu«i cÊy r¾n 
®Õn kh¶ n¨ng sinh bμo tö vμ tæng hîp enzym 
protease cña nÊm mèc Rhizopus oryzae ®−îc 
tiÕn hμnh b»ng c¸ch nu«i chñng nμy trªn c¸c 
líp m«i tr−êng cã ®é dμy kh¸c nhau lÇn l−ît 
lμ 2 cm, 3 cm, 4 cm, 5 cm. 

ThÝ nghiÖm vÒ ¶nh h−ëng cña chÕ ®é sÊy 
®−îc tiÕn hμnh víi 4 c«ng thøc, mét c«ng 
thøc ë chÕ ®é sÊy ®«ng kh« vμ 3 c«ng thøc ë 
tñ sÊy víi c¸c møc nhiÖt ®é kh¸c nhau, sÊy 
®Õn khi mÉu ®¹t ®é Èm 10%. Mçi lÇn sÊy 2 
kg chÕ phÈm −ít. 

C¸c chØ tiªu theo dâi: Ho¹t ®é enzym 
protease, sè l−îng bμo tö vμ tr¹ng th¸i hÖ sîi 
nÊm mèc. 

Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

Sö dông ph−¬ng ph¸p Anson c¶i tiÕn ®Ó 
x¸c ®Þnh ho¹t lùc cña enzyme protease trong 
chÕ phÈm enzyme th« (Lª Thanh Mai vμ cs., 
2005). X¸c ®Þnh sè l−îng bμo tö cña nÊm mèc 
b»ng ph−¬ng ph¸p trùc tiÕp b»ng buång ®Õm 
Goriaev – Thom (NguyÔn Thμnh §¹t vμ cs., 

1990). X¸c ®Þnh sè l−îng bμo tö sèng b»ng 
ph−¬ng ph¸p gi¸n tiÕp: nu«i vμ ®Õm sè 
khuÈn l¹c trªn m«i tr−êng PDA (NguyÔn 
Thμnh §¹t vμ cs., 1990).  

3. KÕT QU¶ Vμ TH¶O LUËN 

3.1. ¶nh h−ëng cña nguån c¬ chÊt c¶m 
        øng ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 
        enzyme protease vμ kh¶ n¨ng sinh 
        bμo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae 
        Went & Prinsen Geerlings 

Enzym protease lμ enzym c¶m øng ®iÓn 
h×nh cña nÊm mèc nãi chung vμ cña 
Rhizopus nãi riªng. Nguån c¬ chÊt c¶m øng 
tèt nhÊt cña enzym protease lμ c¸c nguån 
nit¬ h÷u c¬ nh− bét ng«, bét mú, bét ®Ëu 
t−¬ng…  

Sè liÖu b¶ng 1 cho thÊy r»ng kh¶ n¨ng 
sinh enzym protease cña nÊm mèc Rhizopus 
oryzae Went & Prinsen Geerlings khi nu«i 
cÊy trªn m«i tr−êng bét ng«  ë CT 1.4 lμ cao 
nhÊt (2,58 ®v/g) vμ thÊp nhÊt khi nu«i cÊy 
trªn m«i tr−êng bét s¾n ë CT 1.2 (0,76 ®v/g). 
§ã lμ do protease lμ enzym ®−îc tæng hîp víi 
c¬ chÊt c¶m øng lμ nguån nit¬ h÷u c¬, bét 
®Ëu t−¬ng vμ bét ng« cã hμm l−îng protein 
cao h¬n so víi g¹o vμ bét s¾n nªn l−îng 
enzym protease t¹o thμnh cao h¬n. 

VÒ kh¶ n¨ng sinh bμo tö cña nÊm mèc 
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings: 
khi nu«i cÊy trªn m«i tr−êng bét ng« ë CT 
1.4 lμ cao nhÊt (3,23.107 bt/g) vμ thÊp nhÊt 
khi nu«i cÊy trªn m«i tr−êng bét s¾n 
(1,60.107 bt/g). Nh− vËy, m«i tr−êng bét ng« 
vμ bét ®Ëu t−¬ng ®Òu lμ nh÷ng m«i tr−êng 
thÝch hîp cho sù sinh tæng hîp enzym 
protease cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went 
& Prinsen Geerlings. Tuy nhiªn, xÐt vÒ tÝnh 
th«ng dông vμ môc ®Ých cña mèc gièng lμ t¹o 
ra nhiÒu bμo tö nªn nghiªn cøu nμy ®· chän 
bét ng« lμ nguån c¬ chÊt cho c¸c thÝ nghiÖm 
tiÕp theo. 
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B¶ng 1. ¶nh h−ëng cña nguån c¬ chÊt ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease 
vμ kh¶ n¨ng sinh bμo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

CT Hoạt độ enzym protease 
(đv/g) 

Số lượng bào tử 
(bt/g) Mô tả trạng thái hệ mốc giống 

CT 1.1 0,88c 1,98.107
- Hệ sợi nấm bao phủ kín hạt cơm 
- Sợi nấm có màu trắng 
- Đã xuất hiện bào tử 

CT 1.2 0,72c 1,60.107
- Hệ sợi nấm ngắn, màu trắng 
- Chưa bao phủ hết bề mặt cơ chất. 
- Bào tử xuất hiện rất ít 

CT 1.3 1,76 b 2,66.107
- Hệ sợi nấm bao phủ toàn bộ bề mặt cơ chất 
- Sợi nấm mọc dài, có màu trắng 
- Có xuất hiện bào tử đen 

CT 1.4 2,58a 3,23.107
- Hệ sợi nấm bao phủ toàn bộ bề mặt cơ chất 
- Sợi nấm dài màu trắng 
- Bào tử đen xuất hiện nhiều 

LSD0,05 0,23   

(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α = 5%) 
         CT1.1: Bột gạo; CT1.2: Bột sắn; CT1.3: Bột đậu tương: CT1.4: Bột ngô; 

3.2. ¶nh h−ëng cña tû lÖ nguyªn liÖu 
Kh¶ n¨ng tæng hîp sinh khèi cña vi sinh 

vËt kh«ng nh÷ng phô thuéc vμo mçi nguån 
nit¬ mμ cßn phô thuéc vμo c¶ tû lÖ cacbon vμ 
nit¬ trong m«i tr−êng. Tû lÖ nμy thÝch hîp sÏ 
t¹o cho nÊm mèc kh¶ n¨ng trao ®æi chÊt, kh¶ 
n¨ng tÝch tô cao c¸c s¶n phÈm sinh tæng hîp 
vμ ®Æc biÖt lμ sinh bμo tö cao. Do ®ã, ë thÝ 
nghiÖm nμy, bét g¹o vμ bét ng« ®−îc phèi 
trén theo c¸c tû lÖ kh¸c nhau (B¶ng 2). 

Sè liÖu cho thÊy, kh¶ n¨ng sinh bμo tö 
vμ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease 
khi nu«i cÊy trªn m«i tr−êng ë c«ng thøc 2.1 
lμ cao nhÊt (4,34.107 bt/g vμ 3,65 U/g) vμ Ýt 
nhÊt khi nu«i cÊy trªn m«i tr−êng ë c«ng 
thøc 2.3 (2,78.107  bt/g vμ 1,56 U/g). KÕt qu¶ 
thÝ nghiÖm chØ ra m«i tr−êng nu«i cÊy víi tû 
lÖ 40% bét g¹o vμ 60% bét ng« lμ m«i tr−êng 
thÝch hîp nhÊt cho sù sinh bμo tö vμ kh¶ 
n¨ng tæng hîp enzym protease cña nÊm mèc 
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings. 

