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PHAN LAP, LAM THUAN VA XAY DUNG QUY TRINH
NHAN NHANH SINH KHOI NAM RHIZOPUS OLIGOSPORUS
SU DUNG SAN XUAT BANH PAU TUONG LEN MEN TEMPEH
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Rhizopus oligosporus la lodi ndm moc dwoc sir dung dé lam men tgo thuc phdm
Tempeh, mét san pham ddu twwong 1én men giau dinh duwdng, tét cho sic khde va da dieoc sir
dung dung réng rdi ¢ nhiéu nuoc trén thé gici. Trong nghién ciru ndy, ching nam R.
oligosporus da dwoc phdn IGp va lam thuan héa thanh céng. Pong thoi, cdc diéu kién toi weu
vé gid thé nhdn nuéi va nhiét dé ciing duwoC xac dinh nham muc fiéu nhan nhanh sinh khdi
ta0 nguon men vi sinh phuc vu cho qud trink san xuat Tempeh tir ddu twong.
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1. PAT VAN BE

Néam Rhizopus oligosporus 12 loai nAm mdc thudc ho Mucoraceae duoc sir dung phd
bién dé 1én men trén ddu twong tao san pham Tempeh, mot loai thyc pham 1én men truyén
thdng & Indonesia, cé tac dung tt cho sirc khoe va duoc sir dung rong rai trén thé gidi [9].
N4m méc R. oligosporus c6 kha ning sinh trudng phat trién nhanh & nhiét do cao (30 - 32°C),
khong c6 kha nang 1én men duong sucrose, hoat dong phan gii protein va lipit cao, tao ra
céc hop chat chéng oxy hoa manh [1].

Nam mdc R. oligosporus dugc thuin héa tir loai R. microsporus nén c6 kiéu hinh kha
gidng nhau [8]. Khac vai loai ndm R. microsporus, loai R. oligosporus khéng tao ra doc té
(rhizoxin va rhizonins) gdy hai cho con nguoi va sinh vat trong qua trinh 1én men [3]. Chinh
vi vdy, viéc nhan dang phan loai loai nim R. oligosporus béng phuong phap hinh thai va
phan tir 1a thyc sy can thiét dé tim ra ngudn gen tao men vi sinh vat 1én men thyc phim
tempeh an toan cho nguoi su dung.

Tai bao tir ciia nAm R. oligosporus c6 dudng kinh tir 40 - 80 um c6 thé mang nhiéu
hon 100 bao tir. Bao tr ndm R. oligosporus cé cac go va ranh khong song song, hinh dang
thay d6i khong cb dinh, hinh ovan hodc hinh cu va c6 duong kinh thay ddi tir 6 - 9 pm.
Canh bao tir phan sinh ctia ndm c6 mau xam nau, chiéu cao tir 1 mm hoic hon [4]. Ty 1& bao tir
¢6 kich thudc va hinh dang khong dong nhit cia ndm R. oligosporus chiém trén 10% trén
tong s bao tir, day 1a mot trong nhitng dic diém gitp phan biét giita loai nAm R. oligosporus
v6i cac nhom loai nam R. microsporus [4].
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Tempeh 1& mét loai thuc pham phd bién duogc lam tir dau trong 1én men voi ndm mbe
Rhizopus oligosporus ctia nguoi Indonesia. Qua trinh 1én men loai bé mui ctia dau tuwong tho,
tao ra mui thom diu, nhe nhang, hép dan. Qua trinh chuén bi nguyén li€u phuc vy san Xuét
kha don gian va qu4 trinh 1én men tao san pham dién ra kha nhanh.

Trong qua trinh 1én men Tempeh, cadc emzyme muc tiéu dugc gidi phong, pha vé mui
kho chiu tir dau twong thod, dong thoi 1am ting thém huong vi, mui thom va cac gia tri
dinh dudng khac nhu cac nhom vitamin, lam ting kha nang tiéu héa, thay doi tinh chat vat 1y,
ciu tugng cua hat dau, thay d6i mau sic cua hat [2]. Lén men ddu tuong voi nam R.
oligosporus gitip cho san phdm Tempeh dé tiéu hoa hon, giai phong dugc nhiéu dinh dudng
dudi dang dé tiéu tir dau trong hon 14 so v&i phuong phap niu truyén thong [5]. Chinh vi
vay, loai thyc phdm 1én men nay dugc phd bién rong rai & nhiéu nude trén thé gidi bao gdbm
My, Chau Au, Nhat Ban, Viét Nam... [7].

