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TOM TAT

Nghién ciru nham tao ra c4c vi hat Lactobacillus plantarum bang phwong phéap sdy phun
véi mong mudn ting cuong kha niang sdng soét cua probiotic khi qua hé thdng tiéu hoa. Hiéu
qua tao vi hat voi chat mang skim milk 15-25% (w/v) va ty 1& phéi tron skim milk: tinh bot
chudi gidu RS (15-25% : 1,5%) duoc khao sat. Su on dinh cua vi hat trong cac diéu kién nhiét
d6 bao quan khac nhau (37 °C va 4 °C) duoc tién hanh theo ddi. Hiéu qua bao vé cua vi hat so
véi ching tu do duge danh gia trong didu kién mé phong cua hé tiéu hoa. Két qua cho thiy,
kha ning bao vé va hiéu suét vi goi khdng cé su khac biét théng ké giira cac nghiém thirc siy
v6i skim milk so véi nghiém thic skim milk bd sung tinh bot chudi giau RS. Mat do
Lactobacillus plantarum trong vi hat van duy tri 108 CFU/g sau 28 ngay bao quan va ty Ié séng
s6t sau 6 gid trong mdi trudng md phong hé thdng tiéu hoa dat trén 50%.

Tur khoa: Biéu kién md phong tiéu hda, Lactobacillus plantarum, skim milk, tinh bt khang,
say phun.

1. MO DAU

Lactobacillus plantarum 12 mot loai vi khuan gram duong, hinh que va khong gay bénh,
c6 thé phét trién trong khoang nhiét ¢o 12-40 °C. Loai vi khuan nay hoi tu day du c4c tinh chat
ctia mot probiotic nhu kha ning séng sot qua duong tiéu hoa, chiu duoc acid va moi truong da
day, kha nang bam dinh biéu md rudt, tinh ddi khang vi sinh vat gay bénh, ting cuong mién
dich ciing nhu hoan toan khong sinh doc t6. Bén canh d6, tinh chat dac trung cua Lactobacillus
plantarum 1a kha niang chi chuyén hoa duoc tyrosine va arginine trong sé cac loai acid amine.
Qua trinh di hda arginine c6 dén sau con dudng khac nhau va déu sinh ra nitric oxide. Su ¢6
mat caa nitric oxide giup ngan chan céc vi sinh vat gay bénh nhu Candida abicans, E.coli,
Shigella, Helicobacter pylori, cac amip va ki sinh triing, ngoai ra con déng vai trd diéu tiét
mau va cac chat dinh dudng téi mé trong co thé [1].

Skim milk (SM) la phuc hop chura lactose, chat béo, casein, whey protein va nhiéu mudi
v co, 1a mot chat mang hiéu qua cho siy phun mau probiotic. Pé tang cuong hiéu qua bao
vé, nhiéu chat mang khac duoc phdi tron voi skim milk nhu whey protein, trehalose,
monosodium glutamate, glycerol, betaine, adonitol, sucrose, lactose, tinh bot glucose, inulin
gum acacia va oligosaccharides [2].

Tinh bot khang (resistant starch - RS) 1 tinh bot va céc san pham thodi hda cua nd, khong
duogc tiéu hoa khi di qua rudt non. Tinh bot khang phén thanh 4 loai: RS1, RS2, RSS’va
RS4 [3], khong tiéu hoa dugc ¢ rudgt non nén khdng giai phong glucose ma né di thang xuong
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rugt gia aé duoc céc vi khuan séng ¢ dai trang 1&n men, tiéu hoa tao ra céc acid béo chudi
ngan, bao gom acetate, propionate va butyrate va lam gia tang khéi lwong vi khuan,

Ngay nay, Viéc tao vi hat probiotic bang phuwong phap siy phun dugc lya chon bai nhiéu
dic tinh wu viét nhu kha nang bao vé probiotic khoi cac tac dong nhiét va diéu kién cuc doan
cua duong tiéu hda, ngoai ra con cho phép giai phong chiing trong cac diéu kién cu thé. Bén
canh do, cac chat mang skim milk va tinh bot chubi giau RS da duoc chirng minh vé hiéu qua
tang cudng sy sdng caa probiotic trong qua trinh sdy phun va co gia tri vé mat kinh té [4]. Vi
vay, trong nghién ctru nay, loi khuan Lactobacillus plantarum dugc sy phun véi chat mang
la skim milk va c6 b sung tinh bét chudi giau RS nham danh gia kha ning bao vé cia nhém
chat mang t6i kha ning séng cua Lactobacillus plantarum trong qua trinh sy phun, thoi gian
bao quan va kha ning sdng sot trong hé thbng mé phong duong tiéu hoa.

2. NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Nguyén li¢u

Chung giong Lactobacillus plantarum dugc cung cap boi Ngan hang giong cua Khoa
Cdng nghé sinh hoc, Truong Bai hoc Cong nghiép Thyc pham TP. H6 Chi Minh.

Stra tAch béo (Skim cream instant power) cia Cong ty The A2 New Power (Newzealand).
Méi truong MRS agar, MRS broth, muéi mat caa Himedia An Do.

Tinh bot chudi gidu RS dwoc thu nhan tir thit chudi xanh xay nhuyén, sau do6 loc ria b
nhiéu 1an. Dich cudi cung tiép tuc duoc loc qua vai loc NMO kich thudc 16 35 micron va dé
ling, thu phan tinh bt trang, say khd, sau d6 nghién va déng nhét qua rdy 200 mesh. Tinh bot
chudi thu nhan ham lugng RS 1 23,36%.