3.3. ¶nh h−ëng cña thêi gian nu«i cÊy 
 

KÕt qu¶ cho thÊy sau 36h nu«i mèc, kh¶ 
n¨ng sinh enzym protease cña nÊm mèc 
Rhizopus

cao nhÊt (2,47 ®v/g) vμ thÊp nhÊt ë 60h 
(0,62 
®v/g). Thêi gian nu«i mèc cμng kÐo dμi th× 
ho¹t ®é enzyme trong khèi nguyªn liÖu gi¶m 
nh−ng ng−îc l¹i th× kh¶ n¨ng sinh bμo tö 
cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & 
Prinsen Geerlings l¹i t¨ng. Sè l−îng bμo tö 
t¨ng m¹nh tõ giê thø 36 ®Õn giê thø 48, tõ 
giê thø 54 trë ®i th× sè l−îng bμo tö t¨ng 
chËm l¹i. Trong giai ®o¹n ®Çu qu¸ tr×nh sinh 
tr−ëng cña nÊm mèc (36h ®Çu tiªn), nÊm 
mèc sÏ thuû ph©n c¸c nguån c¬ chÊt ®Ó tÝch 
luü sinh khèi vμ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 
enzym protease lμ cao nhÊt (B¶ng 3). Khi 
thêi gian cμng kÐo dμi th× ho¹t ®é cña enzym 
protease cμng gi¶m v× lóc nμy nÊm mèc ®· 
chuyÓn sang giai ®o¹n sinh bμo tö nh−ng sè 
l−îng bμo tö chØ t¨ng nhanh ®Õn mét giíi 
h¹n nμo ®ã råi ch÷ng l¹i. §©y lμ qu¸ tr×nh 
s¶n xuÊt mèc gièng nªn kh¶ n¨ng sinh bμo 
tö lμ môc ®Ých chÝnh, v× thÕ cÇn quan t©m 
®Õn sè l−îng bμo tö nhiÒu h¬n kh¶ n¨ng sinh 
enzym protease. Sè l−îng bμo tö chªnh nhau 
kh«ng nhiÒu gi÷a 2 thêi ®iÓm 54h vμ 60h 
nªn cã thÓ kÕt thóc thêi gian nu«i mèc ë giê 
thø 54 hay giê thø 60 ®Òu thÝch hîp. Tuy 
nhiªn, trong s¶n xuÊt th× ph¶i quan t©m tÝnh 
kinh tÕ, ®Ó gi¶m chi phÝ s¶n xuÊt, møc thêi 

 oryzae Went & Prinsen Geerlings 
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gian lμ 54h ®−îc chän cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo. 

B¶ng 2. ¶nh h−ëng cña tû lÖ nguyªn liÖu ®Õn kh¶ n¨ng sinh bμo tö vμ kh¶ n¨ng sinh 
tæng hîp enzyme protease cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

CT Hoạt độ enzym protease 
(đv/g) 

Số lượng bào tử
(bt/g) Mô tả trạng thái mốc giống 

CT2.1 3,65a 4,34.107 - Hệ sợi nấm dài, màu trắng bao phủ toàn bộ cơ chất 
- Có bào tử đen 

CT2.2 1,95a 3,62.107
- Hệ sợi nấm không phát triển cao nữa, đã bắt đầu 
   xẹp xuống 
- Xuất hiện bào tử đen 

CT2.3 1,56b 2,78.107 - Sợi nấm màu trắng, bao phủ kín bề mặt cơ chất 
- Có bào tử đen 

LSD0,05 0,85   

(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α = 5%) 
          CT2.1: (40% bột gạo : 60% bột ngô) ; CT2.2: (50% bột gạo : 50% bột ngô) ; CT2.3: (60% bột gạo : 40% bột ngô). 

B¶ng 3. ¶nh h−ëng cña thêi gian nu«i cÊy ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease 
vμ kh¶ n¨ng sinh bμo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

Thời gian 
nuôi mốc 

Hoạt độ enzym protease 
(đv/g) 

Số lượng bào tử 
(bt/g) Mô tả trạng thái mốc giống 

36h 2,47a 3,55.107
- Sợi nấm bao phủ toàn bộ khối cơ chất 
- Sợi nấm phát triển dài, màu trắng 
- Đã xuất hiện bào tử 

42h 1,92b 5,20.107

- Sợi nấm bao phủ toàn bộ khối cơ chất thành 
   dạng bánh 
- Sợi nấm dài, màu trắng 
- Bào tử màu đen xuất hiện nhiều 

48h 1,05c 7,93.107
- Sợi nấm bông xốp, màu trắng, bao phủ kín 
   cơ chất 
- Bào tử đen xuất hiện nhiều 

54h 0,65d 22,5.107
- Sợi nấm không phát triển cao nữa 
- Đã có hiện tượng xẹp xuống 
- Bào tử đen xuất hiện rất nhiều. 

60h 0,62d 27,8.107
- Sợi nấm xẹp xuống. 
- Bào tử xuất hiện rất nhiều tạo thành lớp màu đen 
   trên bề mặt cơ chất. 

LSD0,05 0,17   

(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α = 5%) 

B¶ng 4. ¶nh h−ëng cña tû lÖ gièng cÊy ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym protease 
vμ kh¶ n¨ng sinh bμo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

Tỷ lệ 
giống cấy 

Hoạt độ enzyme protease 
(đv/g) 

Số lượng bào tử 
(bt/g) Mô tả trạng thái  mốc giống 

1 ml 0,436d 7,63.107

- Sợi nấm bắt đầu xẹp xuống. 
- Sợi nấm bao phủ toàn bộ khối cơ chất,  
   có màu trắng 
- Nhiều bào tử đen xuất hiện 

2 ml 0,681c 32,3.107
- Sợi nấm bao phủ kín khối cơ chất 
- Sợi nấm bắt đầu xẹp xuống 
- Có rất nhiều bào tử đen 

3 ml 0.699b 27,3.107
- Sợi nấm bao phủ toàn bộ khối cơ chất 
- Sợi nấm có hiện tượng xẹp xuống 
- Bào tử đen xuât hiện 

4 ml 1,203a 6,23.107 - Sợi nấm xẹp xuống, có màu trắng 
- Bào tử xuất hiện ít hơn 

LSD0,05 0,018   
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(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α =5%) 
         Mật độ bào tử trong giống cấy vào là 2.107 bt/ml. 

3.4. ¶nh h−ëng cña tû lÖ gièng cÊy 
KÕt qu¶ b¶ng 4 cho thÊy, ë c¸c tû lÖ 

gièng cÊy vμo kh¸c nhau th× kh¶ n¨ng sinh 
bμo tö cña nÊm mèc còng kh¸c nhau. Khi tû 
lÖ gièng cÊy vμo m«i tr−êng t¨ng tõ 1- 2 ml 
th× kh¶ n¨ng sinh bμo tö cña nÊm mèc 
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings 
t¨ng, nÕu tiÕp tôc t¨ng tû lÖ gièng cÊy lªn 3 – 
4 ml th× kh¶ n¨ng sinh bμo tö b¾t ®Çu cã xu 
h−íng gi¶m dÇn. Bªn c¹nh ®ã th× ho¹t lùc 
cña enzym protease l¹i t¨ng dÇn khi tû lÖ 
gièng cÊy vμo cμng nhiÒu. Ho¹t lùc enzym 
protease cao nhÊt khi tû lÖ gièng cÊy vμo 4 
ml (1,203 ®v/g) vμ thÊp nhÊt khi ë 1 ml gièng 
cÊy vμo m«i tr−êng nu«i cÊy (0,436 ®v/g). Cã 
thÓ gi¶i thÝch kÕt qu¶ nμy do khi ®−a vμo 
m«i tr−êng nu«i cÊy tû lÖ gièng cμng cao th× 
nÊm mèc ph¸t triÓn hÖ sîi nÊm, kÕt thμnh 
b¸nh vμ ph¸t triÓn sinh khèi nhiÒu. NÕu 
gi¶m tû lÖ gièng sÏ dÉn ®Õn hÖ sîi nÊm sinh 
tr−ëng ë d¹ng bμo tö vμ gi¶m hiÖu suÊt h×nh 
thμnh enzyme. XÐt môc ®Ých t¹o mèc gièng 
th× kh¶ n¨ng sinh bμo tö ph¶i nhiÒu ®Ó ®¶m 
b¶o r»ng khi sö dông gièng khëi ®éng cho 
c¸c s¶n phÈm lªn men, chØ sö dông mét 
l−îng cμng Ýt cμng tèt, v× vËy møc tû lÖ gièng 
cÊy vμo lμ 2 ml hçn dÞch (2.107 bμo tö/ml) cho 
100 g nguyªn liÖu ë c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo 
®· ®−îc chän. 

3.5. ¶nh h−ëng cña møc ®é tho¸ng khÝ 

 

NÊm mèc lμ lo¹i vi sinh vËt h« hÊp hiÕu 
khÝ, v× thÕ møc ®é tho¸ng khÝ lμ mét trong 
nh÷ng ¶nh h−ëng quan träng tíi sù ph¸t 
triÓn cña chóng. 

