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1. Giéi thiéu

Bao quan chung giong vi sinh vat véi muc tiéu duy tri kha nang song sot va dam bao tinh on
dinh di truyén, cac hoat tinh sinh hoc cua chung giéng trong thoi gian dai. Piéu nay dugc thuc
hién thong thuong bang phuong phap bao quan lanh sau (¢ -20°C, -80°C hay -196°C) sir dung
cac trang thiét bi chuyén dung nhu ti bao quan déng lanh, binh chira nito 1ong dé duy tri lién tuc
trang thai bao quan. Tuy nhién trong thuc té, viéc khong dam bao duy tri nguén dién lién tuc hay
khong kip thoi bo sung nito long co thé 1am anh huong t6i kha nang hoi phuc cua chung gibng,
gay mét miu, ciing nhu ton that vé thoi gian va kinh té. Viéc duy tri cac thu vién mau 16n sir
dung phuong phap bao quan lanh sau gy chiém khong gian l6n vei hé thdng tu dong lanh, cac
chi phi duy tri bao quan cling nhu cong tac van chuyén mau gap nhiéu kho khan [1]. Nham khac
phuc nhitng han ché trén, phuong phap bao quan déng kho da duoc sir dung linh hoat, thich hop
bao quan vi sinh vat va bao quan cac vat li¢u sinh hoc nhay cam véi nhiét do nhu protein va vac
xin & diéu kién nhiét do moi truong trong thoi gian dai [1], [2]. bay ciing 1a phuong phap phd
bién dugc sir dung tai cAc bao tang vi sinh vat trén thé gisi va mot sé don vi nghién ciu & Viét
Nam da dugc trang bi thiét bi dong kho chuyén dung.

Qua trinh dong kho duya trén phuong thic loai bé nudc tir cac mau da dugc lam lanh sau &
diéu kién chan khong, theo d6 dinh chi nhanh chéng cac qua trinh trao ddi chat cua vi sinh vat va
chuyén hod té bao thanh dang bot kh gitip thuan loi trong qué trinh bao quan dai han ¢ diéu kién
nhiét do moi truong [2], [3]. Trén thuc té, qua trinh déng kho duoc biét la gay bat loi cho vi sinh,
lam t6n hai ‘nghiém trong dén mang té bao va protein, gay giam kha nang ton tai cua té bao, ty 18
sbng sot thap téi 0,1% sau déng kho chung gidng da duoc bao céo [4]. Pé khic phuc kho khin
trén, trudc qué trinh dong kho, huyén phu vi khuan can duoc tién xi 1y lanh sau trude khi chuyén
sang budc 1am kho so cap va tha cap trong diéu kién chan khong. Ky thuat tién xu 1y lanh sau
thuong duoc sir dung & cac didu kién nhiét do -20°C, -80°C hay nhung trong nito 1ong -196°C
[5], [6]. Pdng thoi, viéc bd sung cac chat bao vé thudc nhom disaccharides (nhu trehalose,
sucrose, lactose) va protein (skim milk) trudc khi tién xir Iy lanh sau giup ngin ngira ton thuong
cho céc té bao do sy hinh thanh tinh thé bang truéc khi dwa vao bao quan [7], [8]. Mot sé nghién
ctru ciing chi ra viéc két hop gitra skim milk ty 1¢ 10% (w/v) véi mot sé thanh phan khac nhur
natri glutamate, trehalose, rafinose hay mat ong giup ting kha ning séng sot cua té bao
Saccharomyces cerevisiae tir 30% I&n 96 - 98% [3]. Hau hét cac miu bao quan dong kho co thé
dugc luu trix trong it nhit mot ndm ma khéng doi hoi duy tri trang thai bao quan dic biét, véi mot
s6 ngudn vi khuan co thé ton tai trong vai thap ky khi dugc bao quan dung cach [9]. Cac mau cay
dong kho c6 thé dugc phuc hdi don gian bang cach bu nuéc hoic dung dich mudi dém phosphate
(PBS) truéc khi cdy chuyén vao méi truong dinh dudng méi [2], [5]. Phuong phap bao quan nay
c6 hiéu qua vai nhitng chung vi sinh vat ¢é nhiéu dac tinh quy thudc cac nhom vi sinh vat khac
nhau nhu ndm soi, nAm men, vi khuan, xa khuan [2], [10], [11].