2.2. Phuong phap nghién ciru
2.2.1. Xay dung dwong cong sinh truong va nhan sinh khai Lactobacillus plantarum

Thuc hién nudi cay chung glong L. plantarum trén ong thach nghiéng. Sau 48 gio nuoi
cdy, tién hanh ting sinh gidng cp 1 bang cach ldy mot vong sinh khéi gidng cho vao ong
nghiém c6 chira 5 mL MRS broth, a 37 °C trong 48 gio. Sau do, lic déu sinh khéi trong dng
nghiém va cho vao tirng binh tam giac chira 100 mL méi truong MRS broth di dugc hap khir
tring & 121 °C, 15 pht. Tiép tuc u ¢ 37 °C va ldy mau xac dinh mat d6 khuan lac & ting méc
thoi gian sau mdi 2 gio nudi cay.

Sau khi xay dung dugc duong cong ting truong, tién hanh ting sinh khdi giéng. Thu
nhan sinh khéi tuoi tai giai doan can bang va ly tam 5000 vong/phdt trong 10 phat loai bo
dich, thu can. Sau d6 ly tam rira sinh khéi 3 1an voi NaCl 0,85%. Mbi 6ng ly tam chia sinh
khéi thu dwoc tir mdi binh ting sinh cip 2 dugc cho vao 1 mL NaCl 0,85%. Sinh khéi duoc
bao quan ¢ 4 °C tdi da 3 ngay trudc khi thuc hién say phun.

2.2.2. Anh huéng cia chdt mang dén qué trinh tqo vi hat bang phirong phdp say phun

Qua trinh tao vi hat L. plantarum duoc khao sét véi ndng do skim milk khac nhau (15,
20 va 25%) ciing nhu ty 1 phdi tron skim milk véi dich tinh bot chudi giau RS da ho hoa
(ndng d6 1,5%) tuwong ng cac nong do skim milk nhu trén véi cac théng sé siy phun nhu
nhiét d6 dau vao 130 °C, nhiét d6 dau ra 76 °C + 5 °C, luu luong dong nhap liéu 0,48 L/gio,
téc do dong khi khd 50 L/phdt va ap suét khong khi 0,3 Mpa [5]. Hiéu qua qua trinh vi goi
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dugce danh gia bang mat do té bao vi khuan. Cac vi hat sau sdy phun véi SM va SM-RS dugc
xac dinh hinh dang va kich thuéc hat bang kinh hién vi dién tir quét.

2.2.3. B¢ én dinh cua vi hat trong qué trinh bdo quan va khd ndng song sot trong diéu kién
tiéu hda md phong

Vi hat L. plantarum duoc tién hanh bao quan ¢ 2 diéu kién nhiét do phong (37 °C) va
nhiét d6 lanh (4 °C) trong 4 tuan. Panh gia ty 1€ song ctia vi hat & tirng diéu kién bao quan.

Danh gia hiéu qua bao vé cua chang vi géi so vai ching ti do trong diéu kién tiéu hoa
md phong theo de Araujo Etchepare va cong su (2016) va Maciel va cong su (2014) [6, 7] ¢6
stra ddi: Chuan bj c&c binh tam giéc chira 0,1 g vi hat hoic 1 mL sinh khéi tuoi (vao cac binh
riéng 1&) trong dung dich AJG (artificial gastric juice) c6 thanh phan 0,11 g/L CaCl,, 1,12 g/L
KCI, 2 g/L NaCl, 0,4 g/L KH,PO, va diéu chinh vé pH 2,0 bang HCI 1N, hip khir tring 121
°C, 15 phut. Sau d6 bd sung 3 g/L pepsin. C4c thi nghiém dwoc thyc hién & 37 °C va lic ¢ 150
vong/phdt. Tién hanh thay ddi pH theo thoi gian twong ng véi pH cua da day, rudt non, rudt
gia va cac thanh phan c6 trong tirng giai doan cua hé thdng tiéu hda thuc. Sau 2 gid u va lic,
diéu chinh pH cuia ca 2 mau vé pH 5,0 bang NaHCO3 IN. Bong thoi bd sung thém 0,1 g/L
pancreatin va 1 g/L mudi mat vao ca 2 mau. Tiép tuc u & 37 °C, lic 150 vong/phit. Sau 4 gid
 va lic, diéu chinh pH mau vé pH 7,5. Thuc hién ldy mau cy trai va xac dinh mat do khuan
lac & tirng méc thoi gian mdi 1 gid mot 1an, trong 6 gio. Panh gia tac dong bao vé chang vi
khuan qua su so sanh ty 1& sbng sot cua timg giai doan (1, 2, 3, 4, 5, 6 gi®) so voi giai doan
dau (0 gio).

2.2.4. Nhan sinh khoi ching Lactobacillus plantarum

L. plantarum dugc tang sinh theo ty 1¢ 1% (v/v) ¢ 20 gio, 37 °C trong m6i truong MRS
bgoth dé dat mat doé sinh khoi cao nhat. Vi moi ong sinh khoi thu duoc sau ly tim c6 dac duoc
bo sung 1 mL NaCl 0,85% da hap tiét trung ¢ 121 °C, 15 phat.