Theo sè liÖu b¶ng 5, ®é dμy líp nguyªn 
liÖu kh¸c nhau th× kh¶ n¨ng sinh bμo tö vμ 
kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym cña nÊm mèc 
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings 
lμ kh¸c nhau ë møc ý nghÜa α = 0,05. Kh¶ 
n¨ng sinh bμo tö vμ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 
enzym cao nhÊt khi nu«i cÊy ®é dμy líp 
nguyªn liÖu lμ 2 cm (5,28.108 bt/g; 0,421 U/g). 
Ho¹t ®é enzym thÊp nhÊt khi nu«i cÊy ë ®é 
dμy 4 cm (2,64.108 bt/g, 0,212 U/g). §é dμy 
líp nguyªn liÖu cμng máng th× diÖn tÝch mÆt 
tho¸ng cμng lín vμ ng−îc l¹i. MÆt tho¸ng 
réng th× sù tiÕp xóc cña nÊm mèc víi m«i 
tr−êng kh«ng khÝ cμng cao, sù hÊp thô oxy 
cμng lín, sù trao ®æi chÊt diÔn ra cμng m¹nh, 
s¶n phÈm t¹o ra cμng nhiÒu. V× vËy ®é dμy 
nguyªn liÖu 2 cm rÊt thÝch hîp cho nÊm mèc 
Rhizopus oryzae sinh bμo tö vμ enzym 
protease. §é dμy nguyªn liÖu nμy ®−îc lùa 
chän ®Ó dïng cho thÝ nghiÖm tiÕp theo. 

3.6. ¶nh h−ëng cña sù ®¶o trén 
Khi hÖ sîi nÊm ph¸t triÓn rÊt m¹nh trªn 

bÒ mÆt c¬ chÊt r¾n sÏ t¹o thμnh b¸nh hoÆc 
m¶ng khiÕn ®é tho¸ng khÝ trong m«i tr−êng 
gi¶m, khi cã t¸c ®éng ph¸ vì cÊu tróc hÖ sîi 
nÊm d¹ng b¸nh hoÆc m¶ng ®ã sÏ lμm thay 
®æi tr¹ng th¸i chung cña khèi nÊm mèc.  

B¶ng 5. ¶nh h−ëng cña møc ®é tho¸ng khÝ ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp 
enzyme protease vμ kh¶ n¨ng sinh bμo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went 

& Prinsen Geerlings

Độ dày lớp 
nguyên liệu 

Hoạt độ enzyme protease 
(đv/g) 

Số lượng bào tử 
(bt/g) Mô tả trạng thái mốc giống 

 
2cm 

 
0,421a 5,3.108

- Sợi nấm bắt đầu xẹp xuống, bao phủ kín toàn bộ  
 khối cơ chất 
- Bào tử đen dày phủ kín bề mặt 

 
3cm 0,391a 4,4.108 - Sợi nấm đang xẹp xuống 

- Bào tử đen rất nhiều 
 

4cm 0,217c 2,6.108 - Sợi nấm đã xẹp xuống 
- Bào tử đen lốm đốm trên bề mặt cơ chất 

 0,272b 3,1.108 - Sợi nấm màu trắng phủ kín khối cơ chất 
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5cm - Rất nhiều bào tử đen 
LSD0,05 0,027   

(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α = 5%) 

B¶ng 6. ¶nh h−ëng cña sù ®¶o trén ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease 
vμ kh¶ n¨ng sinh bμo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

CT Hoạt độ enzyme protease 
(đv/g) 

Số lượng bào tử 
(bt/g) Mô tả trạng thái mốc giống 

CT 6.1 0,115a 5,7 . 108 - Sợi nấm màu trắng bao phủ toàn bộ khối cơ chất 
- Có nhiều bào tử đen 

CT 6.2 0,477a 7,7 . 108
- Sợi nấm ngắn, màu trắng, mọc từng cụm 
- Bào tử đen mọc dày đặc phủ kín bề mặt khối cơ 
   chất 

CT 6.3 0,246a 6,8 . 108 - Hệ sợi nấm màu trắng, ngắn, thưa thớt 
- Bào tử đen lốm đốm 

LSD0,05 0,02   

(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α = 5%) 
         CT 6.1: Không đảo trộn; CT 6.2: Đảo trộn 1 lần sau 24h; CT 6.3: Đảo trộn 2 lần sau 24h và 48h 

So s¸nh 3 c«ng thøc víi c¸c møc ®é ®¶o 
trén kh¸c nhau th× kh¶ n¨ng sinh bμo tö vμ 
kh¶ n¨ng tæng hîp enzyme protease cña 
nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen 
Geerlings lμ kh«ng kh¸c nhau víi møc ý 
nghÜa α = 0,05 (B¶ng 6). Sè l−îng bμo tö vμ 
ho¹t ®é enzyme lμ cao nhÊt khi ®¶o trén 1 

lÇn ë CT 6.2 (7,68.108 bt/g; 0,477 U/g). ë CT 
6.1, khi kh«ng ®¶o trén th× sè l−îng bμo tö 
vμ ho¹t ®é enzym lμ thÊp nhÊt (5,76.108 bt/g; 
0,115U/g).  

Do cÊu t¹o hÖ sîi nÊm kh«ng ph©n 
nh¸nh, sîi nÊm khÝ sinh ph¸t triÓn dμi, ph¸t 
triÓn lan trμn, t¹o b¸nh sau mét thêi gian 
ph¸t triÓn sinh khèi. Sau 24h nu«i cÊy, hÖ 
sîi nÊm cßn ch−a ph¸t triÓn ch−a æn ®Þnh 
nªn ch−a t¹o ®é v÷ng ch¾c, v× vËy khi ®¶o 
trén sÏ ph¸ vì sù æn ®Þnh cña cÊu tróc hÖ sîi, 
sau ®ã nh÷ng sîi gÉy ®ã tiÕp tôc ph¸t triÓn 
mét pha míi nªn sÏ kÐo dμi thêi gian sinh 
tr−ëng vμ ph¸t triÓn, v× vËy sè l−îng bμo tö 
vμ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme ®−îc 

t¨ng lªn so víi khi kh«ng ®¶o trén. ë CT 6.3, 
lÇn ®¶o trén thø 2 sau 48h nu«i cÊy vμ kÕt 
thóc thÝ nghiÖm sau 54h, khi ®ã hÖ sîi nÊm 

bÞ ph¸ vì cÊu tróc lÇn thø hai nªn ch−a ®ñ 
thêi gian ®Ó nã ph¸t triÓn æn ®Þnh sang mét 
pha míi. V× vËy sè l−îng bμo tö tuy cã nhiÒu 
h¬n so víi khi kh«ng ®¶o trén nh−ng l¹i thÊp 
h¬n khi ®¶o trén 1 lÇn. ThÝ nghiÖm ®· chän 
chÕ ®é ®¶o trén 1 lÇn sau 24h nu«i mèc. 

3.7. ¶nh h−ëng cña chÕ ®é sÊy 

Gièng khëi ®éng thu ®−îc sau khi nu«i 
cÊy cã ®é Èm kho¶ng 55%, nÕu ch−a ®−îc sö 
dông ngay, th−êng ®−îc sÊy kh« ®Õn ®é Èm 
kho¶ng 8 – 10%, lo¹i bá trÊu ®ùng trong c¸c 
bao polyetylen hoÆc giÊy chèng Èm ®Ó dïng 
dÇn cho s¶n xuÊt.  

Kh¶ n¨ng sèng sãt cña bμo tö sau khi 
sÊy cao nhÊt khi chÕ phÈm ®−îc sÊy ®«ng 
kh« (25,4%) vμ thÊp nhÊt khi sÊy ë nhiÖt ®é 
50oC (6,8%) b»ng tñ sÊy th−êng (B¶ng 7). 
T−¬ng tù nh− vËy, ho¹t ®é enzym protease 
sau khi sÊy cßn l¹i cao nhÊt khi chÕ phÈm 
®−îc sÊy ë chÕ ®é sÊy ®«ng kh« (96,5%) vμ 
thÊp nhÊt khi sÊy ë 50oC b»ng tñ sÊy th−êng 
(54,3%). Khi chÕ phÈm ®−îc sÊy b»ng tñ sÊy 
th−êng ë nhiÖt ®é 40oC (83,89%) th× ho¹t ®é 
enzym sau khi sÊy cao nhÊt. Ho¹t ®é enzym 
cña chÕ phÈm khi sÊy ë c¸c møc nhiÖt ®é 
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kh¸c nhau th× kh¸c nhau cã ý nghÜa ë møc α 
= 5%. Nguyªn nh©n ë ®©y lμ do khi sÊy ®«ng 
kh«, qu¸ tr×nh sÊy ®−îc thùc hiÖn ë nhiÖt ®é 
sÊy rÊt thÊp (d−íi - 45oC) víi ¸p suÊt ch©n 

kh«ng nªn qu¸ tr×nh lμm kh« nhanh, sù biÕn 
tÝnh protein cña tÕ bμo vi sinh vËt, trong ®ã 
kÓ c¶ sù ph¸ huû cña hÖ thèng enzym cã thÓ 
coi lμ rÊt Ýt, ë møc thÊp nhÊt.  

