TRUONG DAI HOC CONG NGHE SAI GON
KHOA CONG NGHE THUC PHAM

PHONG TN CONG NGHE SINH HQC

SAN XUAT SINH KHOI NAM MEN

1. VAT LIEU

— Gi6ng nAm men dugc st dung 12 Saccharomyces cerevisiae dugc nudi va gitt trong

ong nghiém thach nghiéng
— Thi€t bi lic 6n nhiét
— Kinh hién vi
— Budng d€m hong cau
— Dung dich Methylen blue (d loc qua gidy loc)
4 MOoi trudng nhan giéng: twong ty mdi trudng 1én men M2
+ MOoi trudng 1én men: 500ml

— Mo6i trudng 1€n men M1:

Dich chiét gid 500ml

Peptone 1%

Saccharose 5%

Ampicilline 0,5ml (phong TN da chudn bi)

Cdch lam dich chiét gia: 100g gid ddu (da rita sach), thém 500ml nudc. Pun séi 30
phiit. Loc qua vdi méng (hodc rdy) 1y phan dich trong

— Moi truong 1€n men M2 :

Peptone 1%
Yeast extract 0,5%
NaCl 0,5%



Saccharose 5%
Nudc cho di 500ml
Ampicilline 0,5ml (phong TN da chudn bi)

— Mobi trudng 1én men M3 :

Saccharose 5%

Peptone 1%

K,HPO, 0,3%

MgS0,.7H,0 0,2%

Nudc cho dd 500ml

Ampicilline 0,5ml (phong TN da chudn bi)

— Moi truong 1én men M4 :

Dich chi€t ca chua 500ml
Glucose 5%
Ampicilline 0,5ml (phong TN da chuin bi)

Cdch pha ché dich chiét ca chua: 150g ca chua dugc 16t v, cdt nhé va dun séi voi
500 ml nudc trong 30 phiit. Loc qua vdi méng (hodc rdy) ldy phadn dich trong
2. CACH THUC HIEN
4 Nhan giong (do cdn bd PTN thuc hién):

- Giong tir 6ng nghiém thach nghiéng dugc chuyén vao 0,51 mdi trudng M2 dugc
chita trong 02 binh tam gidc 500 ml (da thanh tring, d€ ngudi)

- Ti€n hanh nudi cdy trong 72 gid & diéu kién nhiét dd phong.
+ San xuit sinh khéi:
- Chuén bi méi trudng 1€én men (M1, M2, M3 hodc M4)

- Chuyén giéng vao binh tam gidc 1000ml chita 500ml méi trudng 1én men. Ty 1&
cdy gidng tir 5 — 20% (tuy theo yéu cau clia gido vién huéng din)

- Cho binh tam gidc vao thié€t bi 1ic 6n nhiét, lic véi tdc do 220 rpm



- Nhiét do: 28 — 35°C; pH 4.5 - 7.0 (tliy theo yéu cAu clia gido vién huéng din).

3. THEO DOI CAC CHI TIEU KHI TIEN HANH NUOI CAY THU SINH KHOT
Theo dbi cdc chi tiéu sau: mdi I gio/lan
a) Tong so t& bao / ml (st dung budng d€m hong ciu)
b) P06 hap thu ctia dich nuoi c4y sinh kh6i & A = 600nm
¢) T 1¢ t& bao chét
d) Ti I& t&€ bao nAm men ndy chdi

CACH TIEN HANH

+ Do do hﬁ’p thu Agoonm

- Pha loang dich nudi cAy ndm men: 14y 1ml dich nudi cdy pha lodng véi 4 ml nu6c

trong 6ng nghiém . Lic déu. Po do hap thu cla dung dich nay & budc séng A = 600nm
4+ P&m trén budng d€m hdng cau

- Ti€n hanh pha lodng dich nudi cAy nAm men theo cdc dd pha lodng khdc nhau (tuy

thudc vao thdi di€ém nudi cdy, thong thudng ta pha lodng tir 1 dé€n 20 1An).