2.2.5. Xdc d@inh mdt do té bao bang phuwong phdp trdi dia

Theo TCVN 7849:2008 (1SO 20128:2006) mat do khuan lac c6 trong 1 gam mau duoc
tinh theo céng thic sau:
Ye
N —

(n,+0/n,)d

Trong d6: Y, ¢ 1a tong sé khuan lac dic trung dém duoc trén tat ca cac dia duoc gii lai;
Ny la so dia dugc gitr lai ¢ d6 pha loang thu nhat; n; la s6 dia duoc gitr lai & do pha loang tha
hai; d la hé so pha loang tuwong (tng vai d pha loéng tha nhat duoc gitr lai.

2.2.6. Hiéu sudt vi g6i qua trinh sdy phun

Hiéu suat vi goi (EE) la ty 1é sbng cua céc sinh vat trong qua trinh vi goi, tinh toan theo
phuong trinh sau:

EE % = (N / No) x 100

Trong d6 N 1a s6 lugng té bao kha thi (log CFU/g) duoc giai phong tir vi hat va No 12 56
lugng té bao kha thi (log CFU/g) tu do trong dung dich trudc qua trinh say phun [5].
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2.2.7. Hiéu sudt thu hoi qué trinh sdy phun

Higu suét thu hdi san pham ciia qua trinh sy duoc tinh bang % khéi lugng san pham thu
dugc sau say phun so véi khoi lugng chat mang trong dich nhap ligu.

2.2.8. Phirong phdp phan tich va xi Iy sé liéu

Tat ca thi nghiém dugc lap lai 3 1an, cac s6 liéu duoc ghi nhan va xir ly bang phan mém
Microsoft Excel 2010, danh gia su khéac biét c6 y nghia giita cac mau thi nghiém dugc thuc
hién bang phuong phap théng k& ANOVA va kiém dinh LSD véi do tin cay 95% bing
Statgraphic X VI, d6 thi dwoc v& bing phan mém Origin 8.5.

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Pic diém hinh thai sinh hoc va dwomng cong sinh trwdng cia Lactobacillus plantarum

Gidng L. plantarum truéc khi sir dung duoc cdy tao khuan lac don trén méi truong MRS
dé kiém tra do dong nhét. Sau dé thuc hién nhuom Gram dé quan st hinh thai té bao. L.
plantarum duoc cay trén moi tru:orng MRS rin, i & 37 °C trong 48 gio dé quan sat hinh thai
khuan lac. Khuan lac L. plantarum cé dang chim tron nho, bia nguyeén, mau trang sita, bé mat
bong, hoi nhé cao, duong kinh 0,2-0,4 cm. L. plantarum 1 vi khuan gram dwong, hinh que,
két doi hodc két chudi (Hinh 1).
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Hinh 1. Hinh thai dai thé va vi thé cua L. plantarum

Su sinh truéng va phét trién cua vi sinh vat chiu tic dong cua nhiéu yéu t, khi nudi cay
sinh vat trong nhitng diéu kién thich hop (pH, nhiét do, v.v) cac té bao s& sinh san nhanh chéng
va c6 thé duoc biéu thi bang dudng cong sinh truong theo thoi gian. Day 14 co sé cho viéc Xac
dinh sb luong té bao va téc do tang truong ciia mot sinh vat tai cac mdc thoi gian.

Nudi sinh khéi L. plantarum ¢ diéu kién nhiét ¢ 37 °C va theo ddi mat do té bao vi sinh
vat mdi 2 gio tang truong trong khoang thoi gian tir 0-36 gio. Két qua duoc ghi nhan ¢ Hinh
2. Puodng cong sinh truéng cua L. plantarum cho thdy giai doan thich nghi trong khoang 0-4
gio, sau do dién ra qua trinh tang trudng Ccuc dai & 20 gio va giai doan can bang tir 20-24 gio
nudi cdy. Sau 24 gio, quan thé budc vao giai doan suy vong. Theo nghién cttu cia Boan Anh
Diing va cong su (2015), mat do sinh khéi L. plantarum dat cao nhat 1a 3,60 x 10° CFU/mL &
24 gid khi u ¢ 37 °C [8]. Perdana va cong su (2013) nghién ciru siy phun va lam lanh dong
chang L. plantarum WCFS1 véi mat do 10° CFU/mL khi ting sinh trong moi truong MRS
broth ¢ 30 °C trong 16 gio [9]. L. plantarum A17 ciing duoc tang sinh trong moéi truong MRS
vé6i 17 gio i dé sinh khdi buée vao giai doan sinh treéng mudn cho mat do sinh khéi dat 2-3
x 10° CFU/mL [10]. So sanh thoi gian sinh truéng coa chang L. plantarum nhan thay rang,
nhiét d6 nudi cay 1a mot trong nhitng nhan té anh hudng dén thoi gian thu nhan dé mat do sinh
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khéi dat duoc cao nhat. Thoi gian thich nghi (lag time) ty 1¢ nghich véi nhiét do 1, trong khi tc
d6 tang trudng riéng tang 1én theo nhiét do.
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Hinh 2. D6 thi duong cong ting trudng cua L. plantarum trén moi truong MRS broth