B¶ng 7. ¶nh h−ëng cña chÕ ®é sÊy tíi  ho¹t tÝnh cña enzyme protease vμ kh¶ n¨ng 
sèng cña bμo tö  nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

Chế độ sấy Hoạt độ enzyme protease 
(% so với trước khi sấy) 

Số lượng bào tử sống 
(% so với trước khi sấy) 

Mô tả trạng thái giống khởi động 
sau khi sấy 

Sấy đông khô 
(-45oC)/15h 96,5a 25,4 

- Chế phẩm sấy xong vẫn giữ nguyên màu
  sắc của sợi nấm màu trắng. 
- Chế phẩm bông xốp, nhiều bào tử. 

40oC/24h 83,9b 19,9 

- Cơ chất cùng sợi nấm bị biến màu,  
  không giữ được màu sắc của sợi nấm 
- Chế phẩm có màu vàng, và màu đen của
   bào tử 

45oC/20h 65,9c 13,6 - Chế phẩm có màu vàng sẫm sau khi sấy 

50oC/17h 54,3d 6,8 - Chế phấm có màu sẫm hơn trước khi  
   sấy 

LSD0,05 4,0   

(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α= 5%) 

MÆt kh¸c trong qu¸ tr×nh ®«ng kh« mét 
sè lín vi sinh vËt bÞ chÕt, nh−ng tû lÖ cña vi 
sinh vËt sèng sãt cßn kho¶ng 5 – 30%, khi 
cho n−íc v« phÈm vμo vËt phÈm ®«ng kh« th× 
phôc håi ®−îc m«i tr−êng chøa vi sinh vËt, 
gi÷ nguyªn vÑn toμn bé kh¶ n¨ng sinh ph¸t 
triÓn vμ nh÷ng ®Æc tÝnh trao ®æi chÊt cña vi 
sinh vËt. Cßn khi sÊy b»ng tñ sÊy th−êng, do 
sÊy ë nhiÖt ®é cao, thêi gian sÊy kÐo dμi, sù 
ph¸ huû cña hÖ thèng enzyme cao, kh¶ n¨ng 
chÞu nhiÖt cña bμo tö còng chØ ë giíi h¹n 
nhÊt ®Þnh, nÕu v−ît qu¸ ng−ìng giíi h¹n th× 
bμo tö sÏ mÊt kh¶ n¨ng sèng.  

KÕt qu¶ ë b¶ng 7 cho thÊy r»ng khi 
gièng khëi ®éng ®−îc sÊy ë chÕ ®é sÊy ®«ng 
kh« th× ho¹t lùc enzym ®−îc b¶o tån lín nhÊt 
vμ kh¶ n¨ng sèng cña bμo tö lμ cao nhÊt. §èi 
víi tñ sÊy b×nh th−êng, ho¹t lùc enzym vμ 
kh¶ n¨ng sèng cña bμo tö ®¹t gi¸ trÞ cao 
nhÊt khi chÕ phÈm ®−îc sÊy ë nhiÖt ®é 40oC. 
NÕu kh«ng cã thiÕt bÞ sÊy ®«ng kh«, cã thÓ 
chän nhiÖt ®é sÊy lμ 40oC khi sÊy gièng khëi 
®éng b»ng tñ sÊy th−êng. 

4. KÕT LUËN  
Trªn c¬ së nh÷ng kÕt qu¶ thu ®−îc, 

nghiªn cøu ®· ®−a ra c¸c ®iÒu kiÖn nu«i cÊy 
thÝch hîp cho qu¸ tr×nh s¶n xuÊt gièng khëi 

®éng tõ nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & 
Prinsen Geerlings nh− sau: nguån c¬ chÊt 
thÝch hîp cho s¶n xuÊt gièng khëi ®éng tõ 
nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen 
Geerlings cã thÓ lμ bét ng«, bét ®Ëu t−¬ng, 
tèt nhÊt lμ bét ng«; tû lÖ phèi trén víi bét g¹o 
lμ 60/40. Nguyªn liÖu ®−îc hÊp khö trïng, 
lμm nguéi, tr¶i thμnh líp máng 2 cm, tiÕp 
gièng b»ng hçn dÞch bμo tö cã mËt ®é 2.107 
bt/ml víi tû lÖ lμ 2 ml dÞch gièng/ 100 g m«i 
tr−êng nu«i cÊy. Thêi gian nu«i cÊy lμ 54h cã 
®¶o trén 1 lÇn sau 24h. Sau khi nu«i cÊy thu 
®−îc chÕ phÈm th«, nh»m b¶o toμn ho¹t lùc 
enzym vμ bμo tö sèng cña gièng khëi ®éng 
nªn sÊy ®«ng kh« (-450C) hoÆc ë 400C b»ng 
tñ sÊy th−êng ®Õn khi ®¹t ®é Èm lμ 10%. 
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TÓM TẮT


Giống khởi động là nguồn cung cấp vi sinh vật thuần chủng để sản xuất các sản phẩm lên men truyền thống ổn định chất lượng và đảm bảo an toàn. Trong giống khởi động có chứa các bào tử nấm mốc và hệ các enzyme thuỷ phân được tạo thành trong quá trình nấm mốc sinh trưởng. Thí nghiệm đã xác định được các điều kiện nuôi cấy thích hợp cho sự tạo thành thành bào tử và sinh tổng hợp enzym protease của nấm mốc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings nhằm xây dựng quy trình sản xuất giống khởi động phục vụ cho sản xuất chao. Cụ thể là đã xác định được nguồn cơ chất thích hợp cho sản xuất giống khởi động từ nấm mốc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings là bột ngô hoặc bột đậu tương; tỷ lệ phối trộn với bột gạo là 60/40. Nguyên liệu được hấp khử trùng, làm nguội, trải thành lớp mỏng 2 cm, tiếp giống bằng hỗn dịch bào tử có mật độ 2.107 bt/ml với tỷ lệ là 2 ml dịch giống/ 100 g môi trường nuôi cấy. Thời gian nuôi cấy là 54 h có đảo trộn 1 lần sau 24h. Sau khi nuôi cấy thu được chế phẩm thô, nhằm bảo toàn hoạt lực enzym và bào tử sống của giống khởi động nên sấy đông khô (-450C) hoặc ở 40oC bằng tủ sấy thường đến khi đạt độ ẩm là 10%.


Từ khóa: Giống khởi động, nấm mốc, Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings.


SUMMARY


A starter culture is a source of pure microorganisms used to produce traditional fermented products of high quality, stability, and safety. The starter culture contains spores and hydrolysis enzymes produced during mold growth. This work was conducted to determine the appropriate cultural growth conditions for Rhizopus oryzae and biosynthesis of the protease enzymes, and then set up a manufacturing process for the starter culture which can be used to produce the fermented product from tofu. The microorganism was most successfully cultured with corn or soybean meal and rice flour in a 60/40 ratio. The flour mixture was autoclaved, spread to a height of 2 cm followed by the addition of the spore suspension with a density of 2.107 bt/ml at a rate of 2 ml of spores/100 g culture medium. Incubation lasted 54 h with a turning at 24h. After incubation, spores and enzymes were preserved through freeze drying (-45°C) or oven drying (40°C) until a moisture of 10% was reached.


Key words: Mold, Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings, starter culture. 

1. §ÆT VÊN §Ò


ë ViÖt Nam, c¸c s¶n phÈm thùc phÈm lªn men chñ yÕu ®­îc s¶n xuÊt b»ng kü thuËt lªn men truyÒn thèng, sö dông c¸c vi sinh vËt cã s½n trong tù nhiªn nªn rÊt dÔ bÞ nhiÔm t¹p c¸c vi sinh vËt kh«ng mong muèn, ®Æc biÖt lµ c¸c lo¹i nÊm mèc sinh ®éc tè g©y nguy hiÓm cho ng­êi sö dông (NguyÔn H÷u Phóc, 1998). Do ®ã, viÖc nghiªn cøu ®Ó sö dông c¸c chñng nÊm mèc thuÇn chñng vµo s¶n xuÊt c¸c s¶n phÈm lªn men truyÒn thèng ë n­íc ta lµ rÊt cÇn thiÕt.


Tõ mét l­îng nhá mèc gièng ban ®Çu qua qu¸ tr×nh nh©n gièng ng­êi ta sÏ thu ®­îc “gièng khëi ®éng”. Gièng khëi ®éng cßn ®­îc gäi lµ “mèc gièng” hay “hoa mèc”. Môc ®Ých chÝnh cña qu¸ tr×nh s¶n xuÊt gièng khëi ®éng lµ t¹o ®iÒu kiÖn thuËn lîi cho nÊm mèc sinh tr­ëng vµ ph¸t triÓn trªn c¬ chÊt ®Ó lµm nguån cung cÊp vi sinh vËt cho qu¸ tr×nh s¶n xuÊt sau nµy. Ngoµi ra trong gièng khëi ®éng cßn cã mét l­îng c¸c enzym nhÊt ®Þnh mµ nÊm mèc sinh tæng hîp ®­îc trong qu¸ tr×nh ph¸t triÓn, do ®ã gièng khëi ®éng cßn ®ãng vai trß quan träng trong viÖc thuû ph©n tinh bét vµ protein cña nguyªn liÖu, cung cÊp c¸c chÊt dinh d­ìng cÇn thiÕt cho sù sinh tr­ëng cña vi sinh vËt vµ t¹o h­¬ng cho s¶n phÈm cuèi cïng. 


