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BAI TOM TAT

Lén men malolactic 1a qua trinh chuyén ho4 axit malic thanh axit lactic va qua
d6 tao cho vang mot tinh chit cdm quan dic trung va su 6n dinh sinh hoc nho chung vi
khuan Leuconostoc oenos. Qué trinh 1én men malolactic ¢6 thé dugc thuc hién nho
céc t&€ bao vi khuan tu do hodc t€ bao duoc ¢6 dinh trong cic chat mang ma thong
dung nhat 1a Ca-alginat.

Do trong ctia rugu vang 1a mot yéu cau chat lugng thiét yéu. Cong nghé mai hién
nay dua ra khdi niém l1am trong rugu vang dung dé chi viéc thém chi dong mot s6 chat
hap phu nao d6 dé két lang hoic két tha céc ciu ti ¢ trong ruou vang véi nong do cao
vuot qud giGi han dé dam bao do trong cho ruou vang va giit cho rugu vang 6n dinh vé
mat hoéa ly.

Viéc nghién ctu dé dua vao ting dung trong san xudt hai qud trinh cong nghé
trén dong vai tro rat quan trong trong viéc nang cao chat lugng clia rugu vang Viét
nam.

Thuc hién nghién ctru nay ching t6i da dat duoc cac két qua sau day:

1. Pa tuyén chon duoc 1 ching vi khuin Leuconostoc oenos c6 hoat do
malolactic cao va xac dinh dugc céc dieu kién nudi cdy va moi truong thich hgp
nhat v6i ching vi khuin ny.

2. C6 dinh vi khuén trong gel Ca-alginat va xdc dinh dugc cdc yéu t6 anh hudng
dén hoat d6 malolactic cua cac hat c6 dinh. Tién hanh lén men malolactic nho
cac t€ bao co dinh tai quy mo6 phong thi nghiém.

3. Xay dung quy trinh cong nghé Ién men malolactic nho t€ bao vi khuén tu do va
ti€én hanh thuc nghiém trén thiét bi 1én men 3000 lit. Chat lugng rugu vang
dugc cai thién dang ké: vi chua diu, hai hoa, dugc nhiéu ngudi ua thich.

4. Nghién ctiu st dung cac chit lam trong rugu vang: PPVP, gelatin, bentonit va
lua chon dugc bentonit 1a thich hop nhat.

5. Pa chuyén giao cong nghé san xudt rugu vang cho 2 co s& san xuat 1a: Cong ty

c6 phan Duong Bién Hoa va Cong ty Bia va nu6c giai khat Quang Ninh.
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PHANI. MO PAU

Ruou vang 1a san pham lén men khong chung cat tir dich qua n6i chung ma chu
yé&u nhat 1a nho. Day 1a mot loai d6 udng cé gia tri dinh dudng cao do hau hét cac chat
dinh dudng tir qua dugc chuyén vao trong ruou ma khong bi mat di do khong qua giai
doan chung cat. Ngoai thanh phan chinh 1a con v6i nong do vira phai 10 -14%V trong
vang con c¢6 hau hét cac axit amin khong thay thé€ nhu lisin, treonin, leusin, isoleusin,
valin, arginin, histidin, phenylalanin... cac vitamin B,, PP, P, cac chat vi luong Na, Ca,
Mg, Fe, Mn, céac chit tao cam vi chua chat nhu: axit lactic, malic, citric, tartric, cac
polyphenol, cdc chat mau tu nhién va hinh thom tinh t€ hai hoa chit loc tir qua.

Nudc ta ¢6 tiém nang rat 16n trong nganh san xuét vang trén ca hai phuong
dién: nguon nguyén liéu va nhu cau tiéu thu cda thi truong. Viét nam la nuéc cé khi
hau nhiét d6i, c6 nhi€u ching loai qua phong phd quanh nam véi san luong 16n, gia
thanh ré. Xu huéng gan day, vang da tré thanh mot loai d6 uéng kha thong dung.

Cong nghé san xuat rugu vang thuong trai qua hai giai doan 1én men:

- Giai doan 1én men rugu: chu yéu dé 1én men tao do cén thich hop nhd hoat dong ctia
nam men.

- Giai doan Ién men malolactic: tao cho vang mot tinh chat cam quan dac trung va kha
nang bdo quan lau hon nho chiing vi khuan Leuconostoc oenos.

C6 thé noéi chat luong cta ruou duge cai thién rat nhiéu nhd giai doan thd hai
nay. O Viét nam hau hét cic co s& san xuét vang chua thuc hién giai doan thd hai, qua
trinh 1én men phu chi yéu la dé két ling nAim men lam trong rugu ma khong cé giai
doan 1én men malolactic, do vay chat luong rugu bi han ché ddng ké nhat 1a véi cac
loai qua c6 chita ham lugng axit malic cao. Vi vay viéc nghién ctru qua trinh 1én men
malolactic 12 mot giai phap budc dau dé nang cao chat lugng vang Viét nam.

Do trong clia ruogu vang la mot yéu cau chat luong thi€t yéu. Rugu vang khong
chi phai trong & thoi diém déng chai ma con phai duy tri do trong dé trong sudt qua
trinh tang trit va luu thong trong mot thoi gian nhat dinh bat ct ¢ di€u kién nhiét do
nao. Rugu vang non ¢6 thanh phan cac hat lo ling rat 16n gom cé bd nAm men va cac

manh thit qua. Cac hat lo Iitng hoac tao thanh swong mu hoac phan tan trong dich 16ng



khong chi gay nén su hu hdng vé hinh thiic ma con anh hudng dén huong vi clia ruou
vang. Do trong thu nhan dugc bang cach lang can din dan va sau d6 dugc gan lang
dan dé loai bo céc chat cian. Ngoai ra qua trinh nhanh hon nhu loc va ly tam ciing duoc
stt dung, tuy nhién phuong phap nay chi mang lai do trong cho vang tai thoi diém loc
nhung khong duy tri dugc su 6n dinh clia né. Theo truyén thong, do trong 6n dinh thu
dugc sau mot thoi gian tang trit dai. Cong nghé méi hién nay dua ra khai niém lam
trong rugu vang dung dé chi viéc thém chi dong mot chat hap phu nao d6 dé két lang
hoac két tia cac cau tir c6 kha nang hoa tan mot phan c6 trong ruou vang. Cac chat
dung cho muc dich nay duoc goi chung la chat lam trong mac du cac chat hoa tan
trong rugu vang ma ching hap phu va co ché loai bd cac chit nay rat da dang. Muc
dich ctia qud trinh 1am trong trong cong nghé san xuét rugu vang 1a dé loai bo cdc cau
tlr ¢6 trong thanh phan cta ruou vang véi nong do cao vuot quéa gidi han dé€ dam bao

do trong cho rugu vang va gitt cho rugu vang 6n dinh vé mat héa ly.

Dé dat duoc ciac muc tiéu trén, chiing toi thuc hién nghién cttu mot s6 van dé
sau:

1. Cac anh hudng ctia cong nghé va moi truong dé€n kha nang sinh truéng va phat
trién cling nhu phan giai axit malic cta cdc ching vi khuin va qua dé tim dugc mot
chung c6 cac dac tinh phu hop véi qua trinh 1én men malolactic.

2. Nghién ctiu ting dung k¥ thuat c¢6 dinh t€ bao trong 1én men malolactic.

3. Xay dung quy trinh lén men malolactic nhd t€ bao vi khudn tu do

4. Tién hanh thuc nghiém 1én men vang co trai qua giai doan 1én men malolactic
trén thi€t bi 3000 lit.

5. Sir dung mot s6 tac nhan lam trong trong qua trinh tang trit vang.

6. Xac dinh duoc diéu kién nhiét do tang trit vang



PHAN II: PHAN TONG QUAN
2.1. Qua trinh lén men malolactic:

Trong 1én men rugu vang nguoi ta goi qua trinh phan giai axit malic va xitric
dudi tic dung cua enzim malolactic cua Leuconostoc oenos la qua trinh 1én men
malolactic, mOt qua trinh quan trong bac nhit trong giai doan 1én men phu cta rugu
vang va sam panh [4,7,8,12]. Dic trung co ban nhat clia qua trinh nay 1 su bién doi
siu sac cac axit hitu co trong d6 quan trong nhat 1a axit malic. Axit malic va xitric chi
yéu vao dich 1én men tir qua va chi mot luong nhd duoc tao ra tir qua trinh 1én men
rugu. Khi axit malic va xitric bi phan giai s€ lam vang chua diu hon va vi hai hoa hon
tic lam vang bét cam “gidc cing” va ngon hon. Mot khi rugu vang khong con axit
malic va xitric thi it ¢ nguy co bién déi do chua va két qua la chat lugng vang 6n dinh
hon. San phiam clia qud trinh 1én men malolactic tir axit malic 1a axit lactic, CO,, con
tr axit xitric 1a diaxetyl, axetoin, 2,3-butylen-glycol day la nhiing chat tién than tao
nén hinh thom dac trung cho vang, ngoai ra con tao thanh axit axetic.

Phén tng hinh thanh axit lactic tir axit malic theo phuong trinh téng quit nhu
sau:

enzim malolactic
HOOC -CH,-CHOH-COOH - 5 H,C-CHOH-COOH + CO,
NAD, Mn**

axit L-malic Axit L-lactic

Ban chat enzym malolactic cua Leuconostoc oenos 1la mot protein cé tac dung
xtic tdc phan gidi axit L-malic thanh axit L-lactic vd CO,. Hién nay van chua thé
chiing minh dugc axit pyruvic va NADH la cac chat trung gian cta phan tng chi biét
rang NAD+ can thiét cho hoat tinh clia enzim malolactic va NADH, axit pyruvic ¢6

duoc tao thanh nhung chi véi lugng rat nho [9].

2.1.1.Vai tro cua qud trinh lén men malolactic:
Nhitng nghién ctru gan day cho thdy rugu vang dugc cdy chling giong 1én men

malolactic cho chat luong cao hon han khi khong cdy chling vi khu4n nay dic biét d6i



VGi céac loai vang c6 thanh phan axit cao dugc san xuat & xi lanh nhu DPidc, Phap va
mién dong nuéc M§ [7,11,13]. Su bién déi chat lwong ciia vang sau qué trinh 1én men
malolactic da duoc chi ra 1a vi ba 1y do chi yéu sau:

e DéE giam do chua cta vang do diaxit (axit malic) dugc chuyén thanh monoaxit (axit
lactic) di€éu nay lam giam do axit va taing do pH nho d6 ma vang thay vi vi chua
gat clia axit malic s€ trd nén diu hon va vi hai hoa hon [16,17,18].

e Lam ting tinh 6n dinh sinh hoc ctia rugu vang boi vi su phét trién ctia vi khuin sé
lam ngheo nguoén dinh dudng clia moi trudng va loai khoi moi truong hai axit hitu
co quan trong 1 axit malic va axit xitric d€ ¢6 thé dam bao giam t6i thi€éu qua trinh
lén men cham ctia vi khuan lactic khi bdo quan vang trong chai va su phat trién
mot cach tu phat cua cac vi sinh vat khong mong mudn gay nén cac bénh cho vang
[18,19,20,21].

e Lam tang t6 hop thom clia vang vi céc hop chat diaxetyl, axetoin va 2,3-butanediol
tao ra tir qud trinh chuyén hod axit xitric bai vi khudn 1a cac hop phan tao nén hinh
thom cho vang. Nhiing thanh phan khac ctia huong vi ciing tang kha nhu axit bay
hoi, diethyl succinat, mot so este bay hoi, ethyl axetat, n-propanol, 2-butanol, n-
hexanol, ethyl lactat, va 2,3 butanediol. Mot s6 thanh phan khac ciing tang nhe
nhu 3-methyl-n-butyl axetat, n-hexyl axetat, 2-phenylethyl-axetat va 2-ethyl-n-
hexanoat [7,16,17].

Ngoai ra qua trinh 1én men malolactic dugc thuc hién bang cach chi dong dua

vi khuan Leuconostoc oenos vao vang non s& gitip rit ngan thoi gian tang trit dang ké.

Vi vay dua qua trinh ndy vdo cong nghé san xudt vang s& 1a mot giai phap rat tot dé

nang cao chat lugng vang va giam gia thanh san pham.

2.1.2. Cdc kiéu lén men malolactic:
2.1.2.1. Lén men tu nhién:

San xuat vang theo truyén thong thi I1én men malolactic dién ra tu phét trong
sudt qua trinh bao quan vang non trong thoi gian vai thang hodc nhiéu nam. Vi khuén
c6 nguodn goc trén vo qua nho hoic & thung gb. Tuy nhién trong cong nghé san xuat

vang hién dai v6i qua trinh ché bién sach hon va thoi gian bdo quan can giam t6i thiéu



thi qua trinh 1én men nhu vay qua cham va khong du do tin cay. Leuconostoc oenos
sinh trudng cuc ky cham chap va doi khi khong phét trién & vang c6 pH 3,0-3,8; con
10-14%V; 10-100 ppm SO, va ham lugng dudng sét thap . Ngoai ra trong 1én men
malolactic tu phét ngoai tdc nhan 1a vi khuin Lcn.oenos con rat nhiéu vi khuén lactic
khac vi thé luon Iuon ¢ nhiing rii ro do viéc trao déi chat khong hoan toan cua axit
malic hay sian phdm c6 mui la hodc su hinh thanh c4c amine do vi khuin lactic
decarboxyl hod cac amino axit. Dac biét Pediococcus dugce coi 1a yéu t6 quan trong
nhat sén ra hitsamine. Do d6 vang c6 do pH cao thdc ddy su sinh trudng clia cdc giong
ndy trong qud trinh lén men malolactic thi chac chan chia lugng histamine khong
mong muon.

Bién phap Ién men tu nhién ciling ¢6 nhitng vu diém 12 thuan lgi va khong dit
tién, né dugc dp dung kha rong rdi & Phdp. Nhi€u nam kinh nghiém da chi ra ring
thanh phan vang va diéu kién moi trudong da da thic day su sinh trudng ctia Len.oenos
c6 mat tu nhién trong vang viung Bordeaux cua Phap va thong thudng 1én men
malolactic bat ddu trong vong 1-4 tuan sau khi 1én men ruou két thic. Thanh phan va
diéu kién d6 bao gém: SO, tong thap (< 40-50mg/l); duy tri pH cua vang 16n hon 3,2-
3,3; duy tri nhiét do ctia vang khoang 16-25°C. Tuy nhién nhiing bién phdp dé thic
ddy su sinh trudng ctia vi khuén tu nhién dé 1én men malolactic thanh cong hoan toan
khong phai luon luon xay ra va cdc phuong phap khéc dé thic ddy 1én men malolactic
tré nén can thiét [5].