Déi vai chiing L. plantarum thai gian két thic pha thich nghi (pha lag) khoang 3,5 gio khi
nudi cdy & 25 °C [11]. Con thoi gian caa pha lity thira (pha log) thay ddi tiy thudc vao ching
vi sinh vat va thanh phan caa méi truong, tuy nhién, trung binh c6 thé kéo dai 6 dén 12 gio.
Dbi chiéu véi duong cong ting trudng trén Hinh 2 cho thay sau 20 gio nudi cdy, mat do sinh
khbi dat dwoc dao dong khoang 1,27-1,32 x 108 CFU/mL (tir 18-24 gid nudi cdy). Khi nudi
cdy L. fermentum, L. acidophilus La-5 trong méi trudng MRS broth & 37 °C thu dwoc mat do
twong tng 1a 11,88 + 0,05 log CFU/mL trong 18-20 gio [12], 10'2 CFU/g trong 15 gio [5],
diéu nay ching té mdi lodi co su thich nghi vi méi trudong khac nhau va qué trinh sinh trudng
ciing khac nhau. Do d6, dé chuén bj sinh khéi trong qué trinh nghién citu cén tang sinh giéng
theo quy trinh da thuc hién & trén va thu sinh khéi & cac méc thoi gian tir 18 dén 24 gio nubi
cdy & cac binh ting sinh cip 2.

3.2. Anh hwéng ciia nong dé skim milk dén mat @9 Lactobacillus plantarum da bao goi

Céc dung dich chat mang skim milk dwgc chuan bi lan luot véi nong d6 15, 20 va 25%
(W/Vv) va bé sung 1% (v/v) giéng L. plantarum véi mat do 15,889 + 0,049 log CFU/mL. Két
qua khao sat duoc trinh bay trong Hinh 3, cho thdy mat do L. plantarum & cac nghiém thic
say phun véi chat mang SM ¢ cac nong do 15, 20 va 25% (w/v) lan luot dat 8,527 + 0,038,
8,272 + 0,091, 8,236 + 0,243 (log CFU/mL) va khong c6 su khéc biét vé mit thong ké. Do do,
c6 thé két luan ndng d6 SM toi thiéu & 15% (w/v) da c6 tac dung bao vé ching L. plantarum
khi say phun.

8,527 8,272 8,236
a

Mét 9 L. plantarum (log CFUIG)

-SKIIII15 I SKIIIIZO I SKIIIIZS
Néng dé skim milk (%)

Hinh 3. Anh huéng cua ndng do skim milk dén mat do Lactobacillus plantarum vi goi
2]a gia tri trung binh cot chi sy sai khac c6 y nghia vé mat thong ké (p < 0,05).
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Theo Lian va cong sy (2002) trong s6 céc vi sinh vat thi nghiém, chung Bifidobacteria
longum B6 it nhay cam nhat véi viéc say phun va thé hién ty 1é song sot cao dat 82,6% voi
chat mang 1a SM [2]. Theo Crowe va cong sy (1998), cac thanh phan sira gay duong nhu vuot
troi hon trong viéc twong tac truc tlep véi cdc nhom phén cuc cua phospholipid mang va do
do giam thiéu thiét hai trén mang té bao trong qua trinh say phun va kéo dai thoi gian bao
quan. Thanh phan lactose trong sia 6 thé déng vai tro chii dao trong viéc bao vé vi khuan
bang cach tuong tac truc tiép vé6i cac phan ta sinh hoc nhay cam [13]. SM chua nhleu Ca*, c6
thé bao vé té bao chdng lai stress nhiét tir 2 khia canh. Thir nhat, nd 6n dinh cu trdc té bao
khi chiu &p lyc nhiét, c6 thé 12 mang té bao chit; thir hai, n6 két hop véi protein sita dé tao
thanh cac khdi két tu véi cac té bao LAB, gilp giam bét cang thang do mat nuéc nhanh chong
va nhiét d6 tang cao [14].

Vé ndng d6 chat mang dung dé bao goi, theo Huang va cong su (2018), nong do chat
mang khoang 20-30% la tét nhat, dam bao kha ning ton tai cao cua vi khuan trong vi nang [15].
Ciing theo dé, nghién ctru ciia Ananta va cong su (2005) cho thay L. rhamnosus GG khi vi goi
boi sira gay nong do 20% (w/v) bang ky thuat sdy phun véi nhiét do dau ra 80 °C cho ty I¢
Song dat 60% [16]. Nghién ctu say phun L. paracasei NFBC 338 va L. salivarius UCC 118
bang chét mang skim milk voi nong d6 20% ciing duoc Gardiner va cong sy (2000) khang
dinh 12 tét nhét khi say phun véi nhiét 6 dau ra 80-85 °C. Bot say phun c6 do 4m 4,1-4,2% va
sb luong kha thi 12 3,2 x 10° CFU/g d6i voi NFBC 338 va 5,2 x 10" CFU/g ddi véi L. salivarius
UCC 118 [17].

Theo Liéu My Dong va cong su (2015) viéc gia ting nhiét do sy phun anh huéng dang ké
dén ty 16 sdng cua probiotic. Ty 1& séng caa probiotic giam manh gan 55% khi nhiét d6 dau vao
cua qua trinh siy phun & 130 °C va giam dén 80% khi nhiét d6 dau vao la 150 °C, trong khi ty
1¢ t& bao song sot ¢ thé dat 81,17% vai nhiét do dau vao cua qué trinh sy 12 100 °C [18]. Theo
Ananta va cong su (2005), ty 1é sdng sot ty 1€ nghich véi nhiét do dau ra va do a 4m tang khi
nhiét d6 dau ra khong khi giam. Ty I¢ sdng cua vi sinh vat 14 60% va do am bot sau sdy dudi
4% duogc ghi nhan khi say phun ¢ nhiét do dau ra 80 °C, ton thuong mang té bao va muc do
phéa hity mang té bao khi gia ting nhiét d6 dau ra la nguyén nhan chinh gay chét té bao [16].