- Ldy Iml dung dich miu d3 pha lodng cho vio 6ng nghiém. B3 sung 1 giot
methylen blue. Lic déu trong 1 phit. Cho dung dich trong 6ng nghiém 1én budng d€m

hdng ciu va quan st dudi kinh hién vi
~ e V- T A A A 2
+ DEm tong s0 t€ bao trén 5 6 vudng I6n
~ g V-G T ~. \ A A A %
+ B€m tong s0 t€ bao chét (mau xanh) trén 5 6 vudng 16n
/\, /\? /\, /\, 2 k' A A A Zs
+ D€m tong sO nAm men nay choi trén 5 6 vudng I6n

Luu ¥: chi tinh nhitng té bao c¢é choi < ¥ t& bao me; cdc chdi > Y2 té bao me dugc tinh

la mot té bao riéng 1é; thoi gian tit khi ldy mdu dén khi dém xong phdi < 15 phiit
N ={a/bx400/0.1} x 10’ x n
N; = {a,/b x 400/0.1} x 10> x n
N, = {a,/b x 400/0.1} x 10°> x n
Ti 1& t&€ bao nAm men chét (%) = N,/ N x 100; Ti 1& ndy chdi (%) = N, /N x 100

Trong do:



N: tong s6 t&€ bao trong 1ml miu nghién citu

N;: tong s6 t& bao chét trong Iml miu nghién ctu

N,: tdng sd t& bao ndy chdi trong 1ml miu nghién citu

a: tong so t& bao trong 5 6 vuodng 16n

a;: tong sd t&€ bao chét trong 5 6 vudng 16n

a,: tong sO t& bao ndy chdi trong 5 6 vudng 16n

b: s6 6 vudng nhd trong 5 6 vudng 16n (16 x 5 = 80 & vudng nhd)

400: t6ng s6 6 vudng nhd

0.1: thé tich dich t& bao (tinh bing mm®) chita trén 6 trung tim

10*: s6 chuyén mm® thanh ml (1000mm’ = 1ml)

n: do pha lodng ctia mau dung dich nudi cdy nAm men
4. CAC THONG SO VE SINH TRUGNG VA PHAT TRIEN CUA NAM MEN
TRONG MAU THi NGHIEM

& Thoi gian thé hé (g)

N&u sd t&€ bao ban dau khong phdila 1 ma 1a Ny thi sau n 1an phan chia ta sé& c6 tong
s6 t&€ bao 12 N, v6i t = (t, — t;) bi€u thi sy sai khdc giita thdi gian t, va thdi gian t, (trong
truong hop cia bai thi nghiém nay, t = t, — t; = 1 gio).

g =t/m =log2 (t, — t;)/ (logN - logN,)

+ Hing s6 toc do phan chia (c)

Gid tri nghich ddo clia thdi gian th€ hé hay 12 s6 1in phin chia sau mot don vi thdi
gian (tic sau 1 gid) goi 12 hiing sd tdc d6 phan chia (c). Hing so téc do phan chia phu
thudc vao: lodi vi sinh vat, nhiét dd nudi cdy, moi trudng nudi cay, ...

c=1/g=n/t

+ Hing s6 toc do sinh trudng (u)

Mo6i quan hé giita hiing s tdc dd sinh trudng (u), hiing s6 téc do phan chia (c) va thdi

gian thé€ hé (g):

u=0.69 c =0.69/g



5. TRINH BAY KET QUA THi NGHIEM

Tur cdc k&t qud thu nhan va tinh todn dudc ti€n hanh 1ip bing k&t qui va vé cdc dd

thi sau:
Bang két qua thi nghiém
Thoi | Agyonm | 18N | 1gN1 | 1gN2 | Tile | Tile | g | ¢ I
gian (tb/ml) | (tb/ml) | (tb/ml) | chét nay (gio)
(gi0) (%) | chéi
(%)
0
1
2
3
4
5
6
7
8

0 gio: thoi diém ngay khi vita cho giéng vao moi truong nudi cdy

a) Tong sO t& bao theo thdi gian (gid)
b) Ti 1& t&€ bao chét (%), ti 1& ndy chdi (%) theo thdi gian (gid)
¢) Agoonm theo thdi gian (gid), Aegonm theo tdng sd t& bao

d) g, c, 1 theo thdi gian (gi0)

Ghi chi:

1. Sinh vién tham khdo thém tai li€éu: Nguyén Lin Diing, Nguyén Binh Quyén,
Pham Vin Ty. Vi sinh vdt hoc. Nha xuit bdn gido duc, 1997. Trang 375 - 378.