Tempeh c6 dang banh dac, mau tréng, vi chua ngot, mui dé chiu, giau chét dinh dudng,
trong 1 khau phan tempeh 84 g cung cap 162 kcal, 15 g chat dam, 9 g chat béo, va rat nhicu
chit dinh dudng khac nhur sat, canxi, riboflavin, niacin, magie, phospho, mangan. Tempeh
cling 12 mot ngudn cung cap canxi tét ngoai sira. Trong 166 g tempeh chira khoang 2/3 luong
canxi ¢o trong 1 cdc sita nguyén chit. Véi rat nhiéu kha ning nhu sinh téng hop enzyme,
sinh téng hop céc axit béo, tao ra cac axit hiru co, tao diéu kién giai doc, va loai bo céac yéu
t6 khang nguyén. ..

Trong nghién ctru ny, chung t6i tién hanh phan 1ap va lam thuan ndm méc tir ngudn
men san xuat banh dau twong 1én men Tempeh thwong mai xuét xi tir Nhat Ban, sau do tién
hanh dong thoi phuong phap nhan dang hinh thai hoc va k§y thuat phan tir dé xac dinh loai
nam phan 1ap dugc. Viéc phan lap va xac dinh chinh xac dugc loai nam méc giup chu dong
luu gitr, bdo quan va nhan nhanh sinh khéi tao nguf)n men phuyc vu cho san xuét banh dau
tuong 1én men tempeh tai dia phuong.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Vit liéu, dia diém, thoi gian nghién ciu

Nam médc Rhizopus oligosporus duoc phan l4p tir san pham men vi sinh Tempeh
Starter (Kawashimaya, Nhat Ban).

Gao déo (gao Bic thom), gao kho (gao Q5), dau tuong, lac

Moi trudng PDA dung dé phan 14p va nudi cdy nim gdm: khoai tdy (250 g), duong
glucose (20 g), agar (20 g), nudc cat (1 lit).

Céc dung cu thiét bi duogc su dung trong nuoi céy, quan sat hinh thai cua nam.

2.2. Phwong phap phan ldp va lam thuian nam méc Rhizopus oligosporus

Str dung 0,1 g men vi sinh Tempeh Starter (Kawashimaya, Nhat Ban) hoa vao 10 ml
nude cat khir tring, lic déu cho men tan hét. Str dung phuong phép trang vi sinh vét trén
moi trudng PDA dé phan 1ap ndm méc R. Oligosporus. Pia méi truong ciy nAm moc duge
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nudi cdy trong diéu kién 28 - 30°C trong 2 - 3 ngay. Khi cac tan nim va bao tir duoc xac dinh
hinh thai ging ndm R. oligosporus thi bit ddu cay chuyén va 1am thuan trén méi truong PDA.
Nam mdc R. oligosporus sau khi 1am thuan duoc bao quan trong diéu kién 5°C phuc vu cho
cac thi nghiém.

2.3. Phuwong phap thir nghiém gia thé nhan nhanh sinh khéi nAm R. oligosporus
tao men

Cong thirc Gia thé
CT1 Dau tuong
CT2 Lac
CT3 Gao déo (Bic thom)
CT4 Gao kho (gao Q5)

Céc gia thé thir nghiém dwoc ngam trong nude 16 gid, hap khir tring ¢ nhiét d6 121°C,
1 at trong 30 phut. Nhan nuéi sinh khéi trong diéu kién nhiét do 32°C trong 2 - 3 ngay.

Chi tiéu danh gia: sb luong bao tir/gam men. Két qua lya chon gia thé nhan nudi phu
hop s& duoc sir dung & cac thi nghiém tiép theo

2.4. Phwong phap xac dinh nhiét do phit hop sir dung trong 1én men tao sinh khoi
ddi véi nAm Rhizopus oligosporus

Dai nhiét d6 thi nghiém: 26 - 38 °C

Cong thurc Nhiét do u (°C)
CT1 26
CT2 30
CT3 32
CT4 38

Chi tiéu danh gia: s6 lugng bao tir/gam men

3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN
3.1. Pic diém hinh thai nam méc Rhizopus oligosporus phan l1ap dwoc

Nam phan 1ap duoc trén moi trudng PDA (hinh 1A, 1B) phat trién rat nhanh ¢ nhiét do
30 - 32 °C, sinh trudng phat trién cham khi nhiét 6 moi truong dudi 12° C hoac trén 45° C.
Soi ndm moc toa tron, bong xdp, dai, ban dau tan nim c6 mau tring, sau d6 chuyén dan
thanh mau ghi dén mau xam khi bao tir xuat hién nhiéu. Mat dudi dia Petri, tan ndm co
mau tring nga. Nam c6 toc do sinh truéng nhanh, sau 2 - 3 ngay phu kin dia nudi cay petri
duong kinh 90 mm.