Muc dich ciia nghién ciru ndy nham danh gia anh huong cua viéc sir dung ky thuat tién xu ly
lanh sdu va céc chat bao vé toi hiéu qua cua qué trinh bao quan déng kho ching xa khun
Streptomyces parvullus HT19.1 va chung Xa khuan Streptomyces sp. HT17.8, c6 ngudn gbc phan
lap tur dat trong ché thudc khu vuc Thai Nguyén. Hai chung xa khuan nay da dugc nghién cuu
mot s dac diém sinh hoc va phan loai, hoat tinh khdng mot sé nim gay bénh thyuc vat
(F.oxysporum, F.solani, A.niger) cling da dugc ghi nhan [12], [13].

2. Vit liéu va phuwong phap nghién ctru
2.1. Vat ligu nghién ciru

- Chung xa khuan Streptomyces parvullus HT19.1 va ching xa khuan Streptomyces sp.
HT17.8 c6 hoat tinh khang mot s6 nim gy bénh thuc vat dugc luu giir tai Phong thi nghiém Sinh
hoc, truong Pai hoc Khoa hoc, Bai hoc Thai Nguyén.

- Chung vi sinh vat kiém dinh: Fusarium oxysporum VTCCF-1301, Aspergillus niger
VTCCF-001, Fusarium solani VTCCF-1302 do Vi¢n Bao tang glong chuan Vi sinh vét cung cap.
MBoi truong Gause 1 nudi ciy xa khuin, méi trudng Czapek nudi cidy nim méc.
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2.2. Phwong phap nghién curu

2.2.1. Nghién citu anh hurong tien xit 1y lanh sdu dén ty 1é song sot cua vi sinh vat sau dong khé

Nudi cay chung xa khuan HT19.1 va HT17.8 trén mai truong Gause 1 dich thé ¢ diéu kién 28
- 30°C, toc d6 lic 180 vong/phat trong 48 gio. Ly thm 1000 pL dich nudi ciy ¢ toc d6 10000
vong/phut dé loai bo dich va thu sinh khdi té bao, bo sung 200 pL dung dich chat bao vé skim
milk 10% vao cac 6ng luu trir lanh té bao Cryotube chua sinh khéi truge khi tién hanh tién xi ly
lanh sau & nhiét do - 20°C va - 80°C trong thoi gian 12h. Tién hanh dong khé sinh khdi cac chung
gidéng vi sinh vat trong may say doéng kho chan khéng ALPHA 1-2 LD plus & nhiét do binh
ngung -51°C va ap suat budng 5 Pa trong 24 gio [14], [15]. boi ching la mau dong kho sinh khdi
té bao khéng qua xir Iy lanh sau. Xac dinh ti 1¢ song sét ciia mdi chung trén co s¢ danh gia mat
d6 vi sinh vat truéc va sau dong kho theo phuong phap dém sb don vi hinh thanh khuan lac
(CFU/mL) trén moi truong Gause 1 dich thé ¢ bo sung thém thach ¢ thoi diem 24 gio sau khi xi
Iy lanh sau va sau khi dong khé mau [2], [14]. Be phuc hdi ching glong sau khi xtr ly lanh séu/
dong kho va sau thoi gian bao quan, cac dng miu duoc bu nudce dén thé tich ban diu bang cach
b6 sung 200 pL dung dich dém PBS (8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na;HPO,, 0,24 g KH2POy4,
nudéc cat 1 lit), o ¢ nhiét do phong 30 phut truéc khi tién hanh kiém tra [2].

2.2.2. Nghién ciu anh hirong cua chdt bao vé dén ty 1é song sot cua vi sinh vt sau déng khé

Chuan bj cac éng Iuu trir lanh té bao Cryotube chua sinh khdi mdi chung vi sinh vat nghién
ctru, bo sung 200 pL dung dich mudi NaCl 0,9% d6i véi mau ddi ching va 200 pL dung dich
chat bao vé gdbm skim milk, trehalose, lactose, sucrose (10%, w/v) dbi voi mau thi nghiém. Tién
hanh tién xu ly lanh sau sinh khéi cac chung vi sinh vat & nhiét do - 80°C trong thoi gian 12 gio,
dong kho mau sinh khdi vi sinh vat va xac dinh ti 18 sdng st cia mdi chung o thoi diém 24 gio
sau dong kho trén co so danh gia mat do vi sinh vat trudce va sau dong kho theo phuong phap mo
ta & trén [2].

