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TOM TAT

Gibéng kh&i dong 1a ngudn cung cép vi sinh vat thuan ching dé san xuét cac san pham Ién men
truyén théng 6n dinh chét lwgng va dam bao an toan. Trong giéng khéi dong c6 chira cac bao tir nAm
méc va hé cac enzyme thuy phan dwoc tao thanh trong qua trinh nAm méc sinh trwéng. Thi nghiém
da xac dinh dwoc cac diéu kién nudi ciy thich hop cho sw tao thanh thanh bao tir va sinh téng hop
enzym protease clia nAm méc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings nham xay dwng quy trinh
san xuét gibng kh&i dong phuc vu cho san xuéat chao. Cu thé 1a da xac dinh dwoc ngudn co’ chét thich
hop cho san xuét gidng khéi dong tlr nAm méc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings 1a bot ngod
hodc bat dau twong; ty 1é phéi tron véi bot gao 1a 60/40. Nguyén liéu dwoc hdp khir trung, lam ngudi,
trai thanh 1&p moéng 2 cm, tiép gidng bang hén dich bao tir cé6 mat dé 2.107 bt/ml v&i ty 1& 1a 2 ml dich
giébng/ 100 g moi trvdng nudi cay. Thoi gian nudi cly 1a 54 h c¢6 dao tron 1 1an sau 24h. Sau khi nuéi
cay thu dwoc ché phdm thd, nhdm bao toan hoat lwc enzym va bao tir song clia gidng kh&i dong nén
say dong kho (-45°C) hoic & 40°C bang ti siy thwong dén khi dat do am 13 10%.

Tir khéa: Giéng kh&i dong, nAm méc, 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 2.10” 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.
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1. DAT VAN DE

O Viet Nam, cic sén phim thuc phim
lén men chu yéu dudec san xuédt bing ky
thuat lén men truyén théng, st dung cac vi
sinh vat c6 sén trong tu nhién nén rat dé bi
nhiém tap cac vi sinh vat khéng mong mudn,
dic biét 1a cac loai nAm méc sinh doc t6 giy
nguy hiém cho ngudi st dung (Nguyén Hiiu
Phic, 1998). Do d6, viéc nghién ctu dé st
dung cac chung ndm méc thuan ching vao
san xudt cac san pham 1én men truyén théng
6 nuéc ta 1a rat can thiét.

T mot luong nhd méce gidng ban dau
qua qué trinh nhan giéng ngudi ta sé thu
dugc “giong khdi dong”. Giong khdi dong con
dude goi 1a “méc gidng” hay “hoa méc”. Muc
dich chinh ctia qué trinh san xuat gidng khdi
dong 1a tao diéu kién thuan lgi cho nd&m méc
sinh trudng va phat trién trén co chat dé lam
ngudn cung cap vi sinh vat cho qua trinh san
xudt sau nay. Ngoai ra trong giéng khdi
déng con c¢6 mot lugng cac enzym nhat dinh
ma ndm moc sinh téng hop duge trong qua
trinh phat trién, do dé giong khéi dong con
déng vai tro quan trong trong viéc thuy phan
tinh bdt va protein ciia nguyén liéu, cung cip
cac chat dinh dudng can thiét cho su sinh
trudng cta vi sinh vat va tao huong cho san
pham cubi cung.

Tuy thudc vao mdi loai sdn phidm ma
nguoi ta st dung cic loai giong khdi dong
duge san xudt tU cac loai ndm méc khac
nhau. P& san xudt chao (dau phu lén men)
nguoi ta st dung gidng khéi dong lam tu
ndm méc Mucor, Rhizopus, Actionomucor...
vi cac gibng ndm mdc nay c6 mau tring duc,
tring nga khong lam anh hudng t6i mau sic
cta san phadm; hé s¢i ndm manh nhung dai
c6 kha niang tao thanh mot 16p mang moéng
xung quanh miéng dau chao, cé tac dung gii
hinh dang miéng chao té6t (Nguyén Hitu
Phic, 1998); c6 kha n#ng sinh enzym
protease; chi hinh thanh bao ti sau mot
khoang thdi gian nudi cdy nhat dinh...