Tuú thuéc vµo mçi lo¹i s¶n phÈm mµ ng­êi ta sö dông c¸c lo¹i gièng khëi ®éng ®­îc s¶n xuÊt tõ c¸c lo¹i nÊm mèc kh¸c nhau. §Ó s¶n xuÊt chao (®Ëu phô lªn men) ng­êi ta sö dông gièng khëi ®éng lµm tõ nÊm mèc Mucor, Rhizopus, Actionomucor… v× c¸c gièng nÊm mèc nµy cã mµu tr¾ng ®ôc, tr¾ng ngµ kh«ng lµm ¶nh h­ëng tíi mµu s¾c cña s¶n phÈm; hÖ sîi nÊm m¶nh nh­ng dµi cã kh¶ n¨ng t¹o thµnh mét líp mµng máng xung quanh miÕng ®Ëu chao, cã t¸c dông gi÷ h×nh d¸ng miÕng chao tèt (NguyÔn H÷u Phóc, 1998); cã kh¶ n¨ng sinh enzym protease; chØ h×nh thµnh bµo tö sau mét kho¶ng thêi gian nu«i cÊy nhÊt ®Þnh…


ThÝ nghiÖm nµy ®­îc tiÕn hµnh nh»m x¸c ®Þnh c¸c ®iÒu kiÖn nu«i cÊy thÝch hîp ®Ó s¶n xuÊt ra gièng khëi ®éng tèt tõ nÊm mèc Rhizopus  oryzae Went & Prinsen Geerlings nh»m phôc vô cho qu¸ tr×nh s¶n xuÊt chao.


2. VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P 
      NGHI£N CøU


VËt liÖu


Chñng nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings ®· ®­îc ph©n lËp tõ ®Ëu t­¬ng thèi háng vµ b¸nh men, sau ®ã ®­îc ®Þnh danh b»ng ph­¬ng ph¸p sinh häc ph©n tö t¹i Phßng thÝ nghiÖm vÒ NÊm häc, Tr­êng §¹i häc Catholique de Louvain, V­¬ng quèc BØ (MUCL). 


Bè trÝ thÝ nghiÖm


Sö dông ph­¬ng ph¸p thay ®æi mét nh©n tè, c¸c nh©n tè kh¸c gi÷ nguyªn, sau khi chän ®­îc gi¸ trÞ thÝch hîp cña nh©n tè ®ã th× gi¸ trÞ nµy ®­îc sö dông cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo. 


C¸c thÝ nghiÖm ®­îc bè trÝ ®Ó nghiªn cøu ¶nh h­ëng cña c¸c yÕu tè nh­ nguån nguyªn liÖu, møc ®é tho¸ng khÝ, thêi gian nu«i cÊy, tû lÖ gièng nÊm mèc cÊy vµo, sù ®¶o trén trong qu¸ tr×nh nu«i, chÕ ®é sÊy... ®Õn ho¹t tÝnh, nh»m x¸c ®Þnh c¸c ®iÒu kiÖn nu«i cÊy thÝch hîp. §iÒu kiÖn tiÕn hµnh thÝ nghiÖm ban ®Çu lµ 100 g c¬ chÊt ®­îc khö trïng vµ lµm chÝn cã ®é Èm 55% tr¶i thµnh líp máng 3 cm trªn khay inox, ®­îc lµm nguéi vµ tiÕp gièng b»ng c¸ch dïng xylanh hót 2 ml hçn dÞch bµo tö gièng (2.107 bµo tö/ml) råi phun ®Òu lªn líp nguyªn liÖu, nhiÖt ®é nu«i cÊy lµ 300C, thêi gian nu«i cÊy lµ 48h, kh«ng ®¶o trén. ThÝ nghiÖm nghiªn cøu ¶nh h­ëng cña nguån c¬ chÊt ®èi víi kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym protease vµ kh¶ n¨ng sinh bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings ®­îc tiÕn hµnh trªn bèn lo¹i m«i tr­êng kh¸c nhau lµ bét g¹o, bét s¾n, bét ®Ëu t­¬ng vµ bét ng«, c¸c lo¹i bét ®­îc bæ sung 15% trÊu nh»m t¹o ®é tho¸ng khÝ.


§Ó nghiªn cøu ¶nh h­ëng cña thêi gian ®Õn kh¶ n¨ng tæng hîp enzyme protease vµ kh¶ n¨ng h×nh thµnh bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings thÝ nghiÖm nu«i cÊy chñng nµy trong nh÷ng kho¶ng thêi gian kh¸c nhau t­¬ng øng lµ 36h, 42h, 48h, 54h, 60h.


ThÝ nghiÖm x¸c ®Þnh ¶nh h­ëng cña tû lÖ gièng cÊy vµo ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease vµ kh¶ n¨ng t¹o bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings ®­îc tiÕn hµnh cÊy nÊm mèc nµy víi l­îng gièng mèc cÊy vµo kh¸c nhau lÇn l­ît lµ 1ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml hçn dÞch bµo tö nÊm mèc (2.107 bµo tö/ml)/100 g c¬ chÊt. 


ThÝ nghiÖm vÒ ¶nh h­ëng cña møc ®é tho¸ng khÝ trong m«i tr­êng nu«i cÊy r¾n ®Õn kh¶ n¨ng sinh bµo tö vµ tæng hîp enzym protease cña nÊm mèc Rhizopus oryzae ®­îc tiÕn hµnh b»ng c¸ch nu«i chñng nµy trªn c¸c líp m«i tr­êng cã ®é dµy kh¸c nhau lÇn l­ît lµ 2 cm, 3 cm, 4 cm, 5 cm.


ThÝ nghiÖm vÒ ¶nh h­ëng cña chÕ ®é sÊy ®­îc tiÕn hµnh víi 4 c«ng thøc, mét c«ng thøc ë chÕ ®é sÊy ®«ng kh« vµ 3 c«ng thøc ë tñ sÊy víi c¸c møc nhiÖt ®é kh¸c nhau, sÊy ®Õn khi mÉu ®¹t ®é Èm 10%. Mçi lÇn sÊy 2 kg chÕ phÈm ­ít.


C¸c chØ tiªu theo dâi: Ho¹t ®é enzym protease, sè l­îng bµo tö vµ tr¹ng th¸i hÖ sîi nÊm mèc.


Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu


Sö dông ph­¬ng ph¸p Anson c¶i tiÕn ®Ó x¸c ®Þnh ho¹t lùc cña enzyme protease trong chÕ phÈm enzyme th« (Lª Thanh Mai vµ cs., 2005). X¸c ®Þnh sè l­îng bµo tö cña nÊm mèc b»ng ph­¬ng ph¸p trùc tiÕp b»ng buång ®Õm Goriaev – Thom (NguyÔn Thµnh §¹t vµ cs., 1990). X¸c ®Þnh sè l­îng bµo tö sèng b»ng ph­¬ng ph¸p gi¸n tiÕp: nu«i vµ ®Õm sè khuÈn l¹c trªn m«i tr­êng PDA (NguyÔn Thµnh §¹t vµ cs., 1990). 


3. KÕT QU¶ Vµ TH¶O LUËN


3.1. ¶nh h­ëng cña nguån c¬ chÊt c¶m
        øng ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp
        enzyme protease vµ kh¶ n¨ng sinh
        bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae
        Went & Prinsen Geerlings


Enzym protease lµ enzym c¶m øng ®iÓn h×nh cña nÊm mèc nãi chung vµ cña Rhizopus nãi riªng. Nguån c¬ chÊt c¶m øng tèt nhÊt cña enzym protease lµ c¸c nguån nit¬ h÷u c¬ nh­ bét ng«, bét mú, bét ®Ëu t­¬ng… 


Sè liÖu b¶ng 1 cho thÊy r»ng kh¶ n¨ng sinh enzym protease cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings khi nu«i cÊy trªn m«i tr­êng bét ng«  ë CT 1.4 lµ cao nhÊt (2,58 ®v/g) vµ thÊp nhÊt khi nu«i cÊy trªn m«i tr­êng bét s¾n ë CT 1.2 (0,76 ®v/g). §ã lµ do protease lµ enzym ®­îc tæng hîp víi c¬ chÊt c¶m øng lµ nguån nit¬ h÷u c¬, bét ®Ëu t­¬ng vµ bét ng« cã hµm l­îng protein cao h¬n so víi g¹o vµ bét s¾n nªn l­îng enzym protease t¹o thµnh cao h¬n.