Nhu vay 1én men malolactic tu nhién tuy c6é nhitng vu diém 1a thuan loi va ré
tién nhung nhugc diém ciing rit nhiéu d6 1a kho khoi dong, dién ra rat cham chap va
khé kiém soat dugc cac ching vi khudn tham gia vdo qué trinh dan dén viéc tao cdc
san pham phu khong mong doi. D€ khic phuc hién nay nguoi ta thuong 4p dung
phuong phédp chit dong dua vi khuén Lcn. oenos thuan ching vao moi trudng dé thuc
hién Ién men malolactic. Viéc cdy vi khun c6 thé dién ra trong qud trinh 1én men rugu
(c6 nghia la dong thoi véi ndm men) hoac sau khi hoan thanh qua trinh 1én men ruou.
2.1.2.2. Lén men mot giai doan (hay lén men hon hop):

Lén men mot giai doan ¢ nghia 1a ngudi ta cdy ndAm men va vi khuan dong thoi

trong qud trinh 1én men rugu. Phuong phdp nay c6 nhiing vu diém 1a vi khudn s& ¢6



diéu kién sinh trudng tot hon trong moi truong c6 nong do con thap va khi ham lugng
con ting dan trong qué trinh 1én men ruou thi vi khuan sé dugc thich nghi dan véi moi
truong chita ruou chi khong bi s6¢ nhu khi dot ngot gap moi truong cé nong do con
cao. Hon nita khi moi truong dang con rat giau chat dinh dudng nén thuan lgi cho su
sinh trudng va phat trién ctia vi khuan. Nuoi cady hon hgp con tao diéu kién cho su lén
men malolactic xay ra dong thoi v6i 1én men rugu, néu 1én men malolactic khong xay
ra tiic thoi thi c6 thé do ty 1& vi khuan trong dich 1én men qué it hodc do ham luong
SO, qua cao da tic ché vi khuén .
Tuy nhién phuong phép nay con c6 cac han ché€ d6 1a su canh tranh nguodn dinh
dudng va quan hé doi khang gifta cac ching vi sinh vat. Su chuyén hoa dudng cla vi
khuén lactic d€ sinh ra axit lactic v axetic gdy anh hudng dén hiéu suat qud trinh lén
men con va chit luong vang. Phuong phap nay chi nén thuc hién khi cac chiing vi sinh
vat da dugc lua chon k¥, khong ¢6 tinh chat d6i khang va lugng t€ bao can ¢6 ctia moi
chung da dugc xéc dinh.
2.1.2.3. Lén men hai giai doan tach riéng:
Lén men hai giai doan tach riéng la ti€n hanh qua trinh 1én men rugu va lén
men malolactic riéng biét. Sau khi Ién men rugu boi ndm men két thiic dua vi khuin
vao thuc hién giai doan 1én men phu (Ién men malolactic).
Phuong phdp nay c6 nhitng wu diém sau:

e Cho phép diéu chinh moét cach dé dang cac yéu t6 moi trudng thich hop cho ting
loai. Piéu nay gidp thoi gian Ién men ctia mdi giai doan c6 thé rit ngan.

e Khong anh hudng dén hiéu suit I1én men con vi nuodi cdy hai ching riéng

e Cudi quéa trinh 1én men do ndng do dudng con rat thap nén lic nay vi khuan lactic
buoc phai sir dung céc axit hitu co lam nguén co chat chinh dé sinh t6n. pH dich
1én men ldc nay da giam con khoang 3,5-4, day 1a khoang pH thich hop cho viéc
chuyén hoé axit malic, hoat luc enzym malolactic 16n nhat trong khoang pH nay

e Nguy co dudng bi chuyén hod thanh cdc san phdm kh4c nhu axit lactic, axit axetic
giam.

Nhuoc di€ém 16n nhat cia phuwong phdp nay la khi két thic Ién men ruou nong

do c6n trong moi trudng cao khoang 12-15%V, do do khi cay vi khuan vao moi trudng



do gap nong do con cao dot ngdt nén vi khudn bi soc, s lugng giam dang ké do do s&
lam cham qua trinh 1én men malolactic. Do vay ma phai chon duogc cac chung vi
khuén c6 kha niang chiu dugc do con cao va ding phuong phdp nuoéi cdy trude tic 1a
nuoi vi khuén trong céc moi trudng giau dinh dudng c¢6 bo sung con & khoang pH 4,5
trong 5-7 ngay dé vi khuan thich tng din sau d6 méi dua vao vang non, qua dé c6 thé
khic phuc tinh trang chét ctia vi khuan mot cach ddng ké.

Trong thuc t€ khong c6 mdt phuong phap nao chung cho viéc khoi dong qua
trinh 1én men malolactic, vi vay khi dua mot chung vi khudn nao vao thuc hién qua

trinh nay can thiét phai x4c dinh thoi diém bd sung thich hop véi chiing giong nay.

2.1.3.Cdc ky thudt thiic ddy qud trinh lén men malolactic:
2.1.3.1. Sur dung ché phdm malolactic:

Khi cay truc ti€p vi khudn vao vang non thi s& gay hién tuong so6 lugng t€ bao vi
khuén t&r vong cao do noéng do con trong moi trudng cao. D€ khic phuc tinh trang nay
c6 thé sit dung céc ch€ pham malolactic. O day ngudi ta tién hanh nuoi Leuconostoc
oenos trén cac moi truong c¢6 thanh phan rat gan véi thanh phan cua rugu vang nhu cac
moi trudng co ban c¢6 thém nudc ép nho hodc vang c6 bé sung dinh dudng bang nudc
chiét nAm men nham tao diéu kién thuan lgi nhat cho vi khu4n phét trién t6i da nham
thu 14y sinh khoi t€ bao, bao quan chiing bang cdc bién phép hitu hiéu & nhiét do lanh
hoic dong kho. Trudc khi cac ché pham duoc ti€p vao vang dang ¢ giai doan 1én men
phu can qua mot giai doan ti hoat hod. Giai doan tai hoat hoa khong nhiing cho luong
sinh khoi vi khuan du dé€ tién hanh nhanh qud trinh 1én men malolactic (v6i ndng do t€
bao khong thdp hon 10° t€ bao/ml) ma con dua céc t€ bao vi khuén dén giai doan sinh
ly biéu hién dac trung clia enzym malolactic [6,10].

Trén thi trudng c6 rat nhiéu loai ché pham malolactic ¢6 thé 1ay vi du nhu
Leuconostoc oenos GM 1a loai dong lanh, 80% lugng vi khudn s& mat su song néu cdy
truc ti€p vao vang nhung néu cho cay trudc trong nudc nho chira 0,5% nude chiét nam
men O pH 4,5 thi kha nang song t6t hon nhiéu. Trong moi truong nay mat do t€ bao

ban diu 1a 10° t& bao/ml thi lén t6i 10° t€ bao/ml sau 6 ngay nuoi cay.



Nhiéu tac gia cho rang nén kich thich qué trinh 1én men malolactic trong hoac
sau qua trinh 1én men rugu la ldc moi truong thuan 1gi cho sinh san va hoat dong cua
vi khuan. Tuy nhién céc tdc gia khac lai cho ring néu nuoi cdy dong thoi
Sacharomyces cerevisiae va Leuconostoc oenos thi qué trinh lén men malolactic s&

xay ra thuan lgi sau 15-20 ngay.

2.1.3.2. Sur dung té' bao c6 dinh:

Theo [4] ngay tir nam 1976 Divies va Siess da thuc hién qué trinh chuyén hoa
lién tuc axit malic nho cic t€ bao Lactobacillus casei c6 dinh trong gel polyacrylamid.
Spettoli va cong su [14,15 ] da c6 dinh Lcn. oenos trén gel alginate (1,67%) va thir kha
nang chuyén hod axit L-malic trong vang d6 c6 néng do cén 10,2%V, 7,98 g/l axit c6
thé chuan do, pH 3,15, 21mg/l SO, téng va 1,5g/1 axit malic. Lén men gian doan trong
16 gid da c¢6 56% axit L-malic chuyén hod thanh axit L-lactic. Gestrelius da cd dinh
Lcn.oenos trong alginat va ti€n hanh 1én men malolactic & quy mo thuc nghiém mot
céch lién tuc trong 2000 gid va thdy rang hoat do malolactic (HDML) giam dan ti
100% xuong 35% trong 500 gio dau tién, sau d6 cho nude nho chay qua thi HDML lai
tang 1én 60% sau khoang 300 gi¢ phan tng. Néu cho vang vao thi HDML lai giam tir
tir roi lai tang trd lai néu dung dich nho [6].

Mot so tac gia da so sanh kha nang phan giai axit malic trong vang clia cac t&€
bao Lcn.oenos duge ¢ dinh trong alginate v6i nhitng t€ bao tu do dugc bd sung vao
vang trong 24 gio va ¢ 25°C. Thanh phan vang trong khoang pH tir 2-4,5; con tir 8-
16%V; va 0-100mg/1 SO, tong so. C4c tdc gia nhan thay cac t€ bao c6 dinh c6 thé duy
tri hoat dong giam axit malic ngay ca & do con cao, do pH thiap va nong do SO, cao
trong khi d6 & diéu kién nay hoat dong cua cédc t€ bao tu do bi giam t6i miic khong
ddng ké.

Cic t€ bao dugc c6 dinh c6 thé mang lai nhiéu loi th€ cho viéc gidm do axit
trong vang cé do con cao, nong do SO, va pH thdp va khong c¢6 anh hudng cla sinh
trudng vi khuén trong vang nhung ciing ¢ nhitng bat loi nhu kha niang nhiém vi sinh
vat lam hong vang, mat kha nang hoat dong kéo dai va viéc cac t&€ bao c¢6 dinh hoac

cac hop chat ¢o dinh di vao trong vang. Gan day ngudi ta da st dung nhiéu chat mang



khac hoic 1a don 1€ hoic 1a phoi hop véi nhau va ¢6 dinh t€ bao trong hai 16p vo. Diéu
d6 da cai thién rat nhiéu chit luong chat mang va 1am cho k¥ thuat ¢6 dinh t€ bao ¢6
thé ing dung vao san xudt quy mo 16n khong chi & giai doan 1én men phu ma & ca giai

doan 1én men chinh nita.

2.1.4. Vi khudn Leuconostoc oenos - tdc nhdn ciia qud trinh lén men malolactic
2.1.4.1. Ddc tinh sinh hoc: [1,22,23]

Leuconostoc oenos 12 mot loai lién cau khuan Gram duong (Gr *) ndm trong hé
vi khuén sinh axit lactic chiu dugc do con va axit twong doi cao (pH twong doi thip)
nhu & rugu vang va sam-panh. C6 nhiéu loai Leuconostoc nhung chi ¢6 Len.oenos 1a
cé gia tri ting dung trong cong nghiép dac biét 1a cong nghiép san xuit rugu vang vi nd
c6 enzim malolactic dugc sinh ra dudi tic dung cam tGng clia axit malic.

Leuconostoc oenos c6 kich thudc nho nhat trong céc loai vi khudn lactic c6
trong vang, duong kinh t€ bao cta ching thuong nho hon 0,7 micromet. Leuconostoc
oenos tao ra cac khudn lac rat bé mau trong md sau 5 ngay nuoi cdy trén moi trudng
dac. Ngugc lai cdc loai Leuconostoc khong phai oenos tao ra khuan lac trong thoi
gian nhanh hon nhiéu chi khoang 3 ngay. Su phan biét nay cang thay rd khi nuoi cay
trén moi trudng long. Trong khi Leuconostoc khac loai oenos va truc khudn, ciu
khuan phat trién rat nhanh trén moi trudng 1ong (sau 48 gid c6 OD > 1,5 + 3,0 do & A
= 600nm) thi Leuconostoc oenos mai sau 120 gio méi dat OD > 0,6 + 1,2 .
Leuconostoc oenos thudng phat trién thich hop trén cdc moi trudng axit nhung rat kho
nuoi cady trén cac mai trudng nhan tao.

Trong cung loai Leuconostoc oenos kha nang 1én men dudng ctia moéi chlng
moi khac. C6 chling 1én men dugc hoan toan L-arabinoza va D-fructoza & céc pH 4,5,7
nhung c6 chung lai khong 1én men dugc L-arabinoza va chi 1én men yéu 6t D-fructoza.
Doi véi cac loai dudng khéc thi tic dung cua Leuconostoc oenos rat yéu hoac khong
xdc dinh dugc. Nhin chung ngudi ta c6 thé dua vao kha niang 1én men D-glucoza va su
tao thanh D-lactic dé phan biét Leuconostoc vé6i cac loai khdc. Trong khi trén moi
truong thuc nghiém dung D-glucoza khong chia fructoza va axit malic Leuconostoc

oenos can c6 khoang thoi gian 15 ngay dé chuyén hod glucoza réi ngimng phét trién thi



céc loai vi khuén lactic khac chi cdn c6 2 ngay ma thoi. O day luong axit D-lactic tao
thanh so véi luong lactic téng & loai Leuconostoc oenos dat tit 95% trd 1én, con & cac
loai khac chi dat 25-44%.

So d6 chuyén hod glucoza & Leuconostoc oenos nhu sau:

Glucoza —» Ethanol + axit lactic + CO, + axetat

2.1.4.2. Enzim trong Leuconostoc oenos:

Leuconostoc oenos ¢6 nhi€u loai enzym. Hoat tinh enzym cuta loai nay gin
twong tu nhu hoat tinh enzym ctia truc khuén va cdu khuan. Thé nhung hoat tinh mot
s0 loai enzym cuia cac chung trong loai Leuconostoc oenos lai cé su khic nhau kha ro.
Nguoi ta nhan thiy hoat luc enzym glucosidaza & cac chung thudc loai Leuconostoc
oenos déu rat manh, diac biét 1a o- D-galactosidaza, o~ D-arabinoza, oo va B-D-
glucosidaza, -D-xylosidaza. Cac enzym [-glucosidaza tidc dung nguogc 1én trén cac
co chat va thuy phan cdc antocyanin ¢6 trong nudc ép nho hoac trong vang do. Do vay
vang do6 thudng bi gidm mau va c6 su tich lu§ khong 6n dinh glucoza va fructoza trong
qué trinh 1én men malolactic. [1]

Céc enzym esteraza & loai Leuconostoc oenos thuy phan dugc cac este cua axit
béo tir C, dé€n C, va C,4 nhung lai khong thuy phan dugc este cua axit béo tir C,, gy uc
ché qua trinh sinh trudng va hoat dong cltia Leuconostoc oenos [24]. Leuconostoc
oenos ¢6 kha nang chong chiu t6t d6i v6i mot s6 loai khang sinh nhu streptomycin,
gentamycin, lincomycin va neomycin, d6i véi cac khang sinh khac thi kha nang
chong chiu cua chiing khong 16 rang. Pang chd ¥ 1a vi khuin Leuconostoc oenos
chong chiu dugc cac chat khdng sinh rat dic trung d6i véi cac vi khudn yém khi tuyét
d6i hay yém khi tuy tién.

Tat ca céc loai vi khuén thudc loai Leuconostoc oenos déu khong cé kha ning
tao dextran do vay khong 1am nhét moi trudng vi thé ruou vang lang trong dugc mot
cach dé dang.

Hoat d6 enzym malolactic ctia Leuconostoc oenos ¢6 mot y nghia cuc ky quan

trong vi né ¢6 vai tro 16n trong viéc tao nén chit lugng cam quan ctua ruou vang. Nho
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c6 enzym nay ma axit malic chuyén thanh axit lactic va CO, tao cho rugu vang c6 do
chua thich hop ciing nhu ¢6 vi diang diu. Mat khéc cling nhd enzym ndy ma axit xitric
dugc chuyén hod thanh céc chat khac ¢6 vai trd t6 hop nén hinh thom dic trung cho
vang. Hoat d6 malolactic cta Leuconostoc oenos c6 gia tri cao nhat & pH 3 va thap
dan theo chiéu tang cta pH. Hoat do nay phu thuoc rat nhiéu vao néng do axit malic vi
axit malic 1a chat cam tng cho su hinh thanh enzim malolactic. Khi nong d6 axit malic
bing hodc 16n hon 10g/I thi hoat do malolactic ctia Leuconostoc oenos 1a cao nhat.

Nguoc lai né€u néng do axit malic nho hon 10g/1 thi hoat d6 malolactic thap dan.