Thi nghiém nay dudc tién hanh nhim
xac dinh cac diéu kién nudi cdy thich hop dé
san xuat ra gidng khéi dong tot tit ndm méc
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings
nham phuc vu cho qué trinh san xuét chao.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP

NGHIEN CUU
Vat liéu

Chiing ndm méc Rhizopus oryzae Went
& Prinsen Geerlings da dugc phan lap tu
dau tuong thoi hong va banh men, sau dé
duge dinh danh bang phuong phap sinh hoc
phan ti tai Phong thi nghiém vé Nam hoc,
Truong Pai hoc Catholique de Louvain,
Vuong quéc Bi (MUCL).

B6 tri thi nghiém

St dung phuong phap thay d6i mot
nhan t6, cac nhan t6 khac gitt nguyén, sau
khi chon dugc gia tri thich hgp cia nhan t6
d6 thi gia tri nay dugc st dung cho cac thi
nghiém tiép theo.

Céc thi nghiém dugc b8 tri dé nghién
ctiu anh hudng cta cac yéu td nhu ngudén
nguyén liéu, mtc d6 thoang khi, théi gian
nudi cdy, ty lé gidng ndm moc cdy vao, su
dao tron trong qua trinh nudi, ché do siy...
dén hoat tinh, nhim xac dinh cac diéu kién
nudi cay thich hop. Diéu kién tién hanh thi
nghiém ban dau 1a 100 g co chit dudc khu
trung va lam chin c6 d6 &m 55% trai thanh
16p méng 3 cm trén khay inox, duge lam
ngudi va tiép giong bang cach dung xylanh
hit 2 ml hén dich bao ti gidng (2.107 bao
ti/ml) réi phun déu lén 16p nguyén liéu,
nhiét d6 nudi cay 1a 30°C, thoi gian nudi cay
12 48h, khéng dio tron. Thi nghiém nghién
ctiu anh hudng ctia ngudn co chat déi véi kha
nang sinh téng hop enzym protease va kha
ning sinh bao ti cla nidm méc Rhizopus
oryzae Went & Prinsen Geerlings dudc tién
hanh trén bon loai méi truong khic nhau la
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bot gao, bot sén, bot dau tuong va bot ngd, cac
loai bot duge bé sung 15% trau nham tao do
thoang khi.

Dé nghién ciiu dnh hudng cta thsi gian
dén kha nang téng hop enzyme protease va
kha ning hinh thanh bao ti cia ndm modc
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings
thi nghiém nubi cdy chiing nay trong nhiing
khoang thoi gian khac nhau tuong tng la
36h, 42h, 48h, 54h, 60h.

Thi nghiém xac dinh anh hudng cta ty
1é gidng cdy vao dén kha ning sinh téng hop
enzyme protease va kha ning tao bao tii cua
ndm moc Rhizopus oryzae Went & Prinsen
Geerlings dudc tién hanh cdy ndm méc nay
véi lugng gidng méc cdy vao khac nhau lan
lugt 14 1ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml hén dich bao tu
nam moéc (2.107 bao ti/ml)/100 g co chat.

Thi nghiém vé anh hudéng ctia mic do
thoang khi trong moi trudng nudi cdy rén
dén kha nang sinh bao ti va tdng hop enzym
protease ctia ndm moc Rhizopus oryzae dudc
tién hanh bang cach nudi chiing nay trén cac
16p méi trudng c6 do day khac nhau lan lugt
la 2 cm, 3 cm, 4 cm, 5 cm.

Thi nghiém vé anh hudng ctia ché do say
dugc tién hanh véi 4 cong thic, mot cong
thiic 6 ché do siy dong kho va 3 cong thiic 6
tu sy véi cac mtc nhiét do khac nhau, sy
dén khi mau dat d6 4m 10%. Mbi 1an sdy 2
kg ch& phadm uét.

Cdc chi tiéu theo doi: Hoat d6 enzym
protease, s luong bao tii va trang thai hé soi
nim méc.