VÒ kh¶ n¨ng sinh bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings: khi nu«i cÊy trªn m«i tr­êng bét ng« ë CT 1.4 lµ cao nhÊt (3,23.107 bt/g) vµ thÊp nhÊt khi nu«i cÊy trªn m«i tr­êng bét s¾n (1,60.107 bt/g). Nh­ vËy, m«i tr­êng bét ng« vµ bét ®Ëu t­¬ng ®Òu lµ nh÷ng m«i tr­êng thÝch hîp cho sù sinh tæng hîp enzym protease cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings. Tuy nhiªn, xÐt vÒ tÝnh th«ng dông vµ môc ®Ých cña mèc gièng lµ t¹o ra nhiÒu bµo tö nªn nghiªn cøu nµy ®· chän bét ng« lµ nguån c¬ chÊt cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo.


B¶ng 1. ¶nh h­ëng cña nguån c¬ chÊt ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease
vµ kh¶ n¨ng sinh bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

		CT

		Hoạt độ enzym protease (đv/g)

		Số lượng bào tử (bt/g)

		Mô tả trạng thái hệ mốc giống



		CT 1.1

		0,88c

		1,98.107

		- Hệ sợi nấm bao phủ kín hạt cơm


- Sợi nấm có màu trắng


- Đã xuất hiện bào tử



		CT 1.2

		0,72c

		1,60.107

		- Hệ sợi nấm ngắn, màu trắng


- Chưa bao phủ hết bề mặt cơ chất.


- Bào tử xuất hiện rất ít



		CT 1.3

		1,76 b

		2,66.107

		- Hệ sợi nấm bao phủ toàn bộ bề mặt cơ chất


- Sợi nấm mọc dài, có màu trắng


- Có xuất hiện bào tử đen



		CT 1.4

		2,58a

		3,23.107

		- Hệ sợi nấm bao phủ toàn bộ bề mặt cơ chất


- Sợi nấm dài màu trắng


- Bào tử đen xuất hiện nhiều



		LSD0,05

		0,23

		

		





(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α = 5%)
         CT1.1: Bột gạo; CT1.2: Bột sắn; CT1.3: Bột đậu tương: CT1.4: Bột ngô;


3.2. ¶nh h­ëng cña tû lÖ nguyªn liÖu


Kh¶ n¨ng tæng hîp sinh khèi cña vi sinh vËt kh«ng nh÷ng phô thuéc vµo mçi nguån nit¬ mµ cßn phô thuéc vµo c¶ tû lÖ cacbon vµ nit¬ trong m«i tr­êng. Tû lÖ nµy thÝch hîp sÏ t¹o cho nÊm mèc kh¶ n¨ng trao ®æi chÊt, kh¶ n¨ng tÝch tô cao c¸c s¶n phÈm sinh tæng hîp vµ ®Æc biÖt lµ sinh bµo tö cao. Do ®ã, ë thÝ nghiÖm nµy, bét g¹o vµ bét ng« ®­îc phèi trén theo c¸c tû lÖ kh¸c nhau (B¶ng 2).


Sè liÖu cho thÊy, kh¶ n¨ng sinh bµo tö vµ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease khi nu«i cÊy trªn m«i tr­êng ë c«ng thøc 2.1 lµ cao nhÊt (4,34.107 bt/g vµ 3,65 U/g) vµ Ýt nhÊt khi nu«i cÊy trªn m«i tr­êng ë c«ng thøc 2.3 (2,78.107  bt/g vµ 1,56 U/g). KÕt qu¶ thÝ nghiÖm chØ ra m«i tr­êng nu«i cÊy víi tû lÖ 40% bét g¹o vµ 60% bét ng« lµ m«i tr­êng thÝch hîp nhÊt cho sù sinh bµo tö vµ kh¶ n¨ng tæng hîp enzym protease cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings.

3.3. ¶nh h­ëng cña thêi gian nu«i cÊy


KÕt qu¶ cho thÊy sau 36h nu«i mèc, kh¶ n¨ng sinh enzym protease cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings cao nhÊt (2,47 ®v/g) vµ thÊp nhÊt ë 60h (0,62


®v/g). Thêi gian nu«i mèc cµng kÐo dµi th× ho¹t ®é enzyme trong khèi nguyªn liÖu gi¶m nh­ng ng­îc l¹i th× kh¶ n¨ng sinh bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings l¹i t¨ng. Sè l­îng bµo tö t¨ng m¹nh tõ giê thø 36 ®Õn giê thø 48, tõ giê thø 54 trë ®i th× sè l­îng bµo tö t¨ng chËm l¹i. Trong giai ®o¹n ®Çu qu¸ tr×nh sinh tr­ëng cña nÊm mèc (36h ®Çu tiªn), nÊm mèc sÏ thuû ph©n c¸c nguån c¬ chÊt ®Ó tÝch luü sinh khèi vµ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym protease lµ cao nhÊt (B¶ng 3). Khi thêi gian cµng kÐo dµi th× ho¹t ®é cña enzym protease cµng gi¶m v× lóc nµy nÊm mèc ®· chuyÓn sang giai ®o¹n sinh bµo tö nh­ng sè l­îng bµo tö chØ t¨ng nhanh ®Õn mét giíi h¹n nµo ®ã råi ch÷ng l¹i. §©y lµ qu¸ tr×nh s¶n xuÊt mèc gièng nªn kh¶ n¨ng sinh bµo tö lµ môc ®Ých chÝnh, v× thÕ cÇn quan t©m ®Õn sè l­îng bµo tö nhiÒu h¬n kh¶ n¨ng sinh enzym protease. Sè l­îng bµo tö chªnh nhau kh«ng nhiÒu gi÷a 2 thêi ®iÓm 54h vµ 60h nªn cã thÓ kÕt thóc thêi gian nu«i mèc ë giê thø 54 hay giê thø 60 ®Òu thÝch hîp. Tuy nhiªn, trong s¶n xuÊt th× ph¶i quan t©m tÝnh kinh tÕ, ®Ó gi¶m chi phÝ s¶n xuÊt, møc thêi gian lµ 54h ®­îc chän cho c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo.


B¶ng 2. ¶nh h­ëng cña tû lÖ nguyªn liÖu ®Õn kh¶ n¨ng sinh bµo tö vµ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings


		CT

		Hoạt độ enzym protease (đv/g)

		Số lượng bào tử
(bt/g)

		Mô tả trạng thái mốc giống



		CT2.1

		3,65a

		4,34.107

		- Hệ sợi nấm dài, màu trắng bao phủ toàn bộ cơ chất


- Có bào tử đen



		CT2.2

		1,95a

		3,62.107

		- Hệ sợi nấm không phát triển cao nữa, đã bắt đầu
   xẹp xuống


- Xuất hiện bào tử đen



		CT2.3

		1,56b

		2,78.107

		- Sợi nấm màu trắng, bao phủ kín bề mặt cơ chất


- Có bào tử đen



		LSD0,05

		0,85

		

		





(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α = 5%)
          CT2.1: (40% bột gạo : 60% bột ngô) ; CT2.2: (50% bột gạo : 50% bột ngô) ; CT2.3: (60% bột gạo : 40% bột ngô). 

B¶ng 3. ¶nh h­ëng cña thêi gian nu«i cÊy ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease vµ kh¶ n¨ng sinh bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

		Thời gian nuôi mốc

		Hoạt độ enzym protease
(đv/g)

		Số lượng bào tử
(bt/g)

		Mô tả trạng thái mốc giống



		36h

		2,47a

		3,55.107

		- Sợi nấm bao phủ toàn bộ khối cơ chất


- Sợi nấm phát triển dài, màu trắng


- Đã xuất hiện bào tử



		42h

		1,92b

		5,20.107

		- Sợi nấm bao phủ toàn bộ khối cơ chất thành
   dạng bánh


- Sợi nấm dài, màu trắng


- Bào tử màu đen xuất hiện nhiều



		48h

		1,05c

		7,93.107

		- Sợi nấm bông xốp, màu trắng, bao phủ kín
   cơ chất


- Bào tử đen xuất hiện nhiều



		54h

		0,65d

		22,5.107

		- Sợi nấm không phát triển cao nữa


- Đã có hiện tượng xẹp xuống


- Bào tử đen xuất hiện rất nhiều.



		60h

		0,62d

		27,8.107

		- Sợi nấm xẹp xuống.


- Bào tử xuất hiện rất nhiều tạo thành lớp màu đen 
   trên bề mặt cơ chất.