2.1.5. Anh huéng ciia diéu kién cong nghé va méi truong dén qud trinh lén men
malolactic.
2.1.5.1.Anh hudng ciia pH:

pH ¢6 anh hudng rit sau siac dén sinh trudng, phét trién, cling nhu kha nang
phan giai axit malic cia Leuconostoc oenos. Pay la yé€u t6 quyét dinh dén tién trinh
lén men malolactic. Khoang pH t6i wu cho su phat trién ciing nhu phan giai axit malic
cua cdc chung vi khuan 1a rat khac nhau ngay ca trong cung mot loai. Vi khuén
Leuconostoc oenos c6 thé phét trién dugc bat dau tir pH=2,9 nhung pH t6i thich cho su
phat trién ctia ching vi khuan nay lai 1a 4,5-6,5.

S& di vi khuan Lcn.oenos chuyén hoa duge axit malic thanh axit lactic vi trong
t€ bao cia n6 ¢6 chita enzym malolactic. Do ban chét ctia enzym la protein nén hoat
luc ctia n6 chi phu hop v6i mot s6 khoang pH nhat dinh, néu khong sé xay ra hién
tugng keo tu hoac bién tinh protein va s€ dan t6i mat hoat luc enzym. Céac nghién ctu
chi ra rang pH t6i thich cho su chuyén hod axit malic thanh axit lactic 12 & pH < 3.
Theo két qua nghién cttu ctia Tién si Lién Thanh [1] thi pH 4,5 1a thich hop nhat cho
qua trinh chuyén hod co chat dé tao thanh sinh khéi clia ching Lcn.oenos da dugc s
dung trong cac thi nghiém con pH 3,1 lai 1a pH t6i thich cho su phan giai axit malic
ctia cac chiing vi khuén nay.

Qua cac két qua trén cho thdy moi truong vang non la rat thich hgp cho su phan
huy axit malic vi cdc chiing vi khudn c6 hoat do malolactic cao trong khoang pH cua

vang non, tuy nhién lai khong thich hop cho su sinh truéng cua ching. Day ciling la
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mot diém gay kho khan cho viéc khéi dong qué trinh 1én men malolactic. Tuy nhién
vin hoan toan c6 thé khic phuc dugc diém nay nho céc bién phdp k¥ thuat.
2.1.5.2. Anh hudng ciia nhiét do:

Thong thudng nhiét do 20°C 1a nhiét do t6i uu dé 1én men malolactic, tuy nhién
trong qua trinh san xudt chi c¢6 & cdc co s& c6 hé thong cip lanh méi c6 thé diéu chinh
duoc twong doi chinh x4c nhiét do nay. Chi mot so it ching vi khudn c6 kha nang lén

men malolactic & 15°C, con dudi 15°C thi qua trinh 1én men malolactic rat khé xay ra.

2.1.5.3.Anh hudng ciia nong do con:

Thong thuong néu nong do ethanol vugt qua 10%V thi qua trinh 1én men
malolactic s€ bi tc ché mot cach manh mé. Nhung Leuconostoc va Pediococcus thi lai
chiu dugc nong do con 12-14%V. Khi ndong do con vuot qua 15%V thi su phat trién
cua vi khuan khong dién ra nita, tuy nhién qud trinh 1én men malolactic van c6 thé xay
ra. Nhu vay con anh hudng dén su phat trién ctia vi khudn manh hon 1a vao chinh qua
trinh 1én men malolactic, so v6i pH va nhiét do thi anh hudng cta néng d6 con dén
qua trinh 1én men malolactic 1a it sau sic hon. K&t qua nghién cttu ctia TS Lién Thanh
ciing cho thay khi néng do cén 1a 11%V thi vi khuidn van con phét trién yéu, dén
13%V thi vi khuan hoan toan khong phat trién s6 luong vi khuin giam déan ngay ti
ngay dau, dén 15%V thi vi khuén bi tiéu diét sau 5 ngay.
2.1.5.4. Anh huéng ciia SO,:

Trong san xuét ruogu vang ngudi ta st dung SO, dé chong oxy hoa va khang
khuén vi SO, c6 tidc dung tic ch€ mot vai loai enzym oxy hod-khir va tc ché su phat
trién ctia mot s6 loai vi khuén lactic hay vi khudn axetic bat loi. Mot phan SO, & dang
tu do con mot phan ching két hop véi cac cau tir khac c6 trong rugu vang. Trong qua
trinh 1én men c6n, SO, két hop v6i nhiéu chat khéc, sau qud trinh nay anh hudng cua
SO, Ién vi khudn c6 gidm di nhung van con c6 nhiing tac dung nhat dinh.

Nhin chung trong vang ham lugng SO, téng s6 khoang 100-150mg/l tic 1a
khoang 1-10mg SO, duéi dang tu do/l 12 di d€ han ché su phét trién clia vi khuan cé

trong vang. Tai ving Bordeaux ctia Phdp nhiéu nam kinh nghiém cho thdy diéu kién
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dé qua trinh 1én men malolactic ¢6 thé tién hanh t6t dep 12 néng do SO, téng s6 khong
16n hon 40-50 mg/1 (tic khoang Smg/1 SO, tu do).

Nhu vay c6 thé néi ring ngoai nhitng tic dung quan trong trong qua trinh ch&
bién vang thi SO, ciing lai 12 mot chat tic ché dang ké qua trinh 1én men malolactic sau
ndy. Vi vay dé qud trinh 1én men malolactic thuc hién dugc mot cach tot dep thi can
phai sunfit hod nu6c nho mot cach vira phai dé céc vi khuén c6 lgi c6 thé sinh trudng
va phat trién duoc.
2.1.5.5.Anh hudng ciia cdc loai duong:

Pudng ciing 1a mot co chat quan trong trong qud trinh phét trién ctia vi khuan
Lcn.oenos. Tuy duong khong phai l1a co chat chinh trong qua trinh 1én men malolactic
nhung thanh phan dudng trong moi trudng ciing c6 nhitng anh hudng dang ké dén su
sinh trudng, phét trién cta vi khuan. Theo két qua nghién citu ciia Tién si Lién Thanh
thi khi trong moi trudng chi cé fructoza hoac glucoza lam co chat thi nhan thay
fructoza c6 tac dung kich thich sinh truéng manh hon duong glucoza [1]. Nhu vay
nhan thdy rang dudng dang xetoza nhu fructoza kich thich sinh truéng manh hon
dudng dang andoza nhu glucoza va toc do chuyén hoa dudng xetoza nhanh hon t6c do

chuyén ho4 andoza.
2.1.5.6.Anh hudng ciia nguon nito:

Ngudn nito ¢c6 anh hudng kha nhiéu dén su phat trién clia Leuconostoc oenos.
Theo nghién ctu ctia Tién si Lién Thanh thi cao nAm men c6 tac dung kich thich sinh
trudng cua Leuconostoc oenos tot nhat, sau d6 1a cao thit, con pepton thi hau nhu
khong ¢6 tdc dung kich thich sinh truéng clia chiing vi khudn nay nhung moi trudng to
hop ctia ca ba loai van cho két qua tot nhat. [1]

Tuy nhién trong qud trinh 1én men malolactic thi nguon dinh dudng nito trong
moi truong rat doi dao do sau khi két thic qua trinh 1én men rugu lugng ndm men con
lai trong vang non s€ tu phan (do trong t€ bao clia ching c6 chita hé enzym thuy phan
protein), nguon nito tu phan cia nAm men 1a mot ngudn dam rat 1y tudng cho su phat

trién cta Lcn.oenos.
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2.1.5.7. Anh hudng ciia axit malic va cdc axit hitu co khdc:

*Axit malic: 1a chat cam ting cho sy hinh thanh enzym malolactic, vi vy trong
moi trudng budc phai c¢6 thanh phan nay. Néu chi xét vé mat sinh trudng va phét trién
thi axit malic hau nhu khong c6 tic dung gi trong viéc kich thich su sinh trudng va
phét trién cha vi khuin Lcn.oenos ké cd hai dang D va L, tham chi con c6 tdc dung dc
ché khi néng do vuot qua 10g/l. Nhu vay su ¢6 mit cua axit malic 1a can thiét dé lam
chét cam tng nhim thu duoc vi khuan Lcn.oenos ¢6 hoat luc malolactic cao nhung chi
trong gi6i han ndong do cho phép dé khong gay tc ché cho qué trinh sinh trudng va
phdt trién clia ching, cdc nghién cttu cho thdy néng do axit malic cho hoat do
malolactic cua vi khuén cao nhat 1a 10g/1 doi v6i dang DL va 5g/1 doi véi dang L.

*Axit lactic: Gc ché su phat trién clia Len.oenos. Khi nong do axit nay 12 0,5 g/l
thi sinh khéi giam rat nhanh chi con khoang 50% so v6i mau doi chiing; tang nong do
axit 1én gap doi thi sinh khoi giam 57,5%; tang gip 6 lan thi sinh khoi giam 79,2% va

khi néng do axit lactic 1a 5g/I thi Lcn.oenos hoan toan khong phét trién dugc nita.

Su tiéu hao duong glucoza phu thuoc vao nong do axit lactic cé trong moi
truong, khi néng do axit lactic tang 1én thi luong dudng glucoza tiéu hao s€ giam, va
su tiéu hao duong sé chdm dut khi néng do axit lactic 5g/l. Tuy nhién tac dung tc ché
cta axit lactic s€ giam di néu moi trudong c6 mat dong thoi ca axit malic. Vi vy trong
1én men malolactic thi di nong do axit malic c6 tang 1én thi sinh khéi Len.oenos ciing
van tang do trong vang ludn cé mot lugng axit malic do nguyén liéu dua vao hoac

dugc hinh thanh trong qua trinh 1én men ruou.
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*Axit xitric va axit tartric: Hai axit nay c6 trong qua va di vao dich 1én men
vang. Khi moi trudng c6 fructoza thi axit xitric c¢6 tdc dung kich thich su phat trién
cua Lcn.oenos & cac nong do tir 2-7,5 g/1. Khi moi truong ¢6 mat glucoza thi axit xitric
hau nhu khong c6 tac dung kich thich sinh trudng. Diéu tuong tu cling ding do6i véi
axit tartric. Nguoi ta cling nhan thdy riang ngay ca khi ¢6 mat axit malic va hexoza thi
axit tartric cling khong c6 tac dung kich thich sinh truéng. Trong giai doan 1én men
phu Lcn.oenos khong c6 kha niang chuyén hod axit tartric, day 1a di€ém c6 1gi vi vang
s€ tranh bi “trd chua” do bién ddi cla axit nay.

Ngoai ra axit oxalic tic ch€ hoan toan hoat do enzym malolactic. Axit maleic,
axit pyruvic khong ttc ché€ malolactic noi bao.
2.1.5.8.Anh hudng qua lai ciia ndm men va Len.oenos:

Theo két qua nghién ctu cta Tién si Lién Thanh [1] thi khi ti€p giong dong thoi
Saccharomyces v6i lugng t€ bao 5x10°/ml va L.oenos v6i luong t€ bao 10°/ml thi sau 3
ngdy nuoi cay luong t€ bao ndm men tang tir 5x10° 1én 7x10’, trong khi d6 luong vi
khuén s6ng sét giam 10%, nguyén nhan 12 do su canh tranh cic yéu t6 dinh dudng cé
trong moi trudng. Pén ngay thit 4 khi nAm men da ding phét trién va do c6én da dat
cao thi vi khudn bit ddu phét trién va ting lén t6i 5x107/ml. Lén men ruou két thic sau
12 ngay va axit malic hoan toan bi thodi bién sau 22 ngay.

Vi khuén tiép tuc tang va luong t€ bao dat trén 10°/ml nho sir dung axit xitric
sau khi ngudn dudng va axit malic da can kiét, tifc 12 su tiéu hao axit xitric cot 1a dé
tang sinh khoi cua Len.oenos chit khong phai dé tao axit axetic. Axit axetic dugc chu
yé€u tao thanh trong giai doan 1én men chinh.

Néu ti€p vi khudn vao ngay thit ba thi su sinh trudng cta vi khuan bi tc ché
manh mé& vi ldc ndy ndm men con phdt trién manh va con da tang cao. Néu ti€p sau
ngay tha 9 thi su sinh truong it bi anh hudng vi lic nay ndm men da ngimg hoat dong
va s0 luong 16n t€ bao da chét va giai phong chat dinh dudng vao moi truong tao diéu
kién thuan 1oi cho vi khudn phat trién.

Tuy nhién nhin chung cdc ching ndm men va vi khudn Lcn.oenos khac nhau
thi anh hudng gitta ching ciing khac nhau khi nu6i cdy hon hop. Nhiéu chliing nim

men khi nuoi cay chung véi Len.oenos thi thoi gian 1én men rugu bi kéo dai 5-7 ngay
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so v6i mau do6i chiing nhung c6 ching lai khong bi anh hudng gi thdm chi con lam
gidm thoi gian 1én men chinh, trong trudng hop nay 1én men ruou cé thé két thic sém
3-5 ngay.

Theo Beelman va Kunkee [25,26] thay rang viéc cdy dong thoi ndm men va vi
khuédn c6 két qua tot, viéc 1én men rugu va lén men malolactic dat dugc dong thoi.
Nhung mot s6 cong trinh khic da quan sat thay su kém sinh trudng ctia vi khudn ciing
nhu viéc giam cham cua axit malic khi ching dugc cdy dong thoi v6i men giong. Dicu
nay cho thdy tam quan trong ctia nAm men tu phan trong viéc cung cap cac chat dinh
dudng chinh cho su sinh trudng cua vi khuan.

Nhu vay anh hudng qua lai gifta nAm men va vi khuan 1a rat phic tap phu thuoc
vao dic diém riéng cua tiing ching giong moéi loai. Vi vay bat cit mot nghién cttu ndo
cling nén tién hanh nghién ctu anh hudng qua lai gita hai ching nAm men va vi khuéan
duoc str dung trong nghién citu dé€ c6 thé tim dugc thoi diém bé sung vi khuén thich

hgp tranh su tic ché€ 1an nhau giita cac ching.

2.2. Qua trinh lam trong rugu vang
2.2.1.Muc dich cua qud trinh lam trong ruou vang:

Do trong 1a mot trong nhitng doi hoi s6 mot vé chat lugng cua rugu vang doi
v6i ngudi tieu dung. Hién tuong duc 12 mot dung dich c6 mat cdc ti€u phan va céc chat
lo Iing ma n6 1am chéch anh sang tr huéng di thong thuong, né la mot nhan t6 gay
anh hudéng khong t6t khi danh gia chat lugng ruou vang. Do d6 viéc do do trong co
lién quan t6i viéc xac dinh do duc, né phu thudc vao s6 lugng va kich c& cia cdc ti€u
phan trong dung dich lo limg. Nhiéu cong trinh nghién cttu da két luan rang rugu vang
c6 thé duoc lam trong trong thoi gian ngin bang viéc loai bo cdc tiéu phan nay. Muc
dich chinh cua qud trinh 6n dinh ruou vang 1a dé dam bao do trong duoc lau dai va
ngan chan qua trinh ldng can. Qua trinh 6n dinh vang bi anh hudng boi cac diéu kién
nhu: nhiét do, su 6xi hod hay dnh sdng noi ma rugu vang dugc tang trit. Cac co ché
hoa va sinh hoc gay ra duc hay ldng cin va cdc qud trinh xtt If hiéu qua dé 1am 6n dinh

ruou vang trude khi déng chai cling da duoc nhiéu nha khoa hoc nghién citu.
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Qué trinh lang can tu nhién la qud trinh két lang cta cac tiéu phan trong dung
dich lo ltmg va su hap phu cua chiing trén céc vach ctia cdc thiing chita rugu vang bang
trong luc. Sau khi qué trinh 1én men malolactic, ruou vang do c¢6 chia cdc tiéu phan tir
dich qua nho, ndm men va vi khuén, cdc mu6i, cdc chit keo va cdc chit khong két tinh
khdc. Céc yéu t6 bén ngoai nhu nhiét do, oxy, cdc chat tanin tir gb sdi cling s& lam
thic ddy hodc han ché qud trinh két lang. Viéc 1am trong rugu vang ciing c6 thé thuc
hién bang tdch cin, nhat 1a khi rugu vang duoc tang trit trong cac thing chia ¢6 kich
¢d nho. Qu4 trinh lang tu nhién thudng xay ra rat nhanh trong qud trinh san xuét vang
do va vang trang kho, nhung lai cham hon trong céc loai vang trang ngot.