Dé dam bao bot sau say co do am cang thap cang tét va ty Ié song sot cao, thi nghiém da
tién hanh diéu chinh théng sé nhiét d6 dau vao 1én 130 °C va nhiét do dau ra dao dong khoang
75-80 °C. Tuy nhién, ¢ am bot sau say van con cao lan lugt 12 9,12%, 9,52% va 10,01% twong
tmg SM15, SM20 va SM25, diéu ndy c¢6 thé la do anh huong cua toc do dong nhap ligu. Toc
d6 bom nhap lidu tang, dong nghia véi thoi gian luu cua vat lieu say trong buong say giam, do
d6 hiéu qua say s& khong cao, d6 am s& tang, phan hat am dinh lai trong buong sdy cung tang
dan dén hiéu suat thu hdi san pham sau qua trinh say phun giam [19]. B am cua bot co lién
quan mat thiét dén nhiét d6 va d6 am khong khi dau ra. Su thay d6i d6 am khong khi dau ra
¢6 thé do sy thay doi d6 am tuyét d6i ciia khong khi dau vao, tong ham lugng chét ran co dic,
téc do két tinh va nhiét do khong khi dau ra. Véi do am twong doi cia khong khi 1a 7% thi do
am cuia bot 125,1% [20]. Vay, véi d6 am bot thu dugc trong thi nghiém c6 thé thiy do am twong
d6i khong khi dau vao cua thiét bi siy phun c6 thé & mutc 14%.

Tir d6 c6 thé thy, voi mat do giong ban dau & mac >10'° CFU/mL dé sau sy mat do dat
>10% CFU/g véi cac thong sb say phun da duoc chon Ia phi hop. Theo khuyén cdo, mot san
pham dang probiotic c6 mat do toi thiéu 10° té bao duoc xem 1a dam bao tac dung cua probiotic
dbi voi sirc khoe nguoi tiéu dang [21].
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3.3. Anh hwéng cia ty 1 két hep nong d skim milk véi tinh bat chudi giau RS téi kha
ning song sot caa Lactobacillus plantarum da bao goi

Do tinh bot chudi giau RS ¢6 tinh déo va do nhét tang 1én sau ho hda, vi vay, ty 1¢ tinh
bot dugc chon khao sét & ndng do thap 1,5%. Trong nghién ctu ndy, tinh bot da duoc thir véi
ty 1& cao hon nhung qua trinh sy phun khéng thuc hién dugc. Dé khong anh huéng téi hoat
dong caa kim phun, dung dich siy phun duoc chuan bi ¢6 chat mang la hdn hop SM:RS véi
ty 16 1a 15:1,5; 20:1,5; 25:1,5 (%) (w/v). Bb sung 1% (v/v) giéng L. plantarum cé mat do
15,819 + 0,049 log CFU/mL. Két qua khao st cho thay mat do loi khuan dat 8,214 + 0,034,
8,077 + 0,015, 8,029 + 0,124 (log CFU/g) twong ing cac ty 16 SM:RS = 15:1,5; 20:1,5;
25:1,5% (W/v) va c6 su khac biét co y nghia khong nhiéu ¢ cac nghiém thirc (Hinh 4).
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Néng d6 skim milk - tinh bét khang (%)
Hinh 4. Anh hudng cua ty 1¢ két hop nong do skim milk vai tinh bot chudi giau RS
t6i kha nang song sot cua L. plantarum da bao goi
a]a gia tri trung binh c6t su sai khac cé y nghia vé mat thong ké (p < 0,05)

Vi viée bo sung tinh bot khang giau RS vao SM dé tao hdn hop céc chat mang say phun
cho ty I& song cua L. plantarum thap hon so vai cdc thanh phan chat mang chi chara skim milk
€0 su khéc biét rd 6 SM25 67,29 £ 0,50% so vai ty 1€ SM-RS khac (Bang 1).

Bang 1. Ty Ié song s6t cua L. plantarum trong vi nang chira SM va SM két hop RS

Nghiém thirc | Ty Ié sbng sét (%) | Nghiémthuc | Ty 1é séng sot (%)
SM15 67,21°+ 1,11 SM-RS15 65,152+ 0,12
SM20 66,45 + 0,52 SM-RS20 65,31* + 0,78
SM25 67,29+ 0,50 SM-RS25 65,67® + 0,53

abe 13 gi4 trj trung binh cot su sai khac co ¥ nghia v& mit thng ké (p<0,05)