		LSD0,05

		0,17

		

		





(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α = 5%)


B¶ng 4. ¶nh h­ëng cña tû lÖ gièng cÊy ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym protease vµ kh¶ n¨ng sinh bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings


		Tỷ lệ
giống cấy

		Hoạt độ enzyme protease
(đv/g)

		Số lượng bào tử
(bt/g)

		Mô tả trạng thái  mốc giống



		1 ml

		0,436d

		7,63.107

		- Sợi nấm bắt đầu xẹp xuống.


- Sợi nấm bao phủ toàn bộ khối cơ chất, 
   có màu trắng


- Nhiều bào tử đen xuất hiện



		2 ml

		0,681c

		32,3.107

		- Sợi nấm bao phủ kín khối cơ chất


- Sợi nấm bắt đầu xẹp xuống


- Có rất nhiều bào tử đen



		3 ml

		0.699b

		27,3.107

		- Sợi nấm bao phủ toàn bộ khối cơ chất


- Sợi nấm có hiện tượng xẹp xuống


- Bào tử đen xuât hiện



		4 ml

		1,203a

		6,23.107

		- Sợi nấm xẹp xuống, có màu trắng


- Bào tử xuất hiện ít hơn



		LSD0,05

		0,018

		

		





(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α =5%)
         Mật độ bào tử trong giống cấy vào là 2.107 bt/ml.


3.4. ¶nh h­ëng cña tû lÖ gièng cÊy


KÕt qu¶ b¶ng 4 cho thÊy, ë c¸c tû lÖ gièng cÊy vµo kh¸c nhau th× kh¶ n¨ng sinh bµo tö cña nÊm mèc còng kh¸c nhau. Khi tû lÖ gièng cÊy vµo m«i tr­êng t¨ng tõ 1- 2 ml th× kh¶ n¨ng sinh bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings t¨ng, nÕu tiÕp tôc t¨ng tû lÖ gièng cÊy lªn 3 – 4 ml th× kh¶ n¨ng sinh bµo tö b¾t ®Çu cã xu h­íng gi¶m dÇn. Bªn c¹nh ®ã th× ho¹t lùc cña enzym protease l¹i t¨ng dÇn khi tû lÖ gièng cÊy vµo cµng nhiÒu. Ho¹t lùc enzym protease cao nhÊt khi tû lÖ gièng cÊy vµo 4 ml (1,203 ®v/g) vµ thÊp nhÊt khi ë 1 ml gièng cÊy vµo m«i tr­êng nu«i cÊy (0,436 ®v/g). Cã thÓ gi¶i thÝch kÕt qu¶ nµy do khi ®­a vµo m«i tr­êng nu«i cÊy tû lÖ gièng cµng cao th× nÊm mèc ph¸t triÓn hÖ sîi nÊm, kÕt thµnh b¸nh vµ ph¸t triÓn sinh khèi nhiÒu. NÕu gi¶m tû lÖ gièng sÏ dÉn ®Õn hÖ sîi nÊm sinh tr­ëng ë d¹ng bµo tö vµ gi¶m hiÖu suÊt h×nh thµnh enzyme. XÐt môc ®Ých t¹o mèc gièng th× kh¶ n¨ng sinh bµo tö ph¶i nhiÒu ®Ó ®¶m b¶o r»ng khi sö dông gièng khëi ®éng cho c¸c s¶n phÈm lªn men, chØ sö dông mét l­îng cµng Ýt cµng tèt, v× vËy møc tû lÖ gièng cÊy vµo lµ 2 ml hçn dÞch (2.107 bµo tö/ml) cho 100 g nguyªn liÖu ë c¸c thÝ nghiÖm tiÕp theo ®· ®­îc chän.


3.5. ¶nh h­ëng cña møc ®é tho¸ng khÝ

NÊm mèc lµ lo¹i vi sinh vËt h« hÊp hiÕu khÝ, v× thÕ møc ®é tho¸ng khÝ lµ mét trong nh÷ng ¶nh h­ëng quan träng tíi sù ph¸t triÓn cña chóng.


Theo sè liÖu b¶ng 5, ®é dµy líp nguyªn liÖu kh¸c nhau th× kh¶ n¨ng sinh bµo tö vµ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings lµ kh¸c nhau ë møc ý nghÜa ( = 0,05. Kh¶ n¨ng sinh bµo tö vµ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzym cao nhÊt khi nu«i cÊy ®é dµy líp nguyªn liÖu lµ 2 cm (5,28.108 bt/g; 0,421 U/g). Ho¹t ®é enzym thÊp nhÊt khi nu«i cÊy ë ®é dµy 4 cm (2,64.108 bt/g, 0,212 U/g). §é dµy líp nguyªn liÖu cµng máng th× diÖn tÝch mÆt tho¸ng cµng lín vµ ng­îc l¹i. MÆt tho¸ng réng th× sù tiÕp xóc cña nÊm mèc víi m«i tr­êng kh«ng khÝ cµng cao, sù hÊp thô oxy cµng lín, sù trao ®æi chÊt diÔn ra cµng m¹nh, s¶n phÈm t¹o ra cµng nhiÒu. V× vËy ®é dµy nguyªn liÖu 2 cm rÊt thÝch hîp cho nÊm mèc Rhizopus oryzae sinh bµo tö vµ enzym protease. §é dµy nguyªn liÖu nµy ®­îc lùa chän ®Ó dïng cho thÝ nghiÖm tiÕp theo.


3.6. ¶nh h­ëng cña sù ®¶o trén

Khi hÖ sîi nÊm ph¸t triÓn rÊt m¹nh trªn bÒ mÆt c¬ chÊt r¾n sÏ t¹o thµnh b¸nh hoÆc m¶ng khiÕn ®é tho¸ng khÝ trong m«i tr­êng gi¶m, khi cã t¸c ®éng ph¸ vì cÊu tróc hÖ sîi nÊm d¹ng b¸nh hoÆc m¶ng ®ã sÏ lµm thay ®æi tr¹ng th¸i chung cña khèi nÊm mèc. 


		B¶ng 5. ¶nh h­ëng cña møc ®é tho¸ng khÝ ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp
enzyme protease vµ kh¶ n¨ng sinh bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went
& Prinsen Geerlings


Độ dày lớp nguyên liệu

		Hoạt độ enzyme protease
(đv/g)

		Số lượng bào tử (bt/g)

		Mô tả trạng thái mốc giống



		2cm




		0,421a

		5,3.108

		- Sợi nấm bắt đầu xẹp xuống, bao phủ kín toàn bộ  
 khối cơ chất


- Bào tử đen dày phủ kín bề mặt



		3cm

		0,391a

		4,4.108

		- Sợi nấm đang xẹp xuống


- Bào tử đen rất nhiều



		4cm

		0,217c

		2,6.108

		- Sợi nấm đã xẹp xuống


- Bào tử đen lốm đốm trên bề mặt cơ chất



		5cm

		0,272b

		3,1.108

		- Sợi nấm màu trắng phủ kín khối cơ chất


- Rất nhiều bào tử đen



		LSD0,05

		0,027

		

		





(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α = 5%)


B¶ng 6. ¶nh h­ëng cña sù ®¶o trén ®Õn kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme protease vµ kh¶ n¨ng sinh bµo tö cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings


		CT

		Hoạt độ enzyme protease
(đv/g)

		Số lượng bào tử
(bt/g)

		Mô tả trạng thái mốc giống



		CT 6.1

		0,115a

		5,7 . 108

		- Sợi nấm màu trắng bao phủ toàn bộ khối cơ chất


- Có nhiều bào tử đen



		CT 6.2

		0,477a

		7,7 . 108

		- Sợi nấm ngắn, màu trắng, mọc từng cụm


- Bào tử đen mọc dày đặc phủ kín bề mặt khối cơ
   chất



		CT 6.3

		0,246a

		6,8 . 108

		- Hệ sợi nấm màu trắng, ngắn, thưa thớt


- Bào tử đen lốm đốm



		LSD0,05

		0,02

		

		





(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α = 5%)
         CT 6.1: Không đảo trộn; CT 6.2: Đảo trộn 1 lần sau 24h; CT 6.3: Đảo trộn 2 lần sau 24h và 48h


So s¸nh 3 c«ng thøc víi c¸c møc ®é ®¶o trén kh¸c nhau th× kh¶ n¨ng sinh bµo tö vµ kh¶ n¨ng tæng hîp enzyme protease cña nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings lµ kh«ng kh¸c nhau víi møc ý nghÜa ( = 0,05 (B¶ng 6). Sè l­îng bµo tö vµ ho¹t ®é enzyme lµ cao nhÊt khi ®¶o trén 1 lÇn ë CT 6.2 (7,68.108 bt/g; 0,477 U/g). ë CT 6.1, khi kh«ng ®¶o trén th× sè l­îng bµo tö vµ ho¹t ®é enzym lµ thÊp nhÊt (5,76.108 bt/g; 0,115U/g). 