Con qué trinh 1am trong 12 viéc b6 sung mot chat v6i muc dich dé tao ra hién
twong két bong va lang cin trong vang non chua 6n dinh keo [28]. D€ dat duoc do
trong can thiét 6n dinh vé mat hod 1y, ngudi ta thudng bo sung ¢6 chii dinh céc chat ¢
kha nang hap phu, cdc chat ndy c6 thé két tha mot phdn cac thanh phan hoa tan ¢
mat trong rugu vang, va thuong duoc goi la cic tic nhan lam trong [27]. Cac chat nay
s€ “giam gil” cdc tiéu phan gay duc va khong 6n dinh trong vang, do vay ma rugu sé
on dinh va trong hon. Biang cadm quan ngudi ta c¢6 thé thay ring qua trinh 1am trong c6
ca thay déi tot va x4u, tuy thudc vao ching loai va chat lugng céc tdc nhan 1am trong
str dung thi ruou vang s€ ¢6 vi ém diu hon hay s€ ¢6 tac dung nguoc lai.

Mot so thi du dién hinh vé hoat tinh clia mot s6 tdc nhan lam trong:
(1) Su loai bo tannin va céc hop chét polyphenol gay nau héa bang cac chét lam trong
c6 ban chat protein nhu casein, isinglass, albumin va gelatin.
(2) Hap phu protein ruou vang bing dat trao déi vi du nhu bentonit.
(3) Su loai bod cdc hop chat mono- va poly- phenol phan tir nhé bing cdc vat liéu
polyamide nhu 1a polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) va nylon.
(4) Su loai bo cdc mui khong mong doi cuia vang bang sunphat dong hoac mot s6 chat
khéc.

(5) Su loai bo céc hat keo va céc két tia méi hinh thanh bang cac vat liéu gelatin.
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2.2.2. Mot 50 tdc nhdn lam trong:

Céc tac nhan lam trong c¢6 thé duoc phan loai thinh mot trong cdc nhoém dudi
day. Cac nhom bao gom céc chat protein (casein, albumin, isinglass va gelatin), dat
hoat tinh (cdc dang bentonit va cac loai dat khac), cac polyme véi cac thanh phan tro
hoac pirridone (nilon va PVPP) va cac chat keo c6 kha nang hoa tan han ché

(polysaccharide tu nhién va cac chat két tua ferroxyanide cling cdc muoi clia no).

2.2.2.1.Cdc chdt tro ldng cé ban chdt protein:

Muc dich ctia viéc b6 sung cdc ché€ pham c6 ban chét protein vao rugu vang
nham 1am diu va giam tinh chat se ludi cta rugu vang, né con lam gidm mau bing
cach hap phu va két tia cac thanh phan phenol va tanin. T4t ca cac loai protein nay déu
¢ ban chéit tu nhién va thuong st dung trong thuc t€ 1a cac dang tinh khiét. Bon loai
thong dung nhat hay duoc dp dung trong rugu vang la casein, gelatin, albumin va
isinglass.[27]

Gelatin 12 san pham thuy phan cdc gan va da cta dong vat. N6 dugc phan loai
nhu mot din xuét colagen va c6 trong lugng phan tir 16n [27]. Cac gelatin tinh thé
duoc hoa tan trong nuéc néng véi nhiét do 40-50°C, vé6i xt Ii cho ruou vang do thi

luong str dung thudng thay déi tir 3-10g/1 [28]

Casein 12 mot hén hop cdc protein trong sita khi két tha bang axit, phan 16n &
dang a va B. [27]. Bot casein thuong khong hoa tan trong nudc tinh khi€t nhung hoa
tan tot trong moi truong kiem, luong st dung thuong tir 10-20 g/hl, doi khi 1én téi
50g/hl [28]

Albumin 1a hén hgp clia cdc protein cta long tring tring: ovalbumin va
conalbumin. Ham lugng ovalbumin chi€ém 50% trong protein cta long trang tring con
conalbumin chi chi€ém khoang 15%. Albumin 12 mot nhém céc protein c¢6 kha nang
hoa tan trong nudc, bao gom albumin huyét thanh bd(BSA) [27]. .D6i véi long trang
tring tuoi thi luong st dung khoang 3-8¢g /225lit ruou (mot cdi long trang tring tuong
ting khoang 4 g chat kho). Con vdéi long tring triing dong lanh thi khi dé hét dong &
nhiét do thuong thi st dung ngay lap tic véi lugng 75-200ml/hl [28].
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Isinglass 1a protein dang keo tir thanh phan cta bong béng ca, c6 trong luong
phan tir va cac dac tinh tuong tu nhu gelatin. Kha nang hoa tan trong nudc lanh cta
isinglass tot hon gelatin. Cac tdc nhan lam trong thuong hoa tan tir 1 dén 5 % trong
nudc tuy thudc vao ban chat cua chat lam trong. Trong mot s6 truong hop nhat dinh thi
hoa tan trong dung dich mudi (NaCl hoac KCl) hodc & pH kiém (bing NH,OH). Dac
diém chung clia tit ca c4c protein nay I ching c6 diém dang dién gan véi day pH clia
rugu vang (Haurowitz 1963). Do vay, cdc chat trg ling chi ¢6 kha nang hoa tan giGi
han trong rugu vang va cac phan tir ciia ching van chuyén toan bo cac dién tich duong,
vi vay v6i bat ki luong protein dugc bé sung vao ma du thira thi sé bi loai bo bang tac
nhan c6 ban chat 13 bentonit. Piém dang dién cta protein ciing c6 tic dong dén céc
phtic hé protein- tanin twong tng s€ dugc hinh thanh( Oh va Hoff 1987). Cac dang chat
tanin hinh thanh phitc hé hiéu qua & gid tri pH tuong duong diém dang dién clia

protein nhung kém hiéu qua tai gia tri pH cao hon.

2.2.2.2.Ddt hoat tinh:

Bentonit duoc sit dung rong rdi dé hap phu cdc thanh phin c6é ban chat la
protein clia rugu vang. Bentonit thudng dugc sit dung dé 1am trong ruou vang va dam.

Betonit 1a mdt loai dat tu nhién véi cac dang ciu tao nhu: Mg, Ca, Al,05.5 SiO;.
n H,O (Siddiqui1968). Nguén cua dat hoat tinh bentonit c6 tic dong khong dang ké
dén céac dac tinh cua nd, va su khac biét chli yéu do 1a cac ty 1é ctia cac ion Mg**, Ca*™,
va Na* trong céc ludi phan tir. Bentonit dugc san xuat & Pic va Bac Phi thuong duoc
str dung tai cdc nudc Chau Au c6 cdc dang Ca** troi hon va kém theo 12 hoa tan trong
nudc kém hon va kha nang ti€p nhan protein kém hon tinh theo mot don vi trong
luong. Bentonit dugc san xuat tr Wyoming thuong duogc st dung tai My & dang Na®,
hoa tan trong nudc t6t hon va kha nang ti€p nhan protein tot hon so véi dang Ca™
(Blande va Boulton 1988 ).

Bentonit ¢6 cau tric ma ¢ thé truong nd sau khi ti€p xudc voi nuée. Sau 2 ngdy
ngam trong nude, dung dich bentonit s€ cé kha nang héap thu t6t nhit. Bentonit c6 ban
chat 1a mot chat tro v6i cac hop chat phenol trong rugu vang ngoai trit cac anthocyanin

mang dién tich duong. Cac dat hoat tinh dang Na™ c6 kha nang hap phu protein gip
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doi dang Ca*™ dugc st dung la cac tac nhan lam trong trong ruou vang( Sudraud va
Caye 1985). Di c6 nhiéu cong trinh nghién citu dé so sdnh vé hai dang hop chat nay(
Rankine va Emerson 1963, Jacob 1965), tuy nhién v6i dang Na* thi kha nang hap phu
trén moi don vi can lang cao hon. Kha nang hap phu cta dat hoat tinh betonit &
pH=3,0 cao gdp ba lan & pH = 4,5 ( Kakob 1968). Co ché trao ddi cation phu thudc
vao dang ion, cdc ion Na* ( hoac 1a Ca™) tir bentonit di vao rugu vang, khi dé né hap
phu céc protein trong qué trinh trao d6i.

Bentonit cling dugc coi 1a cdc chét tro ling dé 1am trong dich qua va 1am giam
muc do cac chat khac hon 1a protein (Mobius va Gortges 1976). Ching c¢6 kha nang
hap phu ddng ké cdc amino axit va cac thanh phan khdc trong nudc qua. Cac dic diém
khong mong muén cua bentonit 1 su két chat kém ctlia cdc can lang cua bentonit, diéu
ndy c6 thé dugc khic phuc bang viéc st dung trg loc diatomit d€ 1am trong ruou vang
sau khi xtr 1i. Bentonit thuong truong né & trong nudc v6i nong do 5-15%, Betonit

truong nd tot hon trong nudc 4m (50-60°C). [28]

2.2.2.3.Cdc chdt cao phan tir tong hop:

Cac nguyén liéu nhu polyglyxin, polyamit (nilon) va polyvinyl polypyrrolidone
(PVPP) Ia céic san pham tong hop vé6i cdc nguyén tir cacbon va oxy c¢6 trén bé mit ma
ching tdc dung nhu cic chat hdp phu. Ca nylon va PVPP la cdc chit bot mau trang
khong c6 kha nang hoa tan ma thuong dugc st dung trong ruou vang. Do PVPP cé
kha nang hap phu hiéu qua hon, nén né thuong dugc uwu tién st dung hon la nylon
(Caputi va Peterson 1965, Rossi va Singleton 1966; Fuller va Berg1965). Cac chit nay
thuong duoc dua vao khi xir If cic mé, sau d6 dugc dé lang va loc tach ra khoi ruou
vang va thai bo [27]. PVPP ¢6 ai luc manh d6i véi cac hgp chat polyphenol[28], &
phép thudng sit dung v6i ham luong cao nhat 1a 80g/hl. PPVP con dugc sit dung dé
lam mat mau truc tiép trong vang triang hay dé loai bd cic chat mau khong mong
muon, né thudng st dung dé 1am giam vi se ludi va 1am mém cac loai rugu vang cé
luong tanin cao. Piém ddng quan tam trong thuc t&€ d6i véi cac tdc nhan lam trong nay
dugc thé hién trong kha nang hap phu cic chit phenol don phan nhu: catechin (hay

cac flavonoid) chi€ém wu th€ hon so véi cac chat phenol Iudng phan ( Rossi va
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Singleton 1966). Con do6i v6i cac hop chat mach dai thi kha nang hap phu hiéu qua
hon khi str dung cac chat trg lang c6 ban chat protein. Cac catechin thudng lién quan
tGi qué trinh nau hod hod trong rugu vang traing va dugc xem Ia céc chit dang dac thu
trong tu nhién hon hon ca ngudng cam nhan la 20 mg/L ( Singleton va Noble 1976).

Trén day la cac tac nhan lam trong thuong st dung nhit, ngoai ra nguoi ta con
str dung mot s6 tac nhan khac c6 ban chit keo nhu: cdc Polysaccharit tu nhién

(agar, alginat...), than hoat tinh., huyén phu silicagen...

2.2.3.Cdc phan ing giiia protein va tanin:

Céc tac dong ki nuéc thuong xay ra giita tanin va cic vung khong ¢ cuc cua
protein ( Martin ca cong su , 1990, Haslam, 1993). Mot s6 tac gia khac nhu Oh va
cong (su 1980) cho ring day 1a mot kiéu twong tdc wu tién do ban chat ki nudc cla
tanin, dugc mo ta bai su hap phu cta ching 1én cac nhua polyester. Cac phan tng nay
chinh la nguon goc cta cac phic hop dugc tang cuong bai cac lién két hydro. Nhiing
hién tugng bé mit nay khong chi phu thuoc vao s6 luong cdc nhom phenol trén bé
mat phan tr ( Haslam va Lilley, 1985) ma con phu thudc vao céc ti 1€ can xiing cua
moi nhém. Hon nita & ham lugng protein thap thi cac polyphenol sé lién két v6i bé mat
ctia protein & mot hodc nhiéu vi tri, hinh thanh mot 16p ma kha nang hit nuéc kém hon
12 khi chi ¢c6 mot minh protein. Diéu nay dan dén qua trinh két tu lai va lang xudng.
Con khi ham lugng protein cao, thi cac hién tugng tuong tu xay ra véi su hinh thanh
cta cac lién két chéo gitra cac phan tir protein.

Su tuong tac cta protein phu thudc vao cac dac tinh cta tanin nhu: kich ¢, cdu
tric, dién tich... Cdc tuong tic nay ciing bién déi tuy theo thanh phan cua tanin: cdc
tanin dugc hinh thanh tir procyanidin duoc lién két boi lién két chéo ethyl, hay cac
tanin duoc lién két v6i cdc anthocyanin, hay phic hop tanin véi polysaccharit. O
pH=3,5, cac phan tir nay c6 dién tich khac nhau phu thudoc vao nguon gdoc cta nd.
Ciing nhu tanin, cac dac tinh clia protein (thanh phan, cau tric, kich ¢, dién tich céac
amino axit) dong vai tro chu yéu trong cac phan tng nay. Hon nita, cac protein ma co

ham lugng proline cao thi cé ai luc 16n doi véi cac chat tanin (Hagerman va Butler,
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1980a, Mehansho va cong su, 1988). Cac chat lam trong cé ban chit 1a protein mang

dién tich duong & pH=3,5.

2.2.4.Anh hudng ciia moi truong dén sy twong tdc giita tanin va protein:

- Thong thudng lugng protein dugc bé sung vao cang 16n thi lugng tanin duoc loai bo
cang nhiéu. Tuy nhién phan ting nay con phu thuoc vao loai protein, va cac nha khoa
hoc chua thdy c6 su tuong quan truc ti€p gitta luong protein duoc bé sung vao va luong
tanin bi loai bo. Do duc, cling nhu chung loai va lugng can lang phiic hgp protein va
tanin phu thuoc vao ham luong cta rat nhiéu chat (Calderon va cong su, 1968).

-0 pH tir 2 - 4 thi qud trinh két bong giita tanin va protein xay ra nhanh hon, va cac
tiéu phan lang cén t6t hon & do chua thip ( Ribéreau-Gayon va cong su, 1977). Véi
cung mot lugng tac nhan 1am trong bo sung vao thi s6 lugng tanin dugc loai bo sé tang
phu thudc vao pH cua rugu vang. Doi v6i rugu vang do thi lugng tanin sé tang thém
gap doi gitrta pH 3.4-3, 9.