Nghién ciru vé tac dung cua tinh bot khang trong say phun bao vé chung L. rhamnosus
GG cho thay su két hop cac chat vi g6i véi su hién dién caa tinh bot khang cé hiéu qua hon
trong viéc bao vé vi sinh vat nay [22]. Mot nghién ctru khac cling duoc Ying va cong su (2013)
thuc hién trude d6 vé tac dung bé tro cua RS vai WPI (whey protein isolate) dbi véi chung
LGG cho thay vi nang bao géi boi WPI hoic WPI két hop véi RS cung cap su bao vé tét hon
cho LGG trong dung dich dém nudc tao va citrate so voi cdng thic chi chira RS trong moi
diéu kién luu trit. Su bao vé dugc giai thich 1a do kha nang WPI tao ra mot moi trudng vi mo
cho LGG cach ly cac té bao khoi cac g suét ciia moi truong bén ngoai [23]. Ying va cong
sy (2016) ciing st dung tinh bot (10-20% w/v) Iam chat mang cho hiéu qua bao vé tét hon S0
véi inulin (10-20% w/v) trong cing diéu kién siy phun, véi mat d6 L. rhamnosus sau say
tuong tng dat 65-74% va 43-54% so véi mat do giéng bd sung truéc sdy [22]. Lian va cong
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su (2002) da so sanh tac dong cua tinh bot khang véi cac chat mang, két qua cho thiy chung
B. infantis B6 song sot tét hon véi gum arabic, sau d6 1a gelatin va thap nhat Ia tinh bot hoa
tan. Ty 18 séng s6t cua B. longum B6 vai 10% gum arabic va tinh bot hoa tan 1an luot 12 41,2%
va 29,1%, cao nhét trong s6 cac ndng do khac nhau ciia chat mang duoc thir nghiém. Khi nong
d6 gum arabic hoic tinh bot hoa tan ting 1én, ty 16 séng s6t caa B. longum B6 giam [2]. Viéc
dénh gi& hiéu qua bao vé caa tinh bot khang nhu mot chat mang van con c6 su khac biét giira
Ccac nghién cuau.

Trong nghién ciu, viéc bo sung thém tinh bot khang vao skim milk dé tao hdn hop chat
mang, chua thay rd hiéu qua bao vé tét hon so V6i chat mang chi chtra skim milk, thé hién & ty
[ SOng sot cua chung L. plantarum (Bang 1). Diéu nay co the ly giai 1a do tinh bot c6 thé da pha
v cau trac lién két cho co ché tao vét nut trén bé mat hat sdy phun caa skim milk theo nhu nhan
dinh cua Lian va cong su (2012) [2], 1am cho nhiét kho thoat khoi vi nang, thoi gian probiotic
tiép xdc nhiét cang lau thi ty 18 séng s6t s& cang thip. Ananta va cong su (2005) ciing chiing
minh viéc bé sung 2 loai prebiotic (oligofructose va polydextrose) khong mang lai su khac biét
dang ké nao so véi viéc sir dung chat mang chi chira 20% (w/v) skim milk dé bao vé chang L.
rhamnosus GG khi sdy phun & nhiét 6 dau ra 80 °C. Mit khac, viéc giam ndng do skim milk
khi bd sung thém prebiotic 1am giam hiéu suit bao vé trong thoi gian bao quan bot [16].

Bén canh do, tinh bot c6 tinh déo, dac biét sau khi hd hoa tinh bot 1am lién két hydro bi
pha v, do d6, do nhét dung dich chat mang tiang 1én 12 mot nguyén nhan 1am hiéu suat thu hoi
bot thap hon va d6 am bot cao hon céc nghiém thic chi chira SM (Hinh 5). Vi dung dich chat
mang c6 do nhét cao yéu cau luu luong dong nhap liéu I6n, ma vige tang tbc do dong nhap
liéu thi dé lam cac hat bam vao thanh dan dén d6 4m twong dol ctia khong khi dau ra dat t6i
30% [20]. Mirc d6 4m khong khi dau ra cang cao s& lam d6 4m bot cang cao. Diéu nay duoc
thé hién & mic dd 4m cua cac nghiém thirc két hop SM véi RS cao hon cac nghiém thic chi
chira SM. Cu thé, do 4m cua bot probiotic sau vi goi voi hdn hgp SM-RS lan luot dat 12,06%,
11,73% va 10,07% twong tng SM-RS15, SM-RS20 va SM-RS25.
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~
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o
Hiéu suét vi goi va thu héi (%)
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Céc nghiém thiic phéi hgp chat mang

Hinh 5. C4c chi tiéu danh gia vi gbi L. plantarum say phun véi SM va SM két hop RS
3.4. Hinh dang va kich thwéc hat qua kinh hién vi dién tir quét
L. plantarum vi géi voi skim milk 15% (w/v) va skim milk 15% két hop tinh bot chuéi
giau RS (w/v) duoc quan sat dusi kinh hién vi dién tir quét (SEM) va dugc the hién trong Hinh
6. Vi hat dugc chup SEM tu Hinh 6 (a) va (b) voéi do phong dai 2000 lan c6 the thay be mat
hat déu c6 vét 1om. Biéu nay duoc ly giai la do su bay hoi nhanh chong cua céac giot chat long
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trong qué trinh siy phun [2]. Mat khéc, viéc sur dung nhiét do sdy dﬁq vao cao cling la nguyén
nhan tao nén do 16m & 16p bé mat vi hat, gép phan chong lai su tao vét nirt va khuéch tan chat
tan [24].