Do cÊu t¹o hÖ sîi nÊm kh«ng ph©n nh¸nh, sîi nÊm khÝ sinh ph¸t triÓn dµi, ph¸t triÓn lan trµn, t¹o b¸nh sau mét thêi gian ph¸t triÓn sinh khèi. Sau 24h nu«i cÊy, hÖ sîi nÊm cßn ch­a ph¸t triÓn ch­a æn ®Þnh nªn ch­a t¹o ®é v÷ng ch¾c, v× vËy khi ®¶o trén sÏ ph¸ vì sù æn ®Þnh cña cÊu tróc hÖ sîi, sau ®ã nh÷ng sîi gÉy ®ã tiÕp tôc ph¸t triÓn mét pha míi nªn sÏ kÐo dµi thêi gian sinh tr­ëng vµ ph¸t triÓn, v× vËy sè l­îng bµo tö vµ kh¶ n¨ng sinh tæng hîp enzyme ®­îc t¨ng lªn so víi khi kh«ng ®¶o trén. ë CT 6.3, lÇn ®¶o trén thø 2 sau 48h nu«i cÊy vµ kÕt thóc thÝ nghiÖm sau 54h, khi ®ã hÖ sîi nÊm bÞ ph¸ vì cÊu tróc lÇn thø hai nªn ch­a ®ñ thêi gian ®Ó nã ph¸t triÓn æn ®Þnh sang mét pha míi. V× vËy sè l­îng bµo tö tuy cã nhiÒu h¬n so víi khi kh«ng ®¶o trén nh­ng l¹i thÊp h¬n khi ®¶o trén 1 lÇn. ThÝ nghiÖm ®· chän chÕ ®é ®¶o trén 1 lÇn sau 24h nu«i mèc.


3.7. ¶nh h­ëng cña chÕ ®é sÊy

Gièng khëi ®éng thu ®­îc sau khi nu«i cÊy cã ®é Èm kho¶ng 55%, nÕu ch­a ®­îc sö dông ngay, th­êng ®­îc sÊy kh« ®Õn ®é Èm kho¶ng 8 – 10%, lo¹i bá trÊu ®ùng trong c¸c bao polyetylen hoÆc giÊy chèng Èm ®Ó dïng dÇn cho s¶n xuÊt. 


Kh¶ n¨ng sèng sãt cña bµo tö sau khi sÊy cao nhÊt khi chÕ phÈm ®­îc sÊy ®«ng kh« (25,4%) vµ thÊp nhÊt khi sÊy ë nhiÖt ®é 50oC (6,8%) b»ng tñ sÊy th­êng (B¶ng 7). T­¬ng tù nh­ vËy, ho¹t ®é enzym protease sau khi sÊy cßn l¹i cao nhÊt khi chÕ phÈm ®­îc sÊy ë chÕ ®é sÊy ®«ng kh« (96,5%) vµ thÊp nhÊt khi sÊy ë 50oC b»ng tñ sÊy th­êng (54,3%). Khi chÕ phÈm ®­îc sÊy b»ng tñ sÊy th­êng ë nhiÖt ®é 40oC (83,89%) th× ho¹t ®é enzym sau khi sÊy cao nhÊt. Ho¹t ®é enzym cña chÕ phÈm khi sÊy ë c¸c møc nhiÖt ®é kh¸c nhau th× kh¸c nhau cã ý nghÜa ë møc ( = 5%. Nguyªn nh©n ë ®©y lµ do khi sÊy ®«ng kh«, qu¸ tr×nh sÊy ®­îc thùc hiÖn ë nhiÖt ®é sÊy rÊt thÊp (d­íi - 45oC) víi ¸p suÊt ch©n kh«ng nªn qu¸ tr×nh lµm kh« nhanh, sù biÕn tÝnh protein cña tÕ bµo vi sinh vËt, trong ®ã kÓ c¶ sù ph¸ huû cña hÖ thèng enzym cã thÓ coi lµ rÊt Ýt, ë møc thÊp nhÊt. 


B¶ng 7. ¶nh h­ëng cña chÕ ®é sÊy tíi  ho¹t tÝnh cña enzyme protease vµ kh¶ n¨ng sèng cña bµo tö  nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

		Chế độ sấy

		Hoạt độ enzyme protease
(% so với trước khi sấy)

		Số lượng bào tử sống
(% so với trước khi sấy)

		Mô tả trạng thái giống khởi động
sau khi sấy



		Sấy đông khô
(-45oC)/15h

		96,5a

		25,4

		- Chế phẩm sấy xong vẫn giữ nguyên màu
  sắc của sợi nấm màu trắng.


- Chế phẩm bông xốp, nhiều bào tử.



		40oC/24h

		83,9b

		19,9

		- Cơ chất cùng sợi nấm bị biến màu, 
  không giữ được màu sắc của sợi nấm


- Chế phẩm có màu vàng, và màu đen của
   bào tử



		45oC/20h

		65,9c

		13,6

		- Chế phẩm có màu vàng sẫm sau khi sấy



		50oC/17h

		54,3d

		6,8

		- Chế phấm có màu sẫm hơn trước khi 
   sấy



		LSD0,05

		4,0

		

		





(Trong cùng một cột, các số có chữ cái giống nhau thì không khác nhau có ý nghĩa ở mức ý nghĩa α= 5%)


MÆt kh¸c trong qu¸ tr×nh ®«ng kh« mét sè lín vi sinh vËt bÞ chÕt, nh­ng tû lÖ cña vi sinh vËt sèng sãt cßn kho¶ng 5 – 30%, khi cho n­íc v« phÈm vµo vËt phÈm ®«ng kh« th× phôc håi ®­îc m«i tr­êng chøa vi sinh vËt, gi÷ nguyªn vÑn toµn bé kh¶ n¨ng sinh ph¸t triÓn vµ nh÷ng ®Æc tÝnh trao ®æi chÊt cña vi sinh vËt. Cßn khi sÊy b»ng tñ sÊy th­êng, do sÊy ë nhiÖt ®é cao, thêi gian sÊy kÐo dµi, sù ph¸ huû cña hÖ thèng enzyme cao, kh¶ n¨ng chÞu nhiÖt cña bµo tö còng chØ ë giíi h¹n nhÊt ®Þnh, nÕu v­ît qu¸ ng­ìng giíi h¹n th× bµo tö sÏ mÊt kh¶ n¨ng sèng. 


KÕt qu¶ ë b¶ng 7 cho thÊy r»ng khi gièng khëi ®éng ®­îc sÊy ë chÕ ®é sÊy ®«ng kh« th× ho¹t lùc enzym ®­îc b¶o tån lín nhÊt vµ kh¶ n¨ng sèng cña bµo tö lµ cao nhÊt. §èi víi tñ sÊy b×nh th­êng, ho¹t lùc enzym vµ kh¶ n¨ng sèng cña bµo tö ®¹t gi¸ trÞ cao nhÊt khi chÕ phÈm ®­îc sÊy ë nhiÖt ®é 40oC. NÕu kh«ng cã thiÕt bÞ sÊy ®«ng kh«, cã thÓ chän nhiÖt ®é sÊy lµ 40oC khi sÊy gièng khëi ®éng b»ng tñ sÊy th­êng.


4. KÕT LUËN 


Trªn c¬ së nh÷ng kÕt qu¶ thu ®­îc, nghiªn cøu ®· ®­a ra c¸c ®iÒu kiÖn nu«i cÊy thÝch hîp cho qu¸ tr×nh s¶n xuÊt gièng khëi ®éng tõ nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings nh­ sau: nguån c¬ chÊt thÝch hîp cho s¶n xuÊt gièng khëi ®éng tõ nÊm mèc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings cã thÓ lµ bét ng«, bét ®Ëu t­¬ng, tèt nhÊt lµ bét ng«; tû lÖ phèi trén víi bét g¹o lµ 60/40. Nguyªn liÖu ®­îc hÊp khö trïng, lµm nguéi, tr¶i thµnh líp máng 2 cm, tiÕp gièng b»ng hçn dÞch bµo tö cã mËt ®é 2.107 bt/ml víi tû lÖ lµ 2 ml dÞch gièng/ 100 g m«i tr­êng nu«i cÊy. Thêi gian nu«i cÊy lµ 54h cã ®¶o trén 1 lÇn sau 24h. Sau khi nu«i cÊy thu ®­îc chÕ phÈm th«, nh»m b¶o toµn ho¹t lùc enzym vµ bµo tö sèng cña gièng khëi ®éng nªn sÊy ®«ng kh« (-450C) hoÆc ë 400C b»ng tñ sÊy th­êng ®Õn khi ®¹t ®é Èm lµ 10%.
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