Quan sat hinh thai soi nAm dudi kinh hién vi quang hoc cho thdy, nim c6 ré gia (rhizoids),
soi nam khéng c6 vach ngin, khong phan nhanh moc timg chum hodc don 1é tir than bo.
Cuéng sinh bao tir dai moc thanh cum chira tai bao tir. Tai bao tir mau sam, duong kinh cé thé
1én t6i 80 pm chita nhiéu bao tir hinh cau hodc hinh 6 van ¢6 dudng kinh tir 7 - 9 pm. Ty 1é
bao tir khong ddng dang trén 10% tong sb bao tir.
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Hinh 1. Hinh thai tan nAm R. oligosporus trén méi truong PDA sau 3 ngay (A)
va 15 ngay ciy (B) & nhiét dd 30°C

- B.

Hinh 2. B$ phén sinh bao tir cia nAm R. oligosporus Canh sinh bao tir trén méi truong
nudi cAy PDA (A). Tiii bao tir va bao tir nam R. oligosporus quan sat
dwéi kinh hién vi quang hoc (40X) (B)

Céc dic diém hinh thai ctia nAm phén 1ap duoc tuong dong véi dac diém hinh thai dic
trung cua chi Rhizopus di duoc mé ta bai cac nghién ciru trude ddy [4][6]. Két qua nay
ddng thoi ciing pht hop véi ngudn gdc loai nam Rhizopus oligosporus, duge xac dinh 1a
thanh phan trong men vi sinh Tempeh Starter (Cong ty Kawashimaya, Nhat Ban) duoc sir
dung trong qua trinh phan lap, lam thuan.

3.2. X4c dinh diéu ki¢n phit hgp dé nhan nhanh sinh khéi chiing nAm R. oligosporus

Bang 1. Xéc dinh gia thé phui hop gitip nhan nhanh sinh khéi chiing nam R. oligosporus

Cong thuc Giéa theé nhan nuoi S6 luong bao ti/ g (CFU/ g)
CT1 Pau tuong -
CT2 Lac -
CT3 Gao déo (Béc Thinh) 6,67 x 10% +1.2 x 10°
CT4 Gao kho (gao Q5) 5,08 x 10" +1.4 x 10’

Ghi chii: “-”Khéng sinh bao tir, théi héng sau 1 ngay lén men
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Két qua tai bang 1 cho thiy, ching ndm R. oligosporus sinh truéng phat trién manh
trén moi truong gao déo (gao Béc Thinh) so v6i gao khd (gao Q5) va khéng thé moc trén
moi trudng dau twong hodc lac trong didu kién phong thi nghiém do bi nhiém vi khuan thbi
hong sau 1 ngay nudi cdy. Vi vy, gao déo (gao Bac Thinh) duoc Iya chon lam gia thé nhan
nhanh sinh khéi nAm R. oligosporus & cac nghién ciru tiép theo.

Bang 2. Xac dinh nhiét do phit hep dé nhan nhanh sinh khéi nAm méc R. oligosporus

Cong thuce Nhiét do u (°C) S6 luong bao tir/ g men kho (CFU/ g)
CT1 26 4,17 x 10°+0,73 x 10°
CT2 30 2,14 x 10° £0,34 x 10°
CT3 32 6,67 x 10 +£0,42 x 10°
CT4 38 -

Ghi chii: “-” Khéng xdc dinh dwoc mdt do bao tir. Khéng sinh bao tit, théi héng

Két qua tai bang 2, cho thdy, nhiét 6 phu hop ciia nim R. oligosporus trén méi truong

gao déo duoc xac dinh la 32°C, tai nhiét d0 nay, mat do bao tir dat cao nhét (CFU/g: 6,67 x 108
sau 3 ngay nudi cdy.

3.3. Quy trinh nhan nhanh sinh khéi chiing nAm R. oligosporus tao nguén men

CHUAN BI GIA THE NHAN NUOI
Gao déo (giéng Bic Thinh) duoc ngim trong nude qua
dém (khoang 6-12 gi®), Sau d6, gao duoc dé rao nude
va hap khir tring & nhiét d6 121°C trong 30 pht.