2.2.3. Nghién ciru anh hweng cia hon hep cac chdt bao vé dén ty 1é séng sot cua vi sinh vt sau
dong kho

Chuan bi mau sinh khdi cac vi sinh vat trong dng luu trir lanh té bao Cryotube, b6 sung 200
UL dung dich mudi 0,9% NaCl d6i voi mau dbi chiang va 200 pL hdn hop cac chat bao vé gom:
CT1: Trehalose 10% + skim milk 10%; CT2: Trehalose 10% + skim milk 10% + NaCl 0,9%;
CT3: Trehalose 10% + skim milk 10% + natri glutamat 1%; CT4: Trehalose 10% + skim milk
10% + natri glutamat 1% + NaCl 0,9%. Tién hanh tién xi 1y lanh sau sinh khéi cac chung vi sinh
vat ¢ nhiét do - 80°C trong thoi gian 12 gid, dong khé mau sinh khéi vi sinh vat va xac dinh ti Ié
sbéng sot cia mdi ching & thoi diém 24 gid sau dong khé trén co s& danh gia mat do vi sinh vat
trudc va sau dong kho theo phuong phap mé ta & trén [2], [17].

2.2.4. Phan tich va xi Iy sé liéu

Ti 18 séng s6t cua mau chung gidng vi sinh vat dugc xac dinh 1 ty 16 phan trim cta don vi
hinh thanh khuan lac (CFU/mL) duoc tao thanh so véi mat do6 vi sinh vat ban dau va duoc tinh
toan theo cong thuc [14], [17]:

Té bao sbng s6t sau bao quan (CFU/mL)
% Séng sot = S RES—— x 100%
Té bao song dugc trudc bao quan (CFU/mL)

Céc thi nghiém duoc lap lai 3 1an. S6 liéu nghién ciru duoc xir ly théng ké sinh hoc trén phan

mén Excel 2010.

3. Két qua va ban luan

3.1. Anh hwéng tién xir ly lanh sau téi khd ning séng sét cia ching xa khudn HT19.1 va
HT17.8 sau dong kho
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Két qua danh gia tac dung caa xu ly lanh sau trude khi dong kho dén ty 1& sdng sot cua cac vi
sinh vat nghién ctu thé hién & Hinh 1a va 1b cho thay, khi cac té bao dugc xu ly lanh sau ¢ -
80°C hoic -20°C thi ty I¢ song sot sau qua trinh dong kho cua ca hai chung déu cao hon so véi
ddi ching mau khéng qua xt Iy lanh sau, dat 67% véi chung HT19.1 va 69% véi chung HT17.8
khi xtr ly lanh sdu ¢ -80°C va dat 54% vai chung HT19.1, 59% véi chung HT17.8 khi xt ly lanh
sau ¢ -20°C so vai 18% véi HT19.1, 59% va 20% véi chung HT17.8 ¢ cong thuac khong xu ly
lanh sdu. Mat d6 céc chung xa khuan HT19.1 va HT17.8 sau khi xt Iy lanh sau & -80°C dat 1,5 x
108 CFU/mL va 2,3 x 108 CFU/mL, trong khi mat do cac chung nay chi dat 1,1 x 105 3,2 x 10°
CFU/mL khi xir Iy lanh sau & -20°C. Nhu vay, xt ly lanh siu & -80°C cho ty 1& séng sot cuia cac
chung xa khuan sau dong kho cao hon so vai xir Iy lanh sau ¢ -20°C. Két qua nghién ctru twong
tu ciing da dwoc Zhao va cong su (2005) cong bd va xac dinh mau vi khuan Lactobacillus brevis
dugc xur Iy lanh sau & -65°C ¢6 ty 1é séng sot sau dong kho dat 65% cao hon so véi xir ly lanh
sau & -20°C (ty 1& song sot dat 46%) [4].
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Hinh 1. Anh hwong cua tién xu 1y lanh sau téi (a) mdr do (Log CFU/mL) va (b) ty I¢ song s6t (%)
cuia Cac mdau dong khé ching xa khugn HT19.1 va HT17.8