Phuong phap nghién citu

St dung phuong phap Anson cai tién dé
xac dinh hoat luc ctia enzyme protease trong
ché& phdm enzyme thé (Lé Thanh Mai va cs.,
2005). Xac dinh s6 lugng bao tii ciia ndm méc
bing phuong phap truc tiép bang buéng dém
Goriaev — Thom (Nguyén Thanh Dat va cs.,
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1990). Xac dinh s6 lugng bao ti séng bang
phuong phap gian tiép: nudi va dém s6
khudn lac trén méi trusng PDA (Nguyén
Thanh Dat va cs., 1990).

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Anh huéng ctia nguén co chat cam
tng dén kha nang sinh tong hop
enzyme protease va kha nang sinh
bao t& cia nAm méc Rhizopus oryzae
Went & Prinsen Geerlings

Enzym protease 1a enzym cam tng dién
hinh cia ndm méc néi chung va cua
Rhizopus néi riéng. Nguodn co chit cam tng
té6t nhat clia enzym protease la cac nguoén
nité httu cé nhu bdt ngd, bét my, bot dau
tuong...

S6 liéu bang 1 cho thay ring kha ning
sinh enzym protease ctia ndm méc Rhizopus
oryzae Went & Prinsen Geerlings khi nudi
cdy trén moi trucng bot ngdé 6 CT 1.4 1a cao
nhat (2,58 dv/g) va thap nhat khi nubi cay
trén moi truong bot san ¢ CT 1.2 (0,76 dv/g).
D6 1a do protease 14 enzym dudc téng hop véi
co chat cam ting 14 ngudn nito hiiu co, bot
dau tuong va bot ngd c6 ham lugng protein
cao hon so véi gao va bot sin nén luong
enzym protease tao thanh cao hon.

Vé kha ning sinh bao ti ciia ndm méc
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings:
khi nuéi cdy trén moéi trusng bot ngd 6 CT
1.4 1& cao nhat (3,23.107 bt/g) va thap nhat
khi nudi cdy trén mébi trudng bot sin
(1,60.107 bt/g). Nhu vay, mdi truong bot ngbd
va bot dau tuong déu la nhiing méi trudng
thich hop cho su sinh téng hop enzym
protease cia ndm méc Rhizopus oryzae Went
& Prinsen Geerlings. Tuy nhién, xét vé tinh
thong dung va muc dich ctia méc giong 1a tao
ra nhiéu bao ti nén nghién ctu nay da chon
bot ngd 14 ngudn co chat cho cac thi nghiém
tiép theo.
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Bang 1. Anh huéng ctia ngudn co chat dén kha niang sinh tong hgp enzyme protease
va kha nang sinh bao ti ctia nAm moéc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

Hoat d6 enzym protease

Sé lwgng bao tir

CT (dvig) (bg) M6 ta trang thai hé méc giéng
- Hé sgi ndm bao pht kin hat com
CT1.1 0,88° 1,98.107 - Sgi ndm c6 mau trang
- P4 xuét hién bao to
- Hé soi ndm ngan, mau trang
CT1.2 0,72° 1,60.107 - Chwa bao phi hét bé méat co chét.
- Bao ttr xuét hién rat it
- Hé soi ndm bao phu toan bd bé mat co chat
CT1.3 1,76° 2,66.10" - Sgi ndm moc dai, cé mau trang
- C6 xuét hién bao ttr den
- Hé soi ndm bao phu toan bd bé mat co chét
CT 1.4 2,58° 3,23.107 - Soi n&m dai mau tring
- Bao ttr den xuét hién nhiéu
LSDoos 0,23

(Trong ciing mdt cdt, cdc s6 co chit cdi giong nhau thi khong khéc nhau cé Y nghia & mikc y nghia a = 5%)
CT1.1: Bot gao; CT1.2: Bot san; CT1.3: Bot dau twong: CT1.4: Bot ngo,

3.2. Anh huéng cua ty 1& nguyén liéu

Kha nang tong hop sinh khéi cta vi sinh
vat khéng nhiing phu thudc vao mdi nguon
nito ma con phu thudc vao ca ty 1& cacbon va
nito trong moi truong. Ty 1é nay thich hop sé
tao cho ndm méc kha nang trao d6i chi't, kha
nang tich tu cao cac san pham sinh tdng hop
va dac biét 1a sinh bao ti cao. Do d6, 6 thi
nghiém nay, bot gao va bot ngd duge phoi
tron theo cac ty 1é khac nhau (Bang 2).