Hinh 6. Hinh dang vi hat L. plantarum SM15 (a, ¢) va SM-RS15 (b, d)
véi do phong dai 2000 va 5000 lan

Vi hat dugc bao goi bai SM (Hinh 6a) san sUi va c6 ton tai cac vét nut trén bé mat. Két
qua nay twong dong vai nhan dinh cua Lian va cong sy (2012) khi quan sat dui kinh hién vi
dién tir quét cho thiy bé mit cua céc vi hat Bifinobacterium dwoc bao géi boi sita gay (skim
milk) xuat hién san si vai cac vét nut nhin thiy dwoc. Cac vét nut nay cé thé tao diéu kién
thuan loi cho viéc thoét nhiét tir bén trong vi hat sau khi sdy, it gay ton thuong bai nhiét cho
céc vi sinh vat vi g6i [2]. Nguoc lai, bé mat cac vi hat dugc vi goi bang SM két hop RS (Hinh
6b) hoan toan nhin va khdng thay xuat hién vét nat. Nghién ciru ciia Ortega va cong su (2017)
khi vi gbi chung L. plantarum va L. acidophillus chi véi tinh bot khdng Hi-maize thi vi hat tao
thanh ¢6 hinh nhu banh ran, bé mat nhan va c6 do 16m [25]. Con Domian va cong su (2015)
thuc hién vi goi dau bang tinh bot ngd cho thay bé mat khdng cé vét nut, tron tria va 16m vao
tao cac khoang dic trung [26]. Rajam va cong su (2012) cho rang bé mit ¢d cac vét 16m, héc
trén hat vi goi béi FOS va whey protein va cac nép nhan trén FOS va whey protein bién tinh
c6 thé lién quan téi nhiét d say thap ciing nhu hiéu ing co ché két hop ciia nguyén tir va cac
dac tinh tao mang khéc nhau cua vat liéu s dung dong goi [27].

Dua vao thang do trong phan mém hé théng tra két qua hinh chup SEM trén kinh hién vi
dién tir quét SSM-IT 200 (Hinh 6) cho thay kich thudc hat vi g6i bai SM dao dong tir 2,038-
10,66 um, trong khi kich thuéc caa cac vi hat bao g6i bai hon hop SM va RS dao dong tir
1,952-14,22 pm. C6 sy khéc biét vé kich thudc hat ¢ 2 vat liéu vi goi SM va SM két hop RS
1a do sy hinh thanh mang khac nhau va dic tinh tao bot cua vat liéu thuong dwoc sir dung dé
dong goi. Nghién ctru cua Rajam va cong su (2015) thuc hién vi géi L. plantarum cho kich
thudc vi hat dao dong tir 6,68-23,89 um tuy thudc vao vat liéu ciing nhu ty 1€ vat liéu bao goi
nhu FOS 15,44 um; FOS két hop whey protein ty I¢ 1:1 12 7,34 pym, 1:1,5 la 8,97 pm; FOS
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két hop véi whey protein bién tinh 1:1 14 6,68 um, 1:1,5 1a 13,62 um. Tuy nhién, sy thay doi
ty 1€ chat mang khéng lam anh huong téi hinh thai vi nang [28].

3.5. Panh gia tinh 6n dinh cia vi hat L. plantarum trong qua trinh bao quan

Hinh 7 cho thiy kha ning ton tai cua vi nang L. plantarum bao quan ¢ nhiét do phong
(37 °C) va diéu kién lam lanh (4 °C) trong thoi gian 28 ngay.

10
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Hinh 7. Tinh 6n dinh cua vi géi L. plantarum trong qua trinh bao quan & nhiét 6 khac nhau
abed 13 gia tri trung binh cot sy sai khac ky tu c6 ¥ nghia sai khac vé mit théng ké (p < 0,05)

Khi bao quan trong diéu kién phong (37 °C) kha ning tdn tai caa vi nang L. plantarum
sau 28 ngay giam gan 1 log CFU/g tir 8,309 + 0,141 xudng con 7,845 + 0,119 log CFU/g.
Dbi vai bao quan diéu kién lanh (4 °C), mat d6 L. plantarum giam rét it sau gan 28 ngay, tur
8,515 + 0,012 giam con 8,256 + 0,091 log CFU/g. Sau 28 ngay bao quan, kha ning ton tai cua
L. plantarum dang tu do va dang vi nang van cao hon 10° log CFU/qg, gia tri ngudng dugc
khuyén nghi dé thuc pham phat huy loi ich probiotic [29]. Luong vi sinh vat giam: dan trong
qua trinh bao quan c6 thé do nhiéu yéu té: pH, nong d6 oxy hoa tan, nhiét do, do am. Trong
d6, nong do oxy hoa tan dong vai tro dang ké trong viéc han ché sy sdng st cua vi khuan vi
hiéu khi. Oxy va am tir méi trudng c6 thé khuéch tan qua bao bi nén luong vi sinh vat cang
giam khong chi phu thugc thoi gian ma con phu thugc vao vat li¢u bao bi chura [30]. Mat khac,
cac dac diém rao can bao vé cua vat lidu dong goi va hit chan khong co thé da gop phan vao
sy 6n dinh vi sinh cua vi nang trong qua trinh bao quan.