3.2. Anh hwong ciia cac chdt bdo vé téi khd néing séng sét cia ching xa khudn HT19.1 va
HTI17.8 sau dong kho

Trong nghién ciru nay, chung t6i da danh gia tac dong riéng ré cua viéc s dung lactose,
sucrose, trehalose va skim milk (10%, w/v) nhu 13 chat bao vé ddi véi kha ning séng sét cua
chung xa khuan nghién ctu so véi ddi ching (chi sir dung nuée mudi sinh ly khir tring NaCl
0,9%). Cac mau dugc xu ly lanh sdu & cing diéu kién -80°C trong 12h trudc khi chuyén tiép sang
thiét bi dong kho. Két qua nghién ciru tac dung cuia cac chat bao vé dén ty 18 séng s6t cua cac
chung xa khuan thé hién & hinh 2a va 2b cho thay c6 su khéc biét vé kha ning ton tai cia cac
chang xa khuén sau déng khé khi str dung céc chat bao vé khac nhau, trong d6 ty 18 séng s6t cao
nhit dugc xac dinh khi sir dung chat bao vé 1a trehalose dat 81% va 83% cao hon so véi sir dung
skim milk (72% va 73%), sucrose (64% va 60%), lactose (59% va 63%) va cao hon c6 y nghia
thng ké so vé6i dbi chung sir dung NaCl 0,9% ( 23% va 26%). Mat d6 chang xa khuan HT19.1
va HT17.8 sau dong kho st dung trehalose dat 1,5 x 10° CFU/mL va 3,5 x 10° CFU/mL. Str dung
chat bao vé skim milk 10% mat d6 chung xa khuan HT19.1 va HT17.8 sau dong khé nam trong
khoang 1,5 - 2,3 x 108 CFU/mL.

M6t sé nghién ciru da bao cdo tac dong tich cuc caa trehalose so véi mét sé chit bao vé khac
dbi vai su ton tai cua vi sinh vat trong bao quan lanh sau va dong kho [4], [5], [16] va xac dinh
trehalose 10% da lam tang ty I¢ séng sOt cua cac chang vi khuan Lactobacillus brevis va
Oenococcus oeni 1én 56,8% va 40,2% so véi lactose, sucrose, maltose, glucose, fructose [4]. biéu
nay duoc ly giai c6 thé do tac dong lién két gilta phan tu duong trehalose va cac nhom dau phan
cuc cua phan tir phospholipid kép ¢ trén mang té bao glup bao vé mang té bao. Nguoc lai, trong
truong hop khong sir dung chat bao quan trehalose hay céc chat bao vé khéc, cac té bao bi ton
thuong sau khi 1am lanh sau va déng khé do sy hinh thanh tinh thé bang, ty & séng s6t ghi nhan
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chi dat 8,7 - 19% so v&i truc khi bao quan d6i véi cac mau déi chiing chi bo sung NaCl 0,9%
[8]-[10]. Ngoai ra, loai duong nay cling duoc biét dén nhu mot chat Chong oxy hoa bao vé mang
chong lai stress oxy hoa [6], [7]. Bén canh d6, skim milk ciing 1a mot chat bao vé duoc sir dung
pho blen trong bao quan vi sinh vat do thanh phan protein c6 tac dung bao phu céc té bao va can
bang on dinh cac thanh phan cau tric mang té bao trong qua trinh déng kho. Mot dac diém khac
cua skim milk 1a kha ning lam kho d& dang hon va cung cép nang sudt chat kho cao hon nén
cling thuong duogc lya chon st dung lam chéat bao vé chang giéng vi sinh trong san xuat ché
pham sinh hoc [17].
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Hinh 2. Anh huéng cia chdt bao vé téi (a) mér dg té bao (Log CFU/ML) va (b) ty I¢ song st (%)
cua chung xa khuan HT19.1 va HT17.8 sau dong khé

3.3. Anh huéng ciia cac cong thirc bdo quan khac nhau téi kha nang ton tai ciia ching xa
kKhudan HT19.1 va HT17.8 sau dong kho