2. Sinh vién chudn bi mdi trudng tai phong TN Cong nghé sinh hoc trudc 1 ngay.



UNG DUNG ENZYME a-AMYLASE VA B-AMYLASE

TRONG SAN XUAT PUONG MA CH NHA

1. Giéi thiéu
Pudng mach nha (hdn hgp maltose, glucose, dextrin mach ngin,) dudc dung rong rai
trong sdn xudt banh keo.

Mach nha 12 sdn phdm thuy phin tinh bdt (sin, bip, gao...). Hién nay cong nghé sin

xu&'t mach nha biing enzyme amylase dugc ting dung phd bié€n trén thé gidi
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2. Nguyén vat liéu

Tinh bdt khoai mi

Enzyme a-amylase va B-amylase
M4y quang phd

Thi€t bi 6n nhiét

Bé&p dién tir

3. Tién hanh

@Nu’é’c, 90°C

Ho hoa

Qﬂ-amylase, 80°C

Dextrin hoa

@ B—amylase, 60°C

Puong hoa

g




3.1 Hé hod tinh bét

Can tinh bdt, cho tinh bt vao nudc, khudy déu va dun cdch thuy dé&n khi nhiét do dung
dich dat nhiét dd hd hod (tuy vao loai tinh bot, thong thudng > 65°C). Duy tri nhiét do

dé&n khi dung dich hd hod hoan toan.

3.2 Thuy phén tinh bt
4 nhém ti€n hanh thuy phan tinh bot v6i 4 diéu kién khdc nhau.

1. 50 ml dung dich tinh bot ndng d6 8%, enzyme 0-amylase 50 U/g tinh bdt (80°C x
30 phdt) va B-amylase 50 U/g tinh bt (60°C x 30 phdt).

2. 50 ml dung dich tinh bot ndng d6 8%, enzyme a-amylase 100 U/g tinh bot (80°C x
30 phiit) va B-amylase 100 U/g tinh bot (60°C x 30 phiit).

3. 50 ml dung dich tinh bt ndng d6 15%, enzyme a-amylase 50 U/g tinh bot (80°C x
30 phiit) va B-amylase 50 U/g tinh bot (60°C x 30 phuit).
4. 50 ml dung dich tinh bot ndng do 15%, enzyme a-amylase 100 U/g tinh bot (80°C

x 30 phit) va B-amylase 100 U/g tinh bot (60°C x 30 phuit).

Dirng phén tng biing cdch dun miu trén bép tir dang sdi trong 15 phit.

3.3 Xdc dinh ham lugng duong khi trong dich sau thuy phdn

3.3.1 X4y dung dudng chuin

e Pha maltose trong nudc véi cdc n6ng do khac nhau: 0%, 0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8%,
1.0%.

e Cho 0.3 ml dung dich chudn vira pha vao 0.9 ml dung dich DNS, dun s6i 5 phiit ,

d€ ngudi (cho nhanh 6ng nghiém vio nudc lanh), do do hap thu bing miy quang



phd & budc séng 575 nm. Dung excel vé& dudng thing quan hé giita ndng do
maltose va d hap thu. Vi€t phuong trinh dudng chuin.
3.3.2 Xdc dinh ndng do dudng khit

e LAy 1 ml dung dich vira thuy phdn pha lodng 2 d&€n 10 14n (a). Cho 0.3 ml dung
dich vira pha lodng vao 0.9 ml dung dich DNS, dun s6i 5 phiit, d€ ngudi va do do

hap thu biing may quang phd & budc séng 575 nm.
e So sdnh v6i dudng chudn. X4c dinh néng d6 dudng khit (b).

e Nong do dudng khit trong dich sau thuy phan (a x b).