3.6. Panh gia kha ning séng sot caa ching vi hat L. plantarum va chiing tw do trong diéu
kién mé phéng dwong tiéu hoa

Danh gié ty 1¢ séng sot L. phantarum tu do va vi nang trong hé thdng duong tiéu hda mo
phong véi pH thay doi tir 2,0 dén 7,5. Mat d6 té bao ciia L. plantarum trong vi nang sau 6 gid
1a 6,911 #+ 0,032 log CFU/g, con probiotic tw do chi 4,131 + 0,103 log CFU/mL. Sau khi tiép
x(c 80 phdt trong méi truong AJG, pH duge diéu chinh thanh 2,0 c6 bd sung pepsin (thuc
quan/da day mé phong), mat do probiotic & ca dang vi hat va tu do so véi ban dau giam lan
luot 12 1,987 £ 0,043 va 1,712 + 0,072 log CFU/g. Sau 3 gi¢ tuong duong giai doan dau o ta
trang cé thanh phan mum mat, pancreatin véi pH moi treong xap Xi 5, cac vi hat va probiotic
tu do déu cho thay s6 luong té bao sdng sot tang 1én dat 70,82% va 57,59% cao hon muc 2 gio
(giai doan rudt non) twong (rng Vi hat va dang tu do 1a 70,51% va 46,47% (Hinh 8). Tuy nhién,
su gia ting ctia probiotic tw do 16n hon dbi véi vi hat. Su gia ting s6 lwong té bao cua vi hat
dugc quan sat trong méi trudng nudi cdy cd thé lién quan dén thyc té rang ching da bi tiéu
diét trong diéu kién acid cua thuc quan/da day md phong.
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Hinh 8. Mét d cua L. plantarum vi gdi va tu do
trong diéu kién mo phong duong tiéu hda theo thoi gian.

Trong nghién ctru cua Rajam va cong su (2012) nhan thiy rang kha nang ton tai cua
probiotic tang cuong khi moi tru:cmg nudi cay duoc thém vao pH 5,0 véi pancreatin va mudi
mét [27]. Trong phan cudi cing cia duong tiéu héa mé phong, hdi trang (pH 7,5) ching
L. plantarum ty do giam khoang 5,234 log CFU/mL, trong khi cac vi nang giam dao dong tir
3,734 dén 4,158 log CFU/mL so véi s6 lugng ban dau. Sau 6 gio & duong tiéu héa mod phong,
L. plantarum ¢ dang tu do giam dang ké, ty Ié séng chi con 44,11%, trong khi dé vi nang
L. plantarum duy tri dén 62,44%. Vi vy, so véi probiotic tu do, sw séng sét cua L. plantarum
vi g6i cao hon dang ké & giai doan cubi trong didu kién md phong duong tiéu hoa, gitip danh gia
duoc kha nang bao vé cua vi nang. Nhiing két qua nay twong ddng véi két qua ciia Nunes va cong
su (2018), Maciel va cong su (2014), Gebara va cong su (2013) [5, 7, 31]. Lactobacillus
plantarum CFR 2158100 duy tri kha nang ton tai 100% khi bao géi bang siy phun sir dung
sira tach béo va tiép xuc véi pH 2,0 trong 4 gid, trong khi té bao tu do cua Bifidobacterium
animalis Bb-12 giam bang 1,51 log CFU/g sau khi tiép xuc véi pH 2,0 trong 3 gid va bang
0,73 log CFU/g khi dugc bao boc trong whey [32]. Kha ning song s6t ciia probiotic trong diéu
kién md phong duong tiéu hda ngoai viéc phu thudc vao chung vi khuan con phu thudc vao sir
dung k¥ thuat vi g6i va bo sung cac chat bao vé khéc.

4. KET LUAN

Qua nghién ciu cho thdy céc vi hat L. plantarum duoc bao géi voi ndng do chat mang
skim milk 15-25% duoc tao ra bang phuong phap sdy phun déu cho hiéu qua bao vé cao hon
S0 Vi viéc phOI tron thém tinh bot chubi giau RS vao skim milk. Khi so sanh gitra cac nghi¢m
thirc thay rang: ¢ ndng do skim milk 15% cho ty 1é séng ciling nhu hiéu suét vi goi dat 67,21%,
hiéu suat thu hoi dat 40,71% va mang lai loi ich kinh té hon do str dung lwong chat mang ban
dau thap nhat. B6i véi qué trinh bao quan sau 28 ngay, mat d6 vi khuan ton tai trong vi
hat L. plantarum & 2 diéu kién nhiét d (37 °C va 4 °C) c¢6 xu huéng giam, tuy nhién, van nam
trén murc khuyén nghi cua ché pham sinh hoc (> 10° CFU/Q). Viéc danh gia kha niang song sot
trong hé thdng tiéu hda mé phong cho thiy cac vi hat L. plantarum c6 hiéu qua bao vé cao
hon so véi chang ty do trong diéu kién cuc doan véi ty 16 song khi dén rudt gia (twong tng
sau 6 gio) dat 62,24%.
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ABSTRACT

MICROENCAPSULATE Lactobacillus plantarum WITH SKIM MILK
MIXED BANANA STARCH BY SPRAY DRYING

Dao Thi My Linh*, Nguyen Dang Khoa, Son Thien Nga
Nguyen Thi Quynh Mai, Le Thi Thuy

Ho Chi Minh City University of Food Industry

*Email: linhdtm@hufi.edu.vn

The study aimed to create microencapsulated Lactobacillus plantarum by spray-drying
method with the desire to enhance the viability of probiotic when passing through the digestive
system. The efficiency of encapsulation with skim milk carrier 15-25% (w/v) and skim milk:
RS-rich banana starch (15-25% : 1.5%) were investigated. The stability of the microparticles
under different storage temperature conditions (37 °C and 4 °C) was observed. The protective
effect of microparticles compared with free strains was assessed under simulated digestive
system conditions. The results showed that the protection ability and efficiency of
encapsulation were not statistically different between the treatments spray-drying with skim
milk and the skim milk supplemented with banana starch rich in RS. The number of L.
plantarum in microencapsulated sample remained 108 CFU/q after 28 days of storage and the
survival rate after 6 hours reached over 50% in the artificial conditions of digestive system.

Keywords: Lactobacillus plantarum, skim milk, resistant starch RS, spray drying, simulated
digestive system.
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