- Su ¢6 mit cdc cation Na*, K¥, Ca**, Mg**, dic biét 1a Fe** 1a khong thé thi€u trong
qua trinh két bong va lang cdc phiic hgp protein va tanin (Ribéreau-Gayon, 1934). Cac
phiic chat tanin va sit mang dién tich am phan tng vdi cdc protein mang dién tich
duong (Ribéreau-Gayon va cong su, 1977). Oxy hoa tan ciing thic ddy qué trinh két
bong va lam dé dang hinh thanh ion sat héa tri 3.

- Cac loai polysaccharit c6 cac anh huong khac nhau. Cac chat cao phan ta (nhu
glucan) c6 hoat dong “bao vé” d€ ngan can qu4 trinh két bong va két ling, nghia 1a
ngan can qua trinh lam trong. Cac polysaccharit cling c6 tic dong “hoat hod”, su c6
mat clia pectin, arabinogalactan va axit polygalacturonic sé lam tang cuong do duc va
rat thich hop cho qua trinh lam trong, trong khi d6 cac polysaccharit trung tinh khong
c6 anh huodng.

- Calderon va cong su (1968) da két luan ring 4i luc cla tanin d6i vé6i gelatin trong
moi truong c¢6 nong do con cao s€ bi giam, va phic hgp sau khi hinh thanh thi lai bi

hoa tan. VGi nong do con tir 11-13% thi khong anh hudng.
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- O nhiét do thap (15°C) 1am tang qu4 trinh két 1ng va 1am trong 1a do su chuyén dong
cac chat lam nau hod giam, s€ lam tang kha nang két bong cac chit keo, do viy ma

nguoi ta thuong tién hanh qua trinh lam trong vao mua dong.

2.2.5. Anh huéng cia qud trinh lam frong lén cdc hop chdt phenol va cdc chdt
huong trong ruou vang:

Qua trinh lang trong vang do véi gelatin dé 1am trong va 6n dinh rugu vang
bang viéc loai bd cdc chit mau keo khong 6n dinh thi su gidm cudng do mau va ham
luong cac chat phenol khong qua 16n, nhung chu yéu anh hudng téi cac anthocyanin
lien két (chi s6 PVP) va chu yéu 1a cdc phan tir tanin 16n (chi s6 thim tdch va EtOH)
va cac phan tu tanin trung hop (chi s6 HCI). Két qua la cac chi s6 nay giam tuong ung
v6i viéc ruou vang cé huong diu hon. Cac flavanol don phan tir va cac procyanidin hai
va ba phan tu ciing khong bi anh huéng bdi qua trinh 1am trong.

Su mat mat cac hop chat bay hoi trong su6t qua trinh 1am trong rit it va hau nhu
khong thé nhan thay duoc, phu thudc vao rugu vang va loai tdc nhan 1am trong va
luong sir dung. Moi loai chat lam trong c¢6 di luc v6i nhitng hop chat thom nhét dinh.

Qui trinh 1am trong c6 thé ciing gay ra su giam cudng do cdc chat tao huong.[28]
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PHAN III : NGUYEN LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

3.1.Giong vi sinh vat va diéu kién nuéi duong :

Stt dung 04 ching Leuconostoc oenos cia Phap LF 01 (chiing thuong mai cta
hang Martin Vilatte) va ba chung LF 02, LF 03 va LF 04 1a nhitng chung trong suu tap
giong cua Vién nghién ctu vang tai Phap. Cac ching nay duoc bao quan & nhiét do -
18°C va phan lap theo phuong phap pha loang trong nudc mudi sinh 1i va phan phoi
trén dia thach moi truong MRS, nuoi & nhiét do 25 °C.

Stt dung hai chung ndm men Saccharomyces cerevisiae ki hiéu la SLS va LV,

ctia BO suu tap giong cia Bo mon cong nghé déudng - Vién Cong nghiép thuc pham.

3.2. Méi truong va hoa chat:
3.2.1.Méi truong thach:

Cdy truyén va bao quan trén moi truong thach MRS cua DE MAN va cong su,
dé xuat nam 1960. Moi trudong nay c¢6 thanh phan nhu sau : Pepton 10 g, cao ndm men
5 g, nude thit 10g , axetat natri 5 g , xitrat amon 0,1 g, glucoza 20 g, Tween 80 1ml ,
K,HPO, 2 g, MgS0O, 0,1g , MnSO, 0,05 , nudc cét dién du 1 it , pH 5,4 -6,2 .

3.2.2. Moi truong nhdn giong thu sinh khoi:

Ty 1& giong gilta cac cdp la 10%. Moi truong st dung la moi truong long
PL10JR cua CAVIN va cong su, dé xuat nam 1988. Moi truong PL10JR ¢6 cac thanh
phan sau: pepton 10g , nudc chiét nAm men 5g, xitrat amon 0,1g, axetat natri 2g,
Tween 80 1ml , K,HPO, 2g, MgSO, 0,1g, MnSO, 0,05 , nuéc nho 100 ml, nuéc cat
viradu 1 1it, pH 4,5 .

3.2.3. Moi truong thi hoat dé malolactic (HPML) :

Axit D,L - malic khoang 20g/l pha trong dém CH,COOH - CH;COONa,

MgSO, 1,2 g/l, MnSO, 1,2 g/l.

3.3. Co dinh té bao : [2]

Li tam dich lén men chita cac t€ bao Leuconostoc oenos trén may Hettich

Zentrifugen Universal 16A 4000 v/ph trong 30 phiit 1dy sinh khoi rira 2 1an bang nudc
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mudi sinh Ii va tién hanh c¢6 dinh trong chat mang Ca-alginat theo (4). Nong do Ca-
alginat 1a 3%, CaCl, 2%, néng do t€ bao am (25% chat kho) trong Ca-alginat thay déi
theo yéu ciu nghién ctu tir 5 - 20 %. T€ bao cd dinh c¢6 dang hinh ciu, duong kinh
trung binh 2-3 mm ; O day duéi 4p sudt lkg/cm? dung dich t€ bao/ Na-alginat chay
vao chau dung CaCl, c¢6 nong do da dinh va gel hoa ngay lap tdc. Cac hat hinh thanh
s& dugc luu lai trong dung dich (khudy lién tuc) trong thdi gian nhat dinh dé c6 do bén
co hoc mong muon. Sau d6 st dung ngay hoac bao quan trong dung dich CaCl, 0,5%
trong tu lanh 2 - 4°C . Néu thay déi toc do gié théi dong truc vé6i kim tao hat, ta c6 thé

nhan duogc cac hat Ca-alginat véi duong kinh to nho tuy y.

3.4. Lén men malolatic ruou vang nho cac t€ bao vi khudn tu do hoac ¢é dinh:

Lén men gian doan nho cac té€ bao tu do trong binh tam gidc 1000 ml. O day
sinh khoi vi khudn dugc bo sung vao vang non & cudi giai doan 1én men c6n (sau 10
ngay ké tir khi Ién men bat dau).

Lén men lién tuc nho cac t€ bao c¢6 dinh dugc thuc hién trong thiét bi 1én men

Bioflo ctia hang New Brunswick Scientific dung tich 1,2 lit.

3.5.Phan tich:

3.5.1. Theo doi su phit trién ctia vi khudn:

- Do duc (OD) clia céc dich nuoi vi khuan duoc do trén mdy so mau: dich 1én men pha
loang 5 lan, do & budc séng 600 nm.

- Xéc dinh sinh khéi uét bang cédch li tam 100 ml dich men nhd may li tam 4000 v/ph
trong 30 phit , can trong lugng nho can phan tich, két qua duge nhan véi 10 cho gia
tri sinh khoi 4m cua vi khuén trong 1 1it dich men.

- X4c dinh sinh khoi vi khuan bang cdch say kho dén trong lugng khong d6i ¢ nhiét do
105 °C (1i tam 100 ml dich men 18y sinh khéi, rira 2 14n bang nudc cét roi sdy kho).
Két qua thu dugc nhan véi 10 thi s& dugc trong lugng kho cua vi khuén trong 1 lit dich
men.

3.5.2. Po pH : do bang may do pH Mettler-Toledo 320 ctia Anh.

3.5.3. Nong dé con: xac dinh bang thiét bi ciia hang Dujarin-Salleron ( Phép)
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3.5.4. Axit tong: chuin do baing NaOH 0,1 N
3.5.5. Xdc dinh axit D, L - malic va hoat dé malolactic (HPML) :

- Dinh luong axit D,L-malic : Dua theo phuong phédp cua Alan E.Goodban va
J.Benjamin Stark (3). DAu tién st dung cot ion &m hép thu hét ion duong trong dich,
sau d6 hap thu cic axit, ké ca axit malic trén cot ion duong. O day cdc chét trung tinh
chay ra ngoai theo dich thai. Budc tiép theo la ding dung dich kiém yéu dé tich cac
axit yéu nhu lactic, glycolic va glyceric ra khdi nhua. Cuoi cing ding dung dich kiém
manh dé tdch axit malic. Ngudi ta thém 2,7- naphthalenediol va axit H,SO, vao dung
dich chta axit malic va dun néng. Phan ting diu tién tao ra axit malonaldehydic. Phan
tng tiép theo phan huy CO, va nudc. C6 1€ axit malonaldehydic tic dung véi hoa chat
tao thanh hydroxynaphthalene-o-pyrone theo phan tng Pechman. Phan 16n cédc axit
khac c6 thé anh hudng t6i két qua phan tich da bi tach khi giai hap 1an mot hodc tao
nén chit mau khong cé do héap thu thich hgp & budc séong A = 390 nm. Toan bo qua
trinh dugc ti€n hanh nhu sau : Dung cdt buret thit nhat dai khoang 20 cm, cho bong
thuy tinh xuéng day dé giit cho nhua khong chdy ra ngoai va dé didy nhua IRA-400
dang cacbonat sao cho thé tich nhua dat khoang 10ml. D&i véi cot thit hai ciing vay,
dai khoang 20cm, d6 day nhua Dowex-50 dang hydro sao cho thé tich nhua 12 10ml va
dé cot thi nhat 1én trén cot thit hai sao cho dich & cot thit nhat c6 thé chay truc tiép vao
cot thi hai.

Hap thu axit hitu ¢o : Dich méu phan tich phai c6 néng do axit tong khong qua

hon 3 meq (duong lugng milimol) hodc khong chia it hon 0,008 meq axit malic. Dé
hép phu axit hitu co nguoi ta cho mau vao cot thit nhat va cho chay tu do qua ca hai
cot, rira cOt thit nhat ba 14n, moéi 1an bang 10ml nudc cét. Sau d6 bd cot thit nhat ra va
bat d4u rira cot thit hai ( 1am tuong tu nhu khi rira cot thit nhat). Viéc rira cot thit hai c6
thé khong can thiét néu khong xéc dinh axit lactic hodc axit glycolic.

Téch axit hitu co : Pau tién cho nam 1an, méi 1an 10ml 0,25N ( NH,),CO; chay

qua cot thit hai. Dung dich hing duogc chi chia axit lactic, glycolic va axit glyceric.
Nhiing axit nay s€ anh huong dé€n mau sau nay nén bo riéng va khong dung téi. Tién

hanh tdch dot hai trong nam lan lién ti€p, moi lan bang 10ml IN (NH,),CO;. So6
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luong dich thu duoc trong nam 1an nay dung trong cing mot binh tam gidc chida axit
malic va ding dé phan tich.

Tao mau : Ngudi ta tao mau bang cdach cho 1ml dich vira thu héi ( chia khoang
5-80 vy axit-malic) vao trong 6ng nghiém ( 25 x 200 nm), than trong nho tir tir 6ml axit-
H,SO, ( chdy theo thanh), vita cho axit vira l1ic nhe 6ng nghiém, sau d6 cho thém
0,1ml dung dich 2,7-naphthalenediol va lam néng 20 phiit trong bép cach thuy. Sau
khi d6 1am lanh, so mau tai may so mau budc séng A = 390 nm, doc tri s6 OD thu
dugc. Dua vao dé thi chudn ta tinh duge ndng do axit malic trong dich thu héi va tixr d6
tinh duoc du lugng axit malic cua mau can phan tich. Trong khoang tir 5-80 vy axit
malic d6 thi chuén s& c6 dang dudng thang ( ndong do axit malic ty 1¢ thuan v6i OD).

- Xdc dinh Hoat do malolactic ( HDML ): HDML la kha nang phan giai axit
D,L-malic chia mot gam sinh khdoi vi khudn 4am & dang c6 dinh hay tu do trong mot
gi0, xac dinh theo Rossi va Clementi ( 78) : cho 50 gam hat c6 dinh vao 50 ml dung
dich axit D,L-malic (3.2.3) 1én men & 25 °C ( hoac nhiét do thi nghiém) trong thoi
gian nhat dinh, thuong la 16, 24 gio hoac lau hon. Tinh HDML theo cong thic:

HDML = M/ 5CT ( g/g.h)
Trong d6:  M=hiéu s6 ndng do axit D,L-malic giita hai thoi di€m phan tich (g/1)
C = luong sinh khéi vi khuén 4m sau li tam tham gia phan tng ( g )
T = Thoi gian phan tng ( h)

3.5.6. Pinh luong nong do aldehyt, este va con bdc cao

Nho mdy sac ky khi Shimadzu LZC8A clia Nhat:

Cot CW-1500 ; Detecter FID, may ghi CR3A

Ap suat khi nito 1,2 kg/cm? ; Ap suat khi hydro 0,5 kg/cm?

Ap suit khi 0,3 kg/cm?; Nhiét d6 bom mau vao dector 150°C

Nhiét do cot tach 70°C.
3.5.7. Dinh luong axit hitu co bang sdc ky long cao dp:

Nho mady sac ky 1ong cao 4p SHIMADZU ctia Nhat: Cot CW-1500 (4mm,3m);
mdy bom LC-8A, dp luc 5-15 at; Detector SPD-6AV; May tich hop C-R5A; Chat
mang la Acetonitrin CH;CN.
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3.6. Phuong phap cam quan:

Thanh lap Hoi dong cam quan theo phuong phap so sanh cap do6i. Hai méiu ruou
vang dugc chudn bi, mot miu 1a ruou vang chua qua giai doan lén men malolactic va
mot mau da qua 1én men malolactic. Cac thanh vién hoi dong duoc moi tra 10i cau hoi
liéu hai miu rugu c6 khdc nhau vé do chua va huong vi tong thé. Két qua cam quan

dya trén cdc phiéu tra 10i ctia cdc thanh vién hoi dong.

3.7. Chuan bi cac chat 1am trong:

*Polyclar 10: phadung dich 10% trong nuéc, khudy déu trong 60 phuit.
*Bentonit: pha thanh dung dich 10% trong nudc.

*Gelatin: Pha thanh dung dich 5% trong nuéc néng 80°C.
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PHAN IV : KET QUA VA BAN LUAN

4.1.Lua chon giong vi khuan c6 hoat do malolactic cao:

Nuoi cdy ca 4 ching giong vi khuin vao céc binh tam gidc 500 ml chita
moi truong PL10JR nuoi & nhiét do 25 °C va theo ddi su phdt trién cha chiing
theo thoi gian. Do OD, xdc dinh nong do sinh khai va HDML tuong d6i ctia sinh
kho6i vi khuan.