S6 liéu cho th4y, kha nang sinh bao ti
va kha ning sinh téng hop enzyme protease
khi nudi cay trén moéi truong & cong thic 2.1
14 cao nhat (4,34.107 bt/g va 3,65 Ulg) va it
nhat khi nudi cdy trén moéi trudng 6 cong
thic 2.3 (2,78.107 bt/g va 1,56 Ulg). Két qua
thi nghiém chi ra méi trudng nudi cay véi ty
18 40% bot gao va 60% bot ngd 1a moi truong
thich hgp nhat cho su sinh bao ti va kha
nang tong hop enzym protease cia ndm méc
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings.

3.3. Anh huéng ctia thoi gian nubi cay
Két qua cho thdy sau 36h nuo6i méc, kha

ning sinh enzym protease cia nidm mdc

Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

cao nhat (2,47 dv/g) va thap nhit & 60h
(0,62

dv/g). Thoi gian nudi moéc cang kéo dai thi
hoat d6 enzyme trong khéi nguyén liéu gidm
nhung ngude lai thi kha ning sinh bao ti
cia nadm moéc Rhizopus oryzae Went &
Prinsen Geerlings lai ting. S6 luong bao tu
tdng manh ti gic thi 36 dén gic thi 48, tu
gi0 th 54 tré di thi s6 lugng bao ti ting
cham lai. Trong giai doan dau qua trinh sinh
trudng ctia ndm méc (36h dau tién), nidm
méc sé thuy phan cac nguén co chat dé tich
luj sinh khé6i va kha niang sinh téng hop
enzym protease la cao nhat (Bang 3). Khi
thoi gian cang kéo dai thi hoat do ctia enzym
protease cang giam vi lic nay ndm méc da
chuyén sang giai doan sinh bao t& nhung s6
lugng bao ti chi ting nhanh dén mot giéi
han nao dé roéi chiing lai. Pay 1a qua trinh
san xuidt moc giéng nén kha nang sinh bao
td 12 muc dich chinh, vi thé cdn quan tam
dén sé lugng bao ti nhiéu hon kha néng sinh
enzym protease. S6 lugng bao tti chénh nhau
khéng nhiéu gitia 2 thoi diém 54h va 60h
nén cé6 thé két thic thdi gian nudi moc & gio
tht 54 hay gié thi 60 déu thich hop. Tuy
nhién, trong san xuat thi phai quan tam tinh
kinh t&, dé giam chi phi san xudt, muc thoi
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gian 1a 54h dugc chon cho cac thi nghiém tiép theo.

Bang 2. Anh hudng cha ty 1€ nguyén liéu dén kha ning sinh bao ti va kha nang sinh
tong hgp enzyme protease ciia nAm méc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

Hoat d6 enzym protease Sé lwong bao to
(av/g) (bt/g)

CT2.1 3,65° 4,34.10

CT Mb ta trang thai méc gidng

- Hé sgi ndm dai, mau trdng bao phu toan bd co' chat
- Cé bao tlr den
- Hé soi ndm khong phat trién cao niva, da bat dau
CT2.2 1,95 3,62.10 xep xubng
- Xuét hién bao t&r den
b 7 - Sgi ndm mau trang, bao pha kin b& mét co chét
CT2.3 1,56 2,78.10 - C6 bao tir den

LSDo.s 0,85

(Trong ciing mot cot, cdc s6 cé chit cdi giong nhau thi khong khdc nhau c6 y nghia & mirc ¥ nghia o = 5%)
CT2.1: (40% bot gao : 60% bot ngo) ; CT2.2: (50% bt gao : 50% bot ngo) ; CT2.3: (60% bot gao : 40% bot ngo).