Véi muc tidu xay dung cdng thirc méi trudng bao vé sir dung hiéu qua cho ca ching xa khuan
HT19.1 va HT17.8 khao sat, hudng toi la bao quan 1au dai va duy tri dwoc kha ning séng sét cao,
hai chiing xa khuan duoc thir nghiém bao quan véi 4 cdng thirc méi truong thir nghiém trén thiét
bi dong kho chuyén dung cua don vi (4p dung budc tién xir ly lanh sau ¢ -80°C). Két qua biéu
hién tai hinh 3a va 3b chi ra ca 4 cong thirc moi trudng bao vé sir dung déu cho hiéu qua bao vé
cao, thé hién ¢ ti 1& sdng s6t cua ca 2 chung gidng sau 24 gio xir Iy déng kho dat trén 80%, cao
hon gan 4 lan so véi mau dbi chung chi dat 21 - 23%. Trong d6, cong thirc moi truong bao vé
CT4 gém cac thanh phan: Trehalose 10% + skim milk 10% + natri glutamat 1% + NaCl 0,9%
cho hiéu qua bao vé cao nhit, thé hién & ti 1& song sot dat 95% ddi voi mau xa khuan HT19.1 va
92% dbi voi mau HT17.8, gia tri Log(CFU/mL) dat 10,9 va 10,6, trong tng mat do té bao dat 8,3
x 10 CFU/mL va 6,5 x 10 CFU/mL. Piéu nay cho thiy, viéc sir dung két hop b6 sung ddng
thoi cac chat bao vé 1a trehalose va skim milk cung véi NaCl 0,9% va natri glutamat 1% c6 tac
dung nang cao ti 1& séng s6t cua hai chung nghién ctru sau déng kho tét hon so véi cac mau duoc
xu ly véi CT1, CT2, CT3 va so véi miu duoc xt Iy vai cac chat don 1¢ (hinh 2a va hinh 2b). Két
qua nghién ciru ciia ching t6i ciing phtt hop véi mot s6 nghién ctru d chi ra, méi trudng bao vé
c6 su két hop dong thoi cia mot sé chat bao vé cho ty 16 séng sot cao hon khi st dung mdi
truong chi chira riéng 1é mot chat trong qué trinh bao quan déng khé [1], [3], [1 1]. Bellali (2020)
cdng bé viéc s dung 10% trehalose lam chét bao vé gilp duy tri kha ning sdng sot dat 74%,
trong khi d6 su két hop cua trehalose véi skim milk va natri glutamat 1am tang kha ning sdng sot
cia chung vi khuan 1én 85% sau khi déng kho [2]. Trong nghién ciru ndy, viéc két hop cua
trehalose véi skim milk va natri glutamat (CT3) ciing cho hiéu qua dong kho cao, thé hién o ty Ié
séng sot sau 24 gio dong kho ching xa khuan HT19.1 dat 89% va ching xa khuan HT17.8 dat
87%. Tuy nhién, trong nghién ctu nay ching tdi ghi nhan viéc bé sung thém mot ty 1é NaCl
0,9% (& CT4) c6 tac dung nang cao hiéu qua ciia bao quan dong kho ddi vai cac chung gidng nay
hon so véi khi xtt ly véi CT3 (hinh 3a va hinh 3b).

http://jst.tnu.edu.vn 86 Email: jst@tnu.edu.vn


http://jst.tnu.edu.vn/
mailto:jst@tnu.edu.vn

TNU Journal of Science and Technology 228(05): 82 - 88

12 100

nl

EN

TV 1§ song s6t (%)

'S

Mat d té bio (Log CFU/m

%

2

Dbi chimg

Déi chimg CT
# Ching HT19.1 )Chiing HT17.8 @Chung HT19.1 OChing HT17.8

a b
Hinh 3. Anh huong cia cac cong thirc phéi hop cac chdt bdo quan téi (a) mdr dg té bao (Log CFU/mL) va
(b) ty I¢ song sot (%) cua chung X khuan HT19.1 va HT17.8 sau déng kho