Két qua bang 1 va 2 cho thay trong s6 4 ching vi khudn thi LFO1 phat
trién nhanh hon ca, chi sau 3 ngay nu6i cay trén moi trudong 1ong OD da dat gid
tri cuc dai va gia tri cuc dai nay cling cao hon cta 3 ching con lai. Nong do sinh
khoi thu dugc clia 4 chiing sau 3 ngay nudi cdy cling chi ra két qua tuong tu,
LFO1 c6 nong do sinh khai cao nhat (4,99 g/l), vuot troi gid tri nay cta 3 ching
LF02, LF0O4 va dac biét 1a LFO3 (3,88 g/1). Bén canh kha nang sinh trudng va phat
trién t6t chiing LFO1 con ¢c6 HPDML tuyét d6i cao hon cac chiing khac, néu coi
HDML cta LFO1 1a 100,0 (%) thi cta cac chung con lai 1an luot 1a : 89,3; 90,5;
va 85,2.

Bang 1: Anh huéng ctia thoi gian nuoi dén OD cuia 4 ching vi khuian

trén moi truong PL10JR
Thoi gian oD
( ngay) LF01 LF02 LF03 LF04
0 0,080 0,090 0,060 0,080
1 0,5320 0,4972 0,4254 0,4370
2 0,8886 0,8103 0,7156 0,7985
3 1,1006 1,0097 0,8532 0,8671
4 0,9845 0,9103 1,0007 1,0054
5 0,7820 0,7268 0,8015 0,7950
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Bang2. HDML tuong doi cua sinh khéi cac loai vi khuan sau 3 ngay

nudi trong tam giac 500 ml

Loai giong Leuconostoc oenos
Chi tiéu phan tich LF01 LF02 LF03 LF04
Sinh khoi 4m ( g/1) 4,99 4,3 3,88 4,104
OD (600 nm) 1,1006 1,0097 0,8532 | 0,8671
HDML tuyét d6i ( g/gtbam./h) 0,240 0,214 0,217 0,204
HDML tuong doi (%) 100,0 89,3 90,5 85,2

Nhu vay céc két qua trén da cho thdy rang ching LFO1 1a t6t nhat trong s
4 ching vi khuén, khong nhitng phat trién nhanh trén moi trudng léng ma con ¢

HDML cao nhat. Vi thé€ chon chung LFO1 dé tién hanh cic nghién citu tiép theo.

4.2. Nghién ctru anh huéng cua diéu kién moéi truong téi su sinh trudéng phat

trién cia chung vi khuian LF01

Trong phan nay chidng to6i ti€én hanh khao sat mot s6 cac yéu td anh hudng
dén kha nang sinh trudng cta chung vi khudn LFO1 nhim tim ra moi trudng va
diéu kién nuoi cay thich hop dé thu nhan sinh khoi.

Trong cac thi nghiém & phan nay ching toi st dung moi truong co ban ¢6

thay do6i mot so thanh phan theo muc dich cua ting thi nghiém.

4.2.1. Anh huéng ciia néng do cén t6i sinh truéng ciia LFO1:

Do néng do con etylic trong vang thuong 1a 12 -15%V nén trong loat thi
nghiém khao sit anh hudng ctia con tdi sinh trudng ctia chiing LFO1 chiing toi st
dung moi trudng co ban cé bd sung cdn theo ndng do 1an luot la: 0, 5, 10, 12, 15
(%V).

K&t qua ghi lai trén bang 3.
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C4c s0 liéu cho thay tai nong do con thap (0 - 5%V ) gia tri OD cta LFO1
déu dat cuc dai sau 4 ngay nuoi cdy, con tai cac nong do con cao ( 10; 12; 15%V)
thi gid tri OD va sinh khoi sau 5 ngay méi dat cuc dai. Nhu vay ro rang nong do
c6n cao da kéo dai giai doan tiém phat clia vi khuan. Hon th€, gid tri OD cuc dai
& nong do con thap cao hon rat nhiéu so véi nong do con cao (OD 1,0330 6 5%V
va 0,6415 6 10%V). RS rang 1a néng do c6n khong nhitng 1am cho vi khuén phét

trién chAm ma con tc ché kha nang phat trién t6i da ctia ching.

Bdng 3: Anh huéng ciia ndng do con dén OD ciia LF 01

Thoi gian Nong dé con (% V)
(ngay) 0 5 10 12 15
0 0,0600 0,0400 0,0300 0,0400 0,0250
1 0,8145 0,7785 0,3455 0,2525 0,2390
2 1,0020 0,9455 0,5650 0,4050 0,3700
3 1,0190 1,0090 0,6010 0,5011 0,4445
4 1,1030 1,0330 0,6230 0,5710 0,4650
5 0,9841 0,9581 0,6415 0,5910 0,4930
6 0,5650 0,5240 0,4425

Qua két qua trén c6 thé thdy ring con c6 tic dung tic ché kha nang tao
sinh khai cua LFO1. Vi vay muon thu sinh khoi t6t nhat thi trong moi truong dinh

dudng khong nén c6 con véi nong do vuot qua 5%V.

4.2.2. Anh huéng ciia chiing logi va nong do duong:

Puong nho chu yéu la fructoza va glucoza, trong dé glucoza chi€ém 56,67-
65,60¢g/1 va fructoza 48,52-58,87¢/1. Vi th€ ching to6i da khao sat anh hudng cta
noéng do duong ciing nhu anh hudng cuia timg loai duong hoac hdén hop hai loai
dudng trén t6i su phat trién cua LFO1 nhim tim ra mot moi trudng c6 thanh phan

va nong do dudng phu hgp nhat cho viéc thu sinh khoi clia ching nay.
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Thi nghiém dau tién la tim anh hudng cta ching loai dudng, ching toi sur
dung moi trudng co ban c6 thay thé 14n luot: glucoza 10g/1; fructoza 10g/1 va hon
hop hai loai dudng mébi loai 5g/1. Thi nghiém thi hai tim anh hudng cua nong do
duong, moi trudng co ban cé nong do duong lan lugt: 0; 5; 10; 15; 20g/l1. Két qua
thé hién ¢ bang 4 va hinh 2.

S6 liéu cho thdy khi moi trudng khong cé duong thi vi khudn hau nhu
khong phat trién; C6 dudng nong do 5g/l thi vi khuén phat trién t6t nhit; nhung
khi néng do dudng ting cao thi lai ic ché su phat trién ctia ching, nhat 1a & 20g/1.

Mat khdc vi khudn phat trién trong moi trudng cé dudng fructoza tot hon
moi truong c6 glucoza (OD cuc dai véi fructoza 0,9016 va vé6i glucoza 1a 0,8833).
Nhu vay vi khudn déng hoa dudng fructoza t6t hon dudng glucoza. Khi moi
truong chi c6 riéng ré timg loai duong thi OD sau 5 ngay méi dat cuc dai; Ngugc
lai khi c6 ca hai loai dudng thi chi sau 4 ngay da dat cuc dai va dat cao hon héan
céac truong hop khac (OD 0,9016 khi chi ¢6 ting loai dudng va 0,9680 khi c¢6 hon
hop ca hai loai dudong). Nhu vay moi truong duong hoén hop cé anh hudng kich
thich sinh truéng ctia chung vi khuin nay ca vé thoi gian va kha nang phat trién

toi da.

1 5 ——Nong do
duong 20g/!

——Nong doé
duong 15g/I
Nong do
duong 10g/!
Nong do
duong 5g/I

—¥—Khéng
duong

Ngay

Hinh 2 : Anh huéng ciia nong do duong t6i OD cuia chiing LF01
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Bdng 4: Anh huéng ctia thanh phan duong dén OD cua LF 01

Thoi gian | Khong Glucoza (G) Fructoza (F) Hon hop(G +F)

(ngay) duong 10g/1 10g/1 5g/1 + 5g/1
0 0.0025 0.0200 0.0250 0.0275
1 0.1430 0.4233 0.4800 0.8400
2 0.1850 0.7716 0.8000 0.9330
3 0.1898 0.8550 0.8750 0.9415
4 0.1921 0.8650 0.8816 0.9680
5 0.2055 0.8833 0.9016 0.8895
6 0.2001 0.8500 0.8516

Nhu vay moi truong thich hgp nhat cho su sinh truéng cua LFO1 1a moi trudong c6
hén hop hai loai dudong glucoza va fructoza véi nong do dudong khong vugt qua
10g/1.

4.2.3. Anh huéng ciia cdc nguén nito hitu co :

Nguon nito hitu co ciing 1a mot thanh phan moi truong kha quan trong anh
hudng dén su sinh trudng, phat trién ctia cdc ching vi khuin, dé nghién ctu 4nh
hudng cua thanh phin nay dén sinh trudng cua LFO1 ching toi st dung moi
truong co ban dugc bd sung lan lugt cdc ngudn nito nhu cao ndm men 15g/1,
pepton 15g/1, cao thit 15g/1, hén hop cac loai trén mdi loai 5g/1. Dé dang
nhan thdy ring trong tat ca cdc thi nghiém OD cua vi khudn dat cuc dai sau 4
ngay. Nhu vay cdc loai nito dua vao thi nghiém khong khac nhau vé muc do anh
hudng dén thoi gian phat trién. Trong cdc moi riéng 1€ ting loai nito vi khuan déu
phat trién kh4, kha nhat 1a cao ndm men, sau d6 1a cao thit va cu6i cling 1a pepton
(OD lan lugt 1a 0,6735; 0,4095 va 0,5325). Song t6t nhat van 1a moi truong cé
hoén hop ca 3 loai nito ( OD cao nhat 1,008).
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Bdng 5: Anh huéng ciia nguén nito t6i OD cia LF 01

Thoi gian Cao nam men Pepton Cao thit Hén hop 3 loai
(ngay)
0 0.0890 0.0269 0.0276 0.0600
1 0.4935 0.2055 0.3150 0.6300
2 0.5940 0.351 0.4515 0.8049
3 0.6615 0.4035 0.5115 0.9650
4 0.6735 0.4095 0.5325 1.0080
5 0.6120 0.3720 0.4875 0.9950

Nhu vay ngudn nite hitu co di c6 anh hudng dang ké dén kha niang phat
trién cuc dai cta vi khuidn LFO1. D€ thu sinh kh6i tot nhét trong moi trudng nén

c6 ca 3 loai nio hitu co 1a cao ndm men, pepton, cao thit.

4.2.4. Anh huéng cia axit D,L-malic:

Chiing ta da biét axit malic 12 mot chat cam tng cho qua trinh tao enzim
malolactic cta vi khudn Leuconostoc oenos, vi vay day 1a mot thanh phin can
thiét trong moi trudng dinh dudng, tuy nhién cin khao sat dé tim duoc néng do
thich hop cua axit malic trong moi truong dé khong gay tc ché qud trinh sinh
trudng cua vi khuan. Loat thi nghiém trong phan nay dugc thuc hién véi muc dich
trén.

Moi trudng co ban dugc bé sung axit D,L-malic véi cdc néng do: 0; 5g/1;
10g/1; 20g/1. Tién hanh nhan giéng va phan tich céc chi tieu. Két qua thé hién &
bang 6.

Khi néng do D,L-malic cao thi thoi gian phat trién dé dat duge OD cuc dai
bi kéo dai (5 ngay doi v6i D,L-malic <10g/l va 8 ngay khi D,L-malic >10g/l).
Nhu vay nong do axit D,L- malic cao di lam kéo dai giai doan tiém phat cua vi
khudn. OD cuc dai trong moéi trudng khong ¢ va c6 axit D,L - malic v6i ham

lugng 5g/1 khong c6 su khac biét ddng ké. Diéu nay cho thdy axit D,L-malic
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khong kich thich sinh trudng ma hon thé, khi nong do qué cao con tc ché su phat
trién t6i da cta vi khuin (OD cuc dai moéi trudng axit D,L-malic 5g/1 1a 0,8526;
10g/1 1a 0,8501; 20g/1 1a 0,5295). Nhu vay 1o rang la tuy axit D,L-malic 1a mot
chat cam ung cho qua trinh tao enzim malolactic nén rat can thiét trong thanh
phan moi truong dinh dudng nhung nong do qua cao lai lam tc ché kha nang phat
trién c& vé thoi gian va kha nang phét trién t6i da ctia LFO1. C6 thé thdy ring dé
thu sinh khéi vi khudn t6t nhat nén chon néng do axit malic trong moi trudng
khong qua 10g/1.

2

Bdng 6: Anh huéng ciia nong do axit D,L- malic t6i OD cia LF 01

Thoi gian Khong co D,L- Malic D,L -Malic D,L- Malic
(ngay) axit malic 5¢g/l 10 g/l 20 g/l
0 0.0200 0.0200 0.0250 0.0100
1 0.5655 0.5310 0.4500 0.2625
2 0.6900 0.6525 0.6750 0.3765
3 0.7590 0.7500 0.7552 0.4103
4 0.8010 0.8250 0.8137 0.4500
5 0.8624 0.8526 0.8250 0.4800
6 0.7951 0.8025 0.8325 0.4950
7 0.8475 0.5130
8 0.8501 0.5295

4.2.5 Anh hudng ciia nhiét dé nuéi cdy:

Nhiét do 1a mot yéu to quan trong anh hudng dén kha nang phat trién ctia
vi khuén. D€ tim dugc nhiét do thich hop cho qud trinh 1én men malolactic chiing
toi da tién hanh khao sat khoang nhiét do 15-30°C (Leuconostoc oenos thuong

thich nghi t6t & moi truong nhiét do khong cao qua).
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Bdng 7: Anh huéng ctia nhiét do t6i su phat trién cia LF 01

Thoi gian (ngay) 15°C 20 °C 25°C 30°C
0 0.082 0.082 0.082 0.082
1 0.342 0.438 0.600 0.6735
2 0.468 0.579 0.6765 0.789
3 0.615 0.7815 0.885 0.849
4 0.798 0.840 0.8865 0.855
5 0.7965 0.7935 0.8400 0.843
6 0.7395 0.7845 0.834 0.840

K&t qua cho thay nhiét d6 nuoi cay anh huong kha 16n dén su sinh
trudng va phat trién cta vi khudn thé hién & gia tri cuc dai cia OD. Tai
nhiét do 25°C su phét trién cta vi khudn 1a t6t nhat. Vi vay c6 thé chon
nhiét do 25 °C lam nhiét do nuoi cay thu sinh khoi ciing nhu thuc hién qud
trinh 1én men malolactic.

4.2.6. Anh huéng ciia pH méi truong tdi su phdt trién cia LFO1:

pH moi truong anh hudng nhiéu dén kha nang song sét va hoat luc enzim
cua vi sinh vat. D€ tim duoc khoang pH thich hop nhat cho thu sinh kh6i chiing
toi tién hanh di€éu chinh pH moi truong vé céac gia tri khac nhau: 3; 3,5; 4; 4,5; 5;
5,5 nhan giong va theo doi su phat trién OD dich giong.

Bdng 8: Anh huéng cua pH t6i su phat trién cia LF 01

Thoi gian Gia tri pH
(ngay) 3 3,5 4,0 4,5 5,0 5,5
0 0.082 0.082 0.082 0.082 0.082 0.082
1 0.051 0.205 0.275 0.400 0.616 0.586
2 0.054 0.26 9 0.4110 0.451 0.712 0.621
3 0.06 0.343 0.522 0.590 0.819 0.665
4 0.082 0.25 0.537 0.591 0.855 0.745
5 0.082 0.245 0.539 0.560 0.840 0.710
6 0.075 0.233 0.532 0.556 0.840 0.706
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Ching LFO1 phat trién tot nhét tai pH 5, tuong doi khd tai pH 5,5; kém
nhat tai pH 3 va 3,5. Nhu vy c¢6 thé thay moi trudng vang khong thuan loi 1dm
cho su phét trién ctia loai vi khudn ndy. Chon pH moi trudng nhan giong 1a 5 dé
c6 thé thu dugc sinh khoi t6t nhat.