Bang 3. Anh huéng cta thdi gian nuéi cAy dén kha niang sinh tong hgp enzyme protease
va kha ning sinh bao ti cia ndm moc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

Thoi gie}n Hoat dd enzym protease S6 lwong bao to

nuGi méc (dvig) (bt/g) Mé ta trang thai moc giong

- Sgi ndm bao pht toan bd khdi co chat
36h 2,47° 3,55.10" - Sgi ndm phat trién dai, mau tréng
- b4 xuét hién bao to
- Soi ndm bao phi toan bd khéi co chat thanh
42h 1,02° 5,20.107 dangbanh
- Soi ndm dai, mau trang
- Bao t& mau den xuét hién nhiéu
- Sgi ndm bong xép, mau tréng, bao phd kin
48h 1,05° 7,93.10" co chét
- Bao ttr den xuét hién nhiéu
- Sgi ndm khéng phat trién cao niva
54h 0,65° 22,5.10" - D4 6 hién twong xep xudng
- Bao tir den xuét hién rat nhiéu.
- Soi ndm xep xubng.
60h 0,62° 27,8.107 - Bao ttr xu4t hién rat nhiéu tao thanh I&p mau den
trén bé mat co chéat.
LSDo.s 0,17

(Trong ciing mdt cdt, cdc s6 cé chi cdi giong nhau thi khong khéc nhau cé Y nghia & mirc y nghia a = 5%)

Bang 4. Anh huéng ctia ty 18 giong cAy dén kha ning sinh téng hgp enzym protease
va kha ning sinh bao ti cha nAm méc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

'T}’/ e Hoat d0 enzyme protease Sé lwgng bao tir .oz o a z
gibng cAy (dv/g) (btlg) M6 ta trang thai moc gidng
- Si ndm bat dau xep xubng. ]
1 ml 0,436° 7.63.107 - S@i nam bao phu toan b6 khoi co chat,

c6 mau trdng
- Nhiéu bao ttr den xuét hién
- Soi ndm bao phu kin khéi co’ chat
2 ml 0,681° 32,3.10" - Soi ndm bat dau xep xubng
- C6 rat nhiéu bao t&r den
- Si ndm bao phu toan bd khéi co chét

3ml 0.699° 27,3.10" - Sgi ndm c¢6 hién twong xep xubng
- Bao tfy den xuét hién .
4ml 1.203° 6.23.107 - Sgi nam xep xudng, cé mau trang

- Bao tt xuat hién it hon
LSDoss 0,018
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(Trong ciing mdt cdt, cdc s6 co chi cdi giong nhau thi khéng khéac nhau cé Y nghia & mikc y nghia o =5%)

Mt dé bdo tir trong gidng cdy vdo la 2.10° bt/ml.

3.4. Anh huéng cta ty 1¢ gidng ciy

Két qua bang 4 cho thay, & cac ty 1é
gidng cay vao khac nhau thi kha ning sinh
bao ti cia ndm méc cling khac nhau. Khi ty
1é gidng cay vao mdi trudng tang tu 1- 2 ml
thi kha ning sinh bao ti clia nidm mdbc
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings
tang, néu tiép tuc tang ty 1& gidng cdy lén 3 —
4 ml thi kha nang sinh bao ti bt dau c6 xu
huéng giam dan. Bén canh d6 thi hoat luc
cia enzym protease lai ting dan khi ty 1é
gidng cdy vao cang nhiéu. Hoat luc enzym
protease cao nhat khi ty 1& giong cdy vao 4
ml (1,203 dv/g) va thap nh4t khi 6 1 ml gidng
cdy vao mdi truong nudi ciy (0,436 dv/g). C6
thé giai thich két qua nay do khi dua vao
moi trudng nudi cay ty 1é giéng cang cao thi
ndm moc phat trién hé s¢i ndm, két thanh
banh va phat trién sinh khéi nhiéu. Néu
gidm ty 1é giong sé dan dén hé soi ndm sinh
trudéng & dang bao ti va gidm hiéu suat hinh
thanh enzyme. Xét muc dich tao méc giéng
thi kha nang sinh bao t& phai nhiéu dé dam
bao rang khi st dung giéng khdéi dong cho
cac san phdm 1én men, chi st dung mét
lugng cang it cang tot, vi vy mdc ty 1é gidng
cdy vao 1a 2 ml hén dich (2.107 bao téi/ml) cho
100 g nguyén liéu 6 cac thi nghiém tiép theo
da dudc chon.