TAO GIONG CAP 1
Ching nim gbc R.
oligosporus duge ciy
trén moi treong PDA,
U trong 3-5 ngay o
nhiét d6 30 °C.

h 4
NHAN NUOI NAM

Gibng cap 1 dwoc ciy vao moi trudng gao da hip kinr

tring. U & nhiét d6 32 °C trong 3-5 ngay, cho dén khi

bé mit gia thé dugc bao phil boi 16p bao tr mau xdm

SAY LANH
Nam va gia thé sau khi nuéi duogce say lanh & nhiét do
dudi 38 °C cho dén khi dat d6 Am dudi 15%

HOAN THIEN MEN VI SINH
Nam duroc nghién min, kiém tra va diéu chinh mét do bao tir vé
nrc 2 x 108 bao 1/ gram men. Sau do duge déng i, bio quan &
nhiét d6 5-10 °C trong vong 12 théng

Hinh 3 . Quy trinh nhan nhanh sinh khéi chiing nim R. oligosporus tao ngudén men
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BuGce 1: Nudi cdy chiing nam goc

Chung ndm gbc R. oligosporus dugc nudi cdy trén méi trudng PDA trong 3—5 ngdy &
nhiét d6 30°C, dén khi soi ndm phat trién phi kin bé mat dia va hinh thanh nhiéu bao tir mau
xam. Pia nim sau khi tao bao tir dugc sir dung 1am ngudn gidng cip 1 dé nhan nhanh sinh
khdi, phuc vu cho qua trinh san xuét men Vi sinh.

Bu6e 2: Chudn bi gid thé nhdn nudi

Gao déo (gidng Bic Thinh) duoc ngdm trong nudc tir 6 dén 12 tiéng & nhiét d6 dudi 15°C.
Sau khi ngdm, gao dugc rira sach va hip khir tring & nhiét d6 121°C trong vong 30 phut.

Bude 3: Cdy giong va nhdan nuéi nam

Ngudn giéng cip 1 ciia ndm mdc R. oligosporus dugc cay 1én méi truong gao da hap
khir tring. Mbi truong nudi cdy dugc u & nhiét d6 32°C trong khoang 3 dén 5 ngay, cho dén
khi bé mat gia thé xudt hién 16p bao tir nAm mau xam.

Bueée 4: Sdy lanh

Néam thu duoc s& duge sdy kho ¢ nhiét d6 dudi 38°C dén khi d6 4m giam con dudi
15%, nham dam béao diéu kién bao quan.

Buoc 5: Hoan thién men vi sinh
Nam duogc nghién min, ki€ém tra mat d§ bao tir, phoi tron va diéu chinh méat do bao tr

dat murc 2 x 108 bao tir/gram men. Cudi ciing, san pham duoc dong goi va bao quan & nhiét
d6 tir 5 dén 10°C trong vong 12 thang.

4. KET LUAN

Chung ndm méc duge phéan 1ap va lam thuan tir nguon men vi sinh Tempeh Starter
(Kawashimaya, Nhat Ban) c6 dic diém hinh thai phu hop véi loai nAm Rhizopus oligosporus.
Chung nam nay cho thay kha nang sinh trudng phat trién tot trén méi truong gao déo (gao
Béc Thinh) & nhiét do 32°C. Nghién ctru dd xac dinh dugc cac diéu kién thich hop dé
nhan nhanh sinh khéi chung nam R. oligosporus, 1a co s dé xay dung quy trinh k¥ thuat
tao nguon men vi sinh phuc vu san xuat Tempeh tir dau twong.
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ISOLATION, PURIFICATION, AND BIOMASS PROPAGATION OF
RHIZOPUS OLIGOSPORUS FOR TEMPEH FERMENTATION

Pham Thi Thanh Binh, Mai Thanh Luan, Nguyen Thi Mai Anh, Pham Phuong Anh

ABSTRACT

Rhizopus oligosporus is a safe mold fungus for humans to produce tempeh, a healthy
fermented soybean product widely used in the world. In this study, a strain of R. oligosporus
was successfully isolated and purified. Additionally, optimal conditions for substrate
composition and incubation temperature were identified to promote rapid biomass
production, providing a viable microbial starter for Tempeh fermentation.

Keywords: Rhizopus oligosporus, isolation, Tempeh.
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