Tém lai , diéu kién tot nhat cho qud trinh sinh truéng phat trién cia vi
khuén 12 nuoi 4-5 ngay ¢ 25 °C va mot lit moi trudng ngoai céc yéu td vi luong
nhu moi trudng co ban con c¢é cac thanh phan cha yéu sau : fructoza 5g , glucoza
5g, pepton 5g, cao ndm men 5g, cao thit 5g va axit D,L-malic 10 g, pH 5,0.

Chiing t6i dd dang moi trudng nay nuoi LFO1 14y sinh khoi dé ¢6 dinh t€
bao va nhan giong cac cip 6 quy mo phong thi nghiém trong 1én men malolactic

nho t€ bao tu do.

4.3.Nghién cttu anh huéng cia moi truong dén hoat do malolactic cua cac té

bao Leuconostoc oenos LF01 ¢6 dinh trong hat Ca-alginat.

Phuong phdp Ién men malolactic nhd t€ bao vi khuén c6 dinh c6 nhiéu wu
diém nhu gitp cho qu4 trinh 1én men malolactic khong anh huéng dén giai doan
lam trong ctia vang do cdc t€ bao duoc nhét trong cac hat gel va dé dang tach ra
khoi dich sau khi qua trinh dugc hoan thanh, dac biét kha nang tdi s dung cua
cac hat t€ bao c6 dinh s€ mang lai hiéu qua kinh t€ do giam bét cong doan nhan
giong vi khudn. Do d6 ching toi thuc hién nghién citu ndy nham xac dinh céc yéu
t0 anh hudng dén hoat do malolactic ctia vi khuén dugc c6 dinh trong Ca-alginat
dé tir d6 nham x4c dinh quy trinh 1én men malolactic nhd t€ bao c6 dinh & quy
mo phong thi nghiém.

Chiing ta da biét HDML chiu anh huéng ctia rat nhiéu yéu td nhu: diéu
kién moi truong 1én men, nong do t&€ bao trong hat. Trong phan nay chidng toi tién
hanh cac thi nghiém xdc dinh céc diéu kién cén thiét dé hat c6 dinh cho HDML

cao.
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4.3.1. Anh huéng ciia pH méi truong dén HPML ciia cdc hat c6 dinh:

Cho céc hat c6 dinh LFO1 vao dung dich axit D,L-malic tht. HDML c6
cac gia tri pH lan luot 1a 3,1; 3,5; 4,0; 4,5 1én men trong thoi gian 4 ngay, phan
tich du luong axit D,L-malic trong dich & céc thoi diém khdc nhau thu duogc két
qua thé hién trong bang 9, 10.

S6 liéu cho thay tai tat cac cac pH nong do axit D,L-malic giam rdt nhanh
trong ngay dau tién, sau d6 giam rat cham. Nguyén nhan cta viéc giam cham nay
c6 thé rat nhiéu nhung c6 1€ chi yéu 1a do pH cua dung dich da thay doi theo
chiéu bat 1gi cho hoat dong ctuia enzim phan giai axit D,L-malic. Trong khoang
pH thi nghiém, pH 4,5 1a thich hgp nhat cho HDML ctia cic hat t€ bao co dinh.
Néu coi HDML trong ngay dau tién tai pH 4,5 1a 100 thi HDML tai cac pH khac
tir cao xuong thap lan lugt 1a 94,1 ; 90,3 va 89,1 (%). Xu hudng rd nét 1a toi thich
ctia sinh trudng cling lan can véi pH t6i thich cia HDML. Vi pH cua vang thuong
khong cao hon 4,5 nén ching toi khong khao sat ti€p cac gia tri pH cao hon.
Trong thi nghiém cua ching t6i, HDML tuyét d6i twong tung 1a 0,0631; 0,0594;
0,0570 va 0,0561 g D,L- malic/g tb.Am/ h. Nhu vay trong khoang pH nghién cttu
thi pH 4,5 cho HDML cao nhat.

Bang 9: Du luong axit D,L-malic (g/1) sau thoi gian phan ing

tai cac pH khac nhau

Thoi gian phan pH
ing(ngay) 3,1 3,5 4,0 4,5
0 24 24 24 24
1 7,18 6,9 6,17 5,06
2 6,85 5,47 4,56 4,39
3 6,72 5,06 4,29 4,39
4 6,38 5,16 4,39 4,49
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Bang 10: HDML trong 16 gio dau tién ¢ cac pH khac nhau

Hoat do malolactic pH
(HPML) 3.1 3,5 4,0 4,5
HDML tuyét doi (g axit malic/ g t&
bao 4m x gio) 0,0561 0,0570 0,0594 | 0,0631
HDML tuong doi (%) 89,1 90,3 94,1 100

4.3.3.Anh huéng ciia néng do con t6i HDML ciia cdc hat cé dinh:

Con 1a mot tac nhan tc ché sinh trudng ctia LFO1 1am cho sinh khéi thu

dugc it va do vay anh huong 16n téi kha nang phan giai axit D,L-malic cua dich

men. Nhung con anh huéng nhu th€ nao doi v6i kha nang phan giai axit malic

ctia t€ bao c6 dinh thi ta chua rd. Dé 1am rd van dé nay ching t6i da cho t€ bao

c6 dinh vao dung dich axit D,L-malic thir hoat do b6 sung coén véi cidc nong do

khac nhau: 5; 10; 15; 20 %V, 1én men trong 24 gid va phan tich du lugng axit

D,L-malic tai thoi diém 16 va 24 gid.

Bang 11: Du luong axit D,L-malic (g/1) va trang thai dung dich

sau khi phan tng

Thoi gian Nong do con (% V)
phan ing ( h) 5 10 15 20
0 18,5 18,5 18,5 18,5
16 6,38 7,83 8,87 8,21
24 5,45 6,09 6,84 6,38
Do trong cua dich trong trong c6 van hoi duc
Té& bao vi khuin khong khong khong khong
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S6 liéu bang 11 cho thay, nong do con trong dich ¢6 anh hudng t6i kha
nang phan giai axit D,L-malic cua LFO1 c6 dinh trong Ca-alginat, dac biét 1a doi
v6i c6n néng do cao tir 15%V trd lén. O day c6 nhan xét 1a tai cac dung dich c6
néng do con cao dich hoi bi duc tuy hat khong bi v& va khong c6 t€ bao vi khuédn
nao lot ra ngoai. Li do cua hién tugng nay ching toi chua 1i giai dugc va du doan
ring c6 thé con da c6 tic dong ndo d6 dén cau tric cua hat va thoi gian con chua

dd dai dé hat bi phé vo.

4.3.4. Anh huéng ciia nong do t¢ bao trong hat c6 dinh:

Nong do t€ bao trong hat ¢6 dinh ¢6 ¥ nghia rat 16n dén HDML cua cic t€
bao c6 dinh trong hat. Néu nhu HDML ty 1é thuan v6i nong do t€ bao trong hat
thi ndong do giong cang cao cang ¢ y nghia kinh t€ va ki thuat. D€ 1am ro van dé
nay ching t6i da ti€n hanh cdc thi nghiém thay déi néng do giong am tir 5% dén
15% so v6i dung dich alginat va ti€n hanh thdt HDML cua cac hat c6 dinh véi
néng do giong khéac nhau, xdc dinh du lugng axit D,L-malic. S6 liéu thu duoc thé
hién & bang 12, 13.

Bang 12: Anh huéng ciia ndng do giong trong hat t6i du lugng
axit D,L.-malic trong dung dich

Thoi gian phan ting Nong do giong (%)
(h) 5 10 15

0 20,0 20,0 20,5

16 7,39 5,12 4,41

24 6,05 4,44 4,10

48 4,65 4,36 4,07

72 4,71 4,13 4,02

96 4,48 4,13 3,99

pH 3,42 3,18 3,17

Do trong cua dich trong trong trong
Té& bao vi khuin khong khong khong
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Bang 13: HDML cua cac hat ¢o dinh véi cac nong do té bao khac

nhau sau 16 gio phan iing

Nong do té bao trong hat (%)

Chi tiéu danh gia sau 16h 5 10 15
Luong axit malic tiéu hao (g/l) 12,61 14,88 15,59

Luogng t€ bao tham gia phan tng (g) 2,5 5,0 7,5
HDML tuyét d6i(gmalic/gtb 4m/h) 0,06305 0,0372 | 0,0260
HDML tuong d6i (%) 100,00 59,00 41,23

S6 liéu bang 13 cho thdy HDML bi anh hudng rat nhiéu boi nong do giong
trong hat. Mac du trong cung mot don vi thoi gian luong axit D,L-malic tiéu hao
O cdc mau cd hat ¢6 dinh v6i ndng do gidng cao nhiéu hon 1a & miu hat ¢6 néng
do giong thap, nhung moi quan hé nay khong ty 1é thuan. Trong thi nghiém cua
ching t6i HDML tuyét doi ctia cdc miu sap xép theo chiéu tang ctia ndng do t&€
bao trong hat lan luot 1a 0,06303 ; 0,0372; 0,0260 va HDML tuong d6i tuong tng
1a 100,0 ; 59,0 va 41,23. Nhu vay HDML cta hat c¢6 nong do t€ bao 15 % chi
bang hon 40% so v6i hat ¢6 5%. Vi vay c6 thé thay ring tuy tai cac thoi diém hat
cd dinh v6i nong do giong cao cho du lugng axit D,L-malic thap hon nhung xét
vé HDML tuyét doi thi lai thap hon nhiéu hat ¢6 dinh véi néng do giong thap, do
do6 dung hat ¢6 dinh v6i ndong do giong thap ¢ 1gi hon vé mit kinh t€ vi dé tao
mot lugng sinh khoi 16n dung cho ¢6 dinh cling rat ton kém. Vi vay chiing to6i

ti€p tuc cac thi nghiém ti€p sau vGi hat c6 nong do giong 5% .

4.3.5. Anh huéng ciia nhiét do lén men dén HPML ciia cdc hat c6 dinh

Nhiét do ludn ludn la yéu t6 kich thich c6 gidi han sinh truéng va hoat do
céc loai enzim cla vi sinh vat. Qua cdc thi nghiém & trén ta da thay dé c6 nhiéu
sinh khoi ta phai nuoi LFO1 & nhiét do 25 °C . Song ngoai khia canh sinh khai thi

mot cau hoi dat ra la liéu nhiét do tac dong t6i HDML ctia hat ¢6 dinh nhu thé
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nao. DE tra 16i van dé nay ching t6i da tién hanh céc thi nghiém khdo sét tai ba

thang nhiét do khac nhau 1a 16, 25 va 35 °C. Hat dugc ¢6 dinh vé6i nong do giong

5 %, thit HDML trong moi truong thlr hoat luc va phan tich du lugng axit D,L-

malic va tinh HDML.

S6 liéu bang 14, 15 cho thady HDML cua céc hat c6 dinh c6 gia tri cao nhat
tai nhiét do 25 °C va dat 0,0632 g/gtb am/h, tai nhiét do 16 °C hay 35 °C HDML
cua cdc hat c¢d dinh chi bang hon 80% HDML tai 25 °C. Diéu didng mimg la

enzim malolactic ctia LFO1 hoat dong t6t trong khoang nhiét do kha rong, tir 16-

35°C, diéu nay khong gay can trd cho viéc thuc hién qué trinh 1én men malolactic

tai nhitng nudc c6 khi hau thay déi nhiéu nhu nuéc ta.

Bang 14 : Du luong axit D,L-malic sau thoi gian phan ing tai cac

nhiét do khac nhau cua cac hat ¢6 dinh LF01

Thoi gian phan ting Nhiét do phan tng (°C)
(h) 16 25 35
0 18,14 18,14 18,14
16 7,515 5,50 7,006
24 6,676 4,15 5,595
Do trong cua dich trong trong trong
Té& bao vi khuédn khong cé khong c6 khong c6

Bang 15 : Anh hudng cia nhiét do dén HDML cua cac hat ¢6

dinh LFO01
Chi tiéu phan tich Nhiét do phan ing (°C)
hoac tinh toan sau 16 h 16 25 35
Luong axit D,L-malic tiéu hao (g/) 10,625 12,64 11,13
Luong té€ bao tham gia phan tng ( g) 2,5 2,5 2,5
HDML tuyét doi ( gmalic/gtb 4m/h) 0,0531 0,0632 0,0556
HDML tuong doi (%) 84,02 100,00 87,97
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4.3.6. Anh huéng ciia néng do duong t6i HPML ciia cdc hat c6 dinh:

Khi 1én men vang ngudi ta thudong ding moi truong c¢6 nong do dudng
khoang 20 %. Néu dua vi khudn Leuconostoc oenos vao dé thuc hién lén men
malolactic ngay tir ddu thi vi khudn phai chiu stic ép ctia néng do dudng cao. Néu
chd dén khi qua giai doan l1én men rugu ( néng do dudng xudng thap) thi vi khuan
lai phai chiu stic ép clia moi trudng cén ndng do cao. DE c6 thé chi dong st dung
vi khu4n malolactic, nhat 12 dudi dang hat ¢6 dinh, chiing t6i tién hanh thi nghiém
xem xét moi quan hé gitta nong do dudng va HDML ctia cdc hat c6 dinh. Két hop
vGi cdc thi nghiém phan 4.3.3 dé can nhéc tim ra mot thoi diém tot nhat cho viéc
ti€p giong vi khudn sao cho HDML dat duoc cao nhat. S dung moi truong thir
hoat luc c6 b6 sung dudng vé6i cac noéng do 5; 10; 15; 20%. Két qua thu dugc ghi
lai 6 bang 16, 17 .

Theo cac so liéu, sau 16 gio 1én men nong do duong trong dich c¢6 anh
hudng khong dang ké t6i HDML cua cdc hat co dinh.Tai ndong do 5% HPML la
0,063 g malic/g tb.4m/h va tai néng d6 20% (cao hon 4 1an) HDML vén con
0,0605 g malic/g tb.Am/h va bing 96,03% so v6i HDML tai nong do dudng 5%.

Bang 16 : Anh hudng ctia nong do duong t6i HDML
cua cac hat ¢o dinh LF01

Thoi gian phan iing Nong do duong (%)
(h) 5 10 15 20
0 18,756 18.756 18.756 18,756
16 6,1419 6,3199 6,5106 6,6632
24 5,94 6,27 6,42 6,62
Do trong cua dich trong trong trong trong
Té& bao vi khuén khong c6 | khongcé | khongcod | khong cod
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Bang 17 : Anh huéng ctia néng do duong t6i HPML
cua cac hat co dinh LF01

Chi tiéu phan tich Nong do duong (%)
hoac tinh toan sau 16 h 5 10 15 20
Lugng axit D,L-malic tiéu hao (g/1) 12,614 | 12,436 | 12,246 | 12,093
Luogng t€ bao tham gia phan ting ( g) 2,5 2,5 2,5 2,5
HDML tuyét doi ( gmalic/gtb.é{m/h) 0,0630 | 0,0622 | 0,0612 | 0,0605
HDML tuong doi (%) 100,00 | 98,73 | 97,14 | 96,03

4.3.7. Lén men malolactic nho cdc té bao L. oenos LF01 cé dinh trong hat Ca-
alginat

Chung to1 da thi nghiém theo hai cach:

- Cach thit nhat cho 50 gam hat xuc tac vao 50 ml vang sau 1én men rugu
da loc trong, giit & 25 °C trong 16 gid roi phan tich su thay déi nong do cta hai
axit httu co chinh 1a D,L-malic va axit lactic.