3.5. Anh huéng ctia mic do thoang khi

Nam méc 12 loai vi sinh vat ho hap higu
khi, vi thé miic d6 thoang khi 124 mot trong
nhiing danh hudng quan trong téi sy phéat
trién cta chung.

Theo s6 liéu bang 5, d6 day 16p nguyén
liéu khac nhau thi kha ning sinh bao tl va
kha nang sinh téng hdp enzym ctia ndm mdoc
Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings
12 khac nhau ¢ mtc y nghia a = 0,05. Kha
nang sinh bao ti va kha nang sinh téng hop
enzym cao nhat khi nuéi cdy do day 16p
nguyén liéu 1a 2 cm (5,28.10%bt/g; 0,421 Ulg).
Hoat d6 enzym thap nhat khi nudi cdy ¢ do
day 4 cm (2,64.10° bt/g, 0,212 Ulg). Do day
16p nguyén liéu cang moéng thi dién tich mit
thoang cang 16n va ngugc lai. Mat thoang
rong thi sy ti€p xic clla ndm moc véi moi
truong khong khi cang cao, su hap thu oxy
cang 16n, su trao d6i ch&t dién ra cang manh,
san phdm tao ra cang nhiéu. Vi vay d6 day
nguyén liéu 2 cm rat thich hgp cho nAm méc
Rhizopus oryzae sinh bao ti va enzym
protease. D6 day nguyén liéu nay dude lua
chon dé dung cho thi nghiém tiép theo.

3.6. Anh huéng ctia sy ddo tron

Khi hé s¢i ndm phat trién rat manh trén
bé mait co chat rédn sé tao thanh banh hoic
mang khién d6 thoang khi trong méi trudng
gidm, khi c6 tac dong pha v3 cdu tric hé sdi
nidm dang banh hodc mang dé sé lam thay
ddi trang thai chung ctia khéi ndm méc.

Bang 5. Anh huéng ctia miic d6 thoang khi dén kha ning sinh tong hop
enzyme protease va kha nang sinh bao ti cia nAm méc Rhizopus oryzae Went
& Prinsen Geerlings

Do day lop Hoat d6 enzyme protease Sé lwong bao tir U 2z
nguyén liéu (dvig) (bt/g) M6 ta trang thai moc giong
-Soi ndm bét dau xep xubng, bao ph kin toan bd
2cm 0,421° 5,3.10° khéi co chét
- Bao tir den day pha kin bé mat
a 8 - Soi ndm dang xep xudng
3cm 0,391 4,4.10 - Bao tr den rat nhiéu
. 8 - Soi ndm da xep xudng
4cm 0217 26.10 - Bao ttr den 16m dém trén bé mat co chéat
0,272° 3,1.10° - Sgi ndm mau trdng pha kin khéi co' chét
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5cm

LSDg,0s 0,027

- Rat nhiéu bao t&r den

(Trong ciing mot cot, cdc s6 cé chit cdi giong nhau thi khéng khdc nhau c6 y nghia 6 mirc ¥ nghia o = 5%)

Bang 6. Anh huéng cta su dao tron dén kha nang sinh téng hgp enzyme protease
va kha niang sinh bao tli cia nAm moéc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

Hoat d6 enzyme protease

Sé lwong bao t&r

CT (avig) (bt/g) Mb ta trang thai méc gidng
T 6.1 0.115° 57 10° - Sgi ndm mau trdng bao phu toan bo khéi co chét
' ’ T - C6 nhiéu bao t&r den
- Sgi ndm ngén, mau trdng, moc tirng cum
CT6.2 0,477° 7,7.10° - Bao t&r den moc day déc pha kin bé mat khéi co
chét
oT 63 0.246° 68 10° - Hé soi ndm mau tréng, ngan, thwa thét
' ’ " - Bao t&r den 16m dém
LSDO‘05 0,02