3.4. Pdnh gid chdt lwong bdo quan chiing xg khuan HT19.1 va HT17.8 theo thei gian

Céc 6ng gidng sau khi dong kho dugc bao quan trong diéu kién ti & nhiét do phong va duoc
theo ddi chat luong bao quan trong 12 thang. Chat lugng bao quan chung gidng ching xa khuan
HT19.1 va HT17.8 theo thoi gian duoc danh gia dwa trén cac tiéu chi vé kha ning ton tai cua
chang gidng trong cac dng dong kho va hoat tinh khang sinh xac dinh theo phuong phap khuéch
tan trén thach (hinh 4). Két qua trinh bay trong Bang 1 cho thy, mat do té bao ngay sau khi xtr ly
dong kho déu dat trén 10%° CFU/mL. Tai cac thoi diém kiém tra 1 théng, 3 thang va 6 thang sau
dong kho, mat do té bao van duy tri & mac > 10° CFU/mL, tir thang thir 9 dén thang thir 12 mat
d6 té bao van con duy tri & mirc > 10° CFU/mL. Dong thoi, két qua danh gia hoat tinh khang sinh
theo thoi gian bao quan cho thay ching xa khuan HT19.1 va HT17.8 van duy tri duoc hoat tinh
khang cac chang vi sinh vat kiém dinh, thé hién thong qua duong kinh tc ché vi sinh vat kiém
dinh dat > 15 mm [12], [13]. Nhu vy, trong nghién ciru ndy, chat luong bao quan 2 chang xa
khuan HT19.1 va HT17.8 theo phuong phép dong kho dam bao chét lugng sau 12 thang bao quan
& didu kién nhiét do phong.

Bang 1. Chdt lirong bao quan chuing xa khuan HT19.1 va HT17.8 theo thoi gian

Mat dé té bao (CFU/mL)
Chiing HT19.1 Chiing HT17.8

Theoi gian bio quén chiing giéng Hoat tinh khang nam

0 gio 8,9 x 10 9,1 x 10 +
1 théng 8,3 x 10% 8,8 x 10% +
3 thang 8,2 x 10% 8,4 x 10% +
6 thang 8,0 x 101 8,1 x 101 +
9 thang 8,9 x 10° 8,8 x 10° +
12 théng 7,4 x 10° 7,1 x10° +

Ghi chii: Puong kinh vong ic ché > 15 mm.

HT17.18

Q=N

S

. —

F.sonali

Hinh 4. Hoat tinh khdng nam ciia cdc ching xa khudﬁ HT19.1 va HT17.8 )
(Doi chitng -: chung xa khuan HT17.18)
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4. Két ludn

Viéc tién xir ly mau lanh sau & nhiét d6 - 80°C (bd sung skim milk 10%) cho ty 1& song s6t cia 2
chang xa khuan HT19.1 va HT17.8 cao hon so véi & - 20°C va cao hon d6i ching khéng xa 1y lanh
su, ty 1é sdng sot dat 65% voi chung xa khuan HT19.1 va 69% véi chiing xa khuan HT17.8.

Mau vi sinh vét dugc xu 1y lanh sau trude dong kho & - 80°C két hop véi sir dung cac chét bao
vé, gdm lactose, sucrose, trehalose, skim milk (10%) gidp nang cao ty I séng st cua 2 chang
nghién ciru, dat 59% va 83%, cao hon c6 y nghia so vai 23% va 26% ¢ cong thice ddi chimng.
Trong do, trehalose cho hiéu qua bao quan cao nhat, dat ty 16 séng sot 81% vaéi mau xa khuan
HT19.1 va 83% véi mau xa khuan HT17.8.

Viéc str dung phdi hop céac chat bao vé gom: trehalose 10%, skim milk 10%, natri glutamat
1% va NaCl 0,9% két hop tién xir ly lanh sau & - 80°C cho hiéu qua bao quan tét nhat, nang cao
ty 1¢ sbng sot 18n 95% véi mau xa khuan HT19.1 va 92% véi mau xa khuan HT17.8, tuong @ng
mat do vi sinh vat sau dong kho dat > 10%° CFU/mL sau 12 thang theo ddi. Chat luong mau vi
sinh vat dong khd ¢am bao sau 12 thang bao quan & diéu kién nhiét ¢6 phong.
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