(Trong ciing mot cét, cdc s6 c6 chit cdi giong nhau thi khong khdc nhau c6 y nghia o mirc y nghia o. = 5%)
CT 6.1: Khong dao tron; CT 6.2: Ddo tron 1 lan sau 24h; CT 6.3: Pado trén 2 lan sau 24h va 48h

So sanh 3 cong thiic véi cac muc do dao
tron khac nhau thi kha néng sinh bao ti va
kha niéng téng hop enzyme protease cua
nam moéc Rhizopus oryzae Went & Prinsen
Geerlings 1a khéng khac nhau véi mic y
nghia a = 0,05 (Bang 6). S6 lugng bao ti va
hoat d0 enzyme 1a cao nhat khi ddo tron 1
1an & CT 6.2 (7,68.10° bt/g; 0,477 Ulg). O CT
6.1, khi khéng ddo tron thi s6 lugng bao ti
va hoat d6 enzym 1a thap nhat (5,76.108 bt/g;
0,115U/g).

Do cdu tao hé sgi nidm khoéng phéan
nhanh, s¢gi nd&m khi sinh phat trién dai, phat
trién lan tran, tao banh sau mét thdi gian
phat trién sinh khoi. Sau 24h nudi cdy, hé
soi ndm con chua phat trién chua 6n dinh
nén chua tao do viing chic, vi vay khi dao
tron sé pha vd su 6n dinh ctia cdu tric hé soi,
sau d6 nhiing sgi gy d6 tiép tuc phat trién
mot pha mdéi nén sé kéo dai thoi gian sinh
trudng va phat trién, vi vay s6 lugng bao ti
va kha nang sinh téng hdp enzyme dugc
tang lén so v6i khi khong ddo tron. O CT 6.3,
lan dao tréon thi 2 sau 48h nudi cdy va két
thic thi nghiém sau 54h, khi d6 hé s¢i ndm
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bi pha v& cdu tric lan thd hai nén chua dua
thoi gian dé né phat trién 6n dinh sang mot
pha méi. Vi vay s6 lugng bao ti tuy cé nhiéu
hon so vé6i khi khong dao tron nhung lai thap
hon khi ddo tron 1 1an. Thi nghiém da chon
ché& do dao tron 1 14n sau 24h nudi méc.

3.7. Anh huéng ctia ché do say

Gidng khdi dong thu duge sau khi nuéi
cdy c6 d6 4m khoang 55%, néu chua dugc st
dung ngay, thudng duge sy kho dén do 4m
khoang 8 — 10%, loai bd trau dung trong cac
bao polyetylen hoic gidy chéng 4m dé dung
dan cho san xuit.

Kha nang séng sét ctia bao ti sau khi
sdy cao nhdt khi ch& phdm duge sy dong
kho (25,4%) va thap nh4t khi say & nhiét do
50°C (6,8%) bang tu siy thudng (Bang 7).
Tuong tu nhu vay, hoat d6 enzym protease
sau khi siy con lai cao nh&t khi ch& phdm
dugc sdy 6 ché do siy dong khd (96,5%) va
thap nhat khi sdy 6 50°C bang tu siy thuong
(54,3%). Khi ché& phadm dudc siy bing tu siy
thuong 6 nhiét do 40°C (83,89%) thi hoat do
enzym sau khi siy cao nhat. Hoat d6 enzym
cia ché phdm khi sdy & cac mtc nhiét do



X&c dinh cac diéu kién nudi cdy thich hop dé san xuét gibng khéi déng tir nAm méc...

khac nhau thi khac nhau c6 ¥ nghia 6 mic o
= 5%. Nguyén nhan 6 day 1a do khi sdy dong
khd, qua trinh siy dudgc thuc hién ¢ nhiét do
sy rat thap (duéi - 45°C) véi ap sudt chan

khéng nén qué trinh lam khé nhanh, su bién
tinh protein ctia t& bao vi sinh vat, trong dé
ké ca su pha huy cta hé théng enzym c6 thé
coi 1a rat it, d mtic thap nhat.

Bang 7. Anh hudng ctia ch& do sy t6i hoat tinh ctia enzyme protease va kha niang
song cua bao t¢ naAm moéc Rhizopus oryzae Went & Prinsen Geerlings

Hoat d6 enzyme protease

S6 lwong bao tr séng
(% so véi trwde khi say)

M6 ta trang thai giéng khéi dong
sau khi say

Cheddsay (o' so v trudre khi sdy)
Séy déng kho a
(-45°C)/15h 96,5
40°C/24h 83,9°
45°C/20h 65,9°
50°C/17h 54,3°
LSDU 05 410

254

19,9

13,6
6,8

- Ché pham s4y xong van gitr nguyén mau
sac clia soi nAm mau tréng.

- Ché pham béng xbp, nhiéu bao ttr.

- Co chét cung soi ndm bj bién mau,
khéng gitr dwoc mau sac clia soi ndm

- Ché pham c6 mau vang, va mau den cla
bao ti

- Ché pham c6 mau vang sam sau khi say

- Ché ph&m c6 mau sam hon truéc khi
say

(Trong ciing mot cot, cdc s6 cé chir cdi giong nhau thi khong khdc nhau c6 y nghia 6 mirc y nghia a= 5%)

Mat khac trong qua trinh déng kho mét
s6 16n vi sinh vat bi chét, nhung ty 1é ctaa vi
sinh vat song sé6t con khoang 5 — 30%, khi
cho nudc vo6 phdm vao vat phdm d6éng khé thi
phuc héi dugc méi trudng chtia vi sinh vat,
gili nguyén ven toan bd kha ning sinh phat
trién va nhiing dic tinh trao d6i chdt cta vi
sinh vat. Con khi sy béng tu sdy thudng, do
siy 6 nhiét do cao, thoi gian siy kéo dai, su
pha huy cta hé théng enzyme cao, kha nang
chiu nhiét cta bao ti cling chi 6 giéi han
nhat dinh, néu vudt qua ngudng giéi han thi
bao ti sé mat kha ning song.

Két qua & bang 7 cho thdy rang khi
giong khdi dong dugc sdy 6 ché do siy dong
khd thi hoat luc enzym dugc bao ton 16n nhat
va kha ning song ctia bao ti 1a cao nhat. D61
v6i ti say binh thudng, hoat luc enzym va
kha ning sdng cua bao ti dat gia tri cao
nhat khi ché& phdm duge siy & nhiét do 40°C.
Néu khong c6 thiét bi sy dong kho, c6 thé
chon nhiét d6 say 1a 40°C khi say gidng khéi
dong bang ta siy thuong.

4. KET LUAN

Trén co s6 nhiing két qua thu dudc,
nghién cu da dua ra cac diéu kién nudi cady
thich hdp cho qua trinh san xuit giéng khdi

dong tit ndm méc Rhizopus oryzae Went &
Prinsen Geerlings nhu sau: nguén cd chat
thich hgp cho san xuat gidng khéi dong tu
nidm moéc Rhizopus oryzae Went & Prinsen
Geerlings c6 thé 1a bot ngod, bot dau tuong,
tot nhat 1a bot ngod; ty 1& phoi tron véi bot gao
14 60/40. Nguyén liéu dugc hdp khi trung,
lam ngudi, trai thanh 16p moéng 2 cm, tiép
giong bang hén dich bao t c6 mat do 2.107
bt/ml véi ty 1& 1a 2 ml dich giéng/ 100 g moi
truong nudi cdy. Thoi gian nudi cdy la 54h c6
ddo tron 1 1an sau 24h. Sau khi nudi cdy thu
duge ché& pham thd, nham bao toan hoat luc
enzym va bao ti séng cua giong khéi dong
nén sy dong kho (-45°C) hoidc ¢ 40°C bing
t sdy thuong dén khi dat d6 4m 1a 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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