- Céach tht hai cho 800 g hat ¢c6 dinh LFO1 (HPML trung binh khoang
0,05 g/g t€ bao am/h) vao binh 1200 lit ctia Bioflo r6i bom vang non ( chia
2,75g/1 D,L-malic) vao binh dé chuyén ho4 axit D,L-malic theo phuong phdp lén
men lién tuc; nhiét do 1én men 25 °C ; néng do t€ bao 4m trong hat 12 5%, 5 gio
dau tién khong bo sung, sau do b sung vang non véi toc do 2,65 ml/ph ( theo
tinh toan toc do thich hop dua trén tong lugng t&€ bao tham gia phan tng, néng do
axit D,L-malic trong vang non va thoi gian ti€p xtc du kién 1a 5 gio). Lay mau
phan tich vao céc thoi diém 0, 5, 10, 16, 24 ,48,72 ,96... K&t qua ghi & bang 18 va
19.
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Bang 18: Thanh phan vang truégc va sau khi phan tng vé6i LFO01

¢6 dinh trong hat Ca-alginat ( thi nghiém thir nhdt)

Cac chi tiéu phan tich

Truéc phan tng

Sau phan tng

Con (% ) 11.8 12.0
Axit D,L-malic (g/1) 4,0 khong
Axit lactic 1,0 3,95
pH 3,89 4,05
Vi clia vang chua gt chua diu

S6 liéu bang 18 chi ra rang hat ¢6 dinh LFO1 phan tng rat t6t doi véi axit

D,L-malic trong vang non : chi sau 16 gio ti€p xdc vang non da khong con dau
vét clia axit malic, vi diu. Tir két qua nay ching toi nghi ring c¢6 thé dung nhiing
hat c6 dinh ndy dé phan giai axit D,L-malic theo ki€u 1én men lién tuc. Vi vay

chiing t6i da ti€n hanh ti€p thi nghiém thi hai nhu da néu & trén.

Bang 19 : Bién doi pH va D,L-malic ctia vang sau thoi gian 1én men
lién tuc nho cac hat c¢6 dinh LF01 tai thiét bi Bioflo ( thi nghiém 2)

Thoi gian (h) pH D,L-malic (g/1)

0 3,56 2,75

5 3,95 0,13

10 3,76 0,12

16 3,73 0,12

24 3,75 0,13

48 3,78 0,14

72 3,69 0,14

96 3,72 0,13
120 3,78 0,12
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Nhiing s6 liéu ghi & bang 19 da xac nhan du doan trén la ding. Trong qua
trinh 1én men lién tuc, toc do bd sung vang non 2,65 ml/ph (hay t6c do pha loang
0,159 1/1/h ) theo tinh todn la phtu hgp lam cho nong do axit D,L-malic trong vang
non tir 2,75 g/l ban ddu xu6ng con khoang 0,1 g/l. Nhu vay budc ddu da c6 thé
khang dinh ring c6 thé thuc hién qu4 trinh 1én men malolactic theo phuong phép
lién tuc nhd cdc t€ bao vi khudn c6 dinh. Tuy nhién vin doi hoi phai c6 cic
nghién ciu tiép theo dé lam sao duy tri duoc HPDML clia céc hat c6 dinh trong

qua trinh 1én men.

4.3.8. Nghién citu dnh huong cua thoi gian st dung dén HPML cua cdc hat cé
dinh.

Ching t6i tién hanh cdc thi nghiém nay v6i muc dich tim hiéu HDML
cling nhu ndng do t€ bao trong cac hat cd dinh thay d6i nhu thé nao theo thoi gian
stt dung. Ding 50 g hat c6 dinh v6i néng do t€ bao 4m 5% cho vao 50 ml vang
non ( sau lén men con 10 ngay), 1én men trong 16 h. Sau khi két thic hat dugc
rira sach va ti€p tuc lam nhu trén. S6 1an lap lai 1a 7 14n, sau mdi 1an dich vang
duoc phan tich cdc chi tiéu nhu: pH, chudn do axit téng, du luong axit D,L-malic,
lam tiéu ban dé xem c6 t€ bao khong. Dém so t€ bao trong 1 g hat sau mdi lan
tai su dung.

Két qua cuta thi nghiém chi ra mot xu huéng chung rd nét 1a theo chiéu
tang cua so lan tai st dung hat c¢6 dinh thi pH dich vang sau 1én men giam dan va
gan tr& vé pH trude khi 1én men, chuin do axit téng ting din gin dat gid tri ban
dau. Pac biét 1a du lugng axit D,L-malic c6 su khéc biét dang ké sau méi lan tdi
stt dung (lan 1: 1,477, 1an 7: 3,5732 ). RG rang 1a HDML cua cac hat ¢6 dinh da
bi gidm ddng ké sau mdi 14n tai sir dung. Mot diéu rat dang chu y 1a sau méi lan
ti sir dung thi néng do t€ bao song trong hat lai giam di ddng ké (10" t€ bao/ 1g
hat trudc khi sir dung chi con 10° t€ bao/1 g hat sau khi 1én men 7 14n). Tuy nhién
trong dich vang sau lén men khong thay t€ bao vi khuén, diéu nay cho thdy ring
céc t€ bao vi khuén trong hat da bi chét dan trong qud trinh sit dung chi khong

phai thodt ra ngoai. Diéu nay c6 thé phan nao 1i gidi nguyén nhan giam hoat luc
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clia cdc hat c6 dinh theo thoi gian st dung, c6 I& trong moi trudong khic nghiét véi

néng do con cao cac t&€ bao vi khudn da chét dan, tuy nhién HDML van con duy

tri trong mot khoang thoi gian nhat dinh do hé enzim malolactic c6 trong t€ bao.

Bang 20: Cac chi tiéu phan tich dich vang thit hoat luc hat c6 dinh

theo thoi gian sir dung

Lansat| pH | Chuando (so | Duluong Tébao | Néng do té bao
dung ml NaOH D,L-malic | trong dich | song trong 1g

0,IN) (g/1) hat

0 2,79 1,1 4,016 - 10"

1 3,22 0,5 1,1749 khong c6 2 x10'

2 3,09 0,7 2,0193 khong cé -

3 3,04 0,9 2,6780 khong c6 10°

4 3,00 1 2,82044 khong c6 -

5 2,97 1 3,0722 khong c6 4x10’

6 2,90 1 3,1384 khong c6 -

7 2,86 1 3,2223 khong c6 10°

Mait khac dé tim hiéu ban chat ctia hién twong HPDML bi giam chung t6i da

hoat hoa hat ¢ dinh sau lan st dung th 7 trong moi truong dinh dudng (moi

truong van duoc dung dé thu sinh khai vi khudn nhu da néu trén), dém s6 luong t&

bao ¢6 trong 1 g hat sau khi hoat hod, ti€p tuc thlr hoat luc nhu trén: 50 g hat da

hoat hoa trong 50 ml vang non c6 nong do axit D,L-malic 4,016g/1, 1én men trong

16 h, sau khi két thiic do pH, chuan do axit tong, du lugng axit D,L-malic . Két

qua duoc ghi trong bang 21.
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Bang 21: Cac chi tiéu phan tich dich vang thir hoat luc hat ¢6 dinh vi

khuan LF01 sau 16 h 1én men truée va sau khi hoat hoa

Noéng do té baosong | pH | Chuando (ml | Du luong
trong 1 g hat NaOH 0,1N) D,L-malic
g/
Trudce hoat hod 10° 2,86 1 3,2223
Sau hoat hoa 10" 3,08 0,6 2,0905

Tir két qua trén thdy rang nong do t€ bao sau khi hoat hoa da tang 1én dang
ké (tlr 10° t&€ bao/1g hat sau 7 1an sir dung 1én 10" t& bao/1g hat sau khi hoat hod),
cac chi s phan tich dich vang thlr hoat luc sau 16 gio 1én men cua hat ¢6 dinh da
c6 su thay déi 16n: pH d6i véi hat truéc hoat hoa 1a 2,86 thi sau hoat hod 1a 3,08;
chuédn do axit téng 1a 1 d6i véi hat chua hoat hoé va 0,6 doi vé6i hat sau hoat hod,
dac biét du luong axit D,L malic da c6 su khdc biét dang ké (3,2223 g/l d6i vé6i
hat chua hoat hod va 2,0905 d6i véi hat c6 dinh sau hoat hod). Nhu vay c6 thé
thady HDML cuia hat da qua mot thoi gian st dung dugc cai thién ddng ké sau khi
dugc hoat hoa. Diéu nay c6 thé giai thich 12 do trong moi trudng dinh dudng day
du cdc t€ bao vi khuan trong hat da sinh trudng phat trién ting vé s6 lugng, ting
HDML va lam rd nhan xét da néu trén, muon duy tri HDML trong hat c6 dinh

theo thoi gian st dung thi phai duy tri dugc su song cua cac t€ bao trong hat.
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4.3.9. Quy trinh lén men malolactic nho té€ bao c6 dinh
Véi céc két qua nghién ciu trén ching t6i da dinh ra mot so d6 1én men

malolactic theo phuong phap c6 dinh t&€ bao nhu sau:

Vi khuan LF01 Qua
' |
Hoat hoa Luya’chon
Nhan'giong Xt [y qua
Li tam téchiinh khoi Lén men rugu

Na-alginat ——»C¢ dinh t€ baoo ———» Lén men malolactic nho
Ca(l, t€ bao co dinh

'

Loc trong

Piéu chinh céc chi tiéu

'

bong chai, dan nhan

Théng pham

Hinh 3 : So dé luu trinh cong nghé 1én men malolactic nho vi khu4n
¢6 dinh trong Ca-alginat

4.4. Lén men malolactic nho té€ bao tu do:

Véi diéu kién hién nay ¢ Viét nam thi cong nghé c6 dinh t&€ bao van chua
thuc su dé dang 4p dung trong san xudt dai tra vi thé chiing toi ti€p tuc nghién ciu
cong nghé lén men malolactic nhd t€ bao tv do dé c¢6 thé dp dung vao thuc

nghiém & quy mo pilot.
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4.4.1. Nghién citu thoi diém thich hop dé bo sung vi khudn:

Tién hanh Ién men va bo sung vi khuén tai cdc thoi diém khac nhau: Nong
do nhan giéng ndm men 12 10%, néng do vi khuén 12 5 g sinh khoi 4m (ham 4m
80%)/ lit mo1i truong.

M1: MAu déi chiing khong bé sung vi khudn

M2: B6 sung déng thdi ndm men va vi khuén

M3: B6 sung vi khudn vao thoi diém nam men phdt trién & pha logarit

(ngay tht 3 clia qua trinh 1én men con)

M4: B6 sung sau khi két thiic 1én men chinh.

Vi khuan dugc nhan giong trong moi trudng thu sinh khoi sau d6 dugc ly
tam dé tdch sinh khoi va bo sung vao cac thoi diém 1én men.Trong qud trinh lén
men theo di bién déi clia cac chi tiéu: dudng, pH, axit tinh theo s6 ml NaOH 0.1
N chuén do 1 ml dich Ién men, axit malic (g/1).

Két qua dugc chi ra trong bang 22 va hinh 4.

3 -
257
3 2- —— M1
o
® 1,5 1 —=-M2
S M3
3 14 M4
0,5
0 1 1 1 1 1 1
0 6 15 24 33 42

Thoi gian (ngay)

Hinh 4. Bién doi axit malic theo thoi gian ctia cac mau bo sung vi

khuan tai cac thoi diém khac nhau
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Bang 22: Theo déi dong hoc qua trinh Ién men c6 bé sung vi khuin Leuconostoc oenos

Thoi Mau
gan MI M2 M3 M4
(ngay)
Duong | pH Axit Axit | Puong | pH Axit Axit | buong | pH Axit Axit | Puong | pH Axit Axit
(%) (ml malic (%) (ml malic (%) (g/h) malic (%) (g malic
NaOH | (g/l) NaOH | (g/l) (€700 €700
0.1N) 0.1N)
0 23.5 3.93 0.53 2.51 23.5 3.93 0.53 2.51 23.5 3.93 0.53 2.51 23.5 3.93 0.53 2,51
1 18.7 3.89 0.55 - 18.3 3.89 0.56 - 18.9 3.88 0.56 - 18.5 3.89 0.55 -
3 11.67 3.84 0.6 - 11.5 3.75 0.63 - 11.85 3.84 0.6 - 11.72 3.83 0.61 -
6 6.09 3.69 0.66 2.52 5.78 3.64 0.72 2.48 6.3 3.70 0.67 2.53 6.34 3.70 0.67 2.52
9 4.17 3.68 0.68 - 4.04 3.61 0.73 - 4.27 3.69 0.68 - 4.21 3.69 0.69 -
12 1.90 3.67 0.7 - 1.58 3.62 0.73 - 1.88 3.69 0.69 - 2.0 3.69 0.7 -
15 - 3.68 0.69 2.49 - 3.60 0.73 2.15 - 3.69 0.70 2.43 - 3.68 0.69 2.50
18 - 3.67 0.68 - - 3.63 0.72 - - 3.70 0.68 - - 3.68 0.69 -
21 - 3.68 0.68 - - 3.67 0.67 - - 3.69 0.68 - - 3.71 0.67 -
24 - 3.68 0.67 2.45 - 3.73 0.63 1.44 - 3.68 0.69 2.40 - 3.72 0.65 1,92
27 - 3.67 0.66 - - 3.75 0.61 - - 3.70 0.69 - - 3.75 0.63 -
30 - 3.69 0.66 - - 3.80 0.59 - - 3.70 0.67 - - 3.80 0.60 -
33 - 3.68 0.67 2.43 - 3.86 0.57 0.41 - 3.70 0.67 2.38 - 3.86 0.57 0,75
36 - 3.68 0.66 - - 3.90 0.56 - - 3.70 0.66 - - 3.89 0.55 -
39 - 3.69 0.65 - - 3.93 0.54 - - 3.71 0.66 - - 3.92 0.54 -
42 - 3.67 0.66 2.42 - 3.93 0.54 0.15 - 3.71 0.66 2.29 - 3.93 0.53 0.20
45 - 3.68 0.66 - - 3.93 0.54 - - 3.72 0.65 - - 3.95 0.52 -




Két qua bang 22 va hinh 4 cho thay rang:

- Qua trinh 1én men khi c6 va khong b6 sung vi khuin khong c6 gi khdc biét diang
ké, diéu nay chi ra rang vi khuin da khong gay ra su doi khang d6i v6i nAm men.
Khi 1én men b6 sung vi khuan dong thdi v6i nAm men axit tao thanh trong qua
trinh 1én men c6 cao hon mot chdt so vdi khi 1én men khong bo sung vi khuén,
diéu nay cho thdy vi khuén Leuconostoc trong moi trudng giau dudng c6 sir dung
co chat duong dé 1én men tao axit lactic, tuy nhién khong nhiéu nhung ciing gay
nguy co lam tang do chua cta vang. Qua trinh phan giai axit malic dién ra rat tot,
toc do phan giai nhanh nhat so vé6i cac thoi diém bé sung khac. Sau 42 ngay tir
khi bat ddu qu4 trinh 1én men vang thi axit malic gin nhu da bi phan huy hét.

- Khi b6 sung vi khuén tai thoi di€ém ndm men dat pha logarit thi kha nang phan
gidi axit malic trong qua trinh 1én men malolactic sau d6 1a khong dang ké, nhu
viy qué trinh Ién men malolactic khi b sung vi khudn & thoi diém nay 13 khong
c6 hiéu qua. Diéu nay c6 thé duogc 1y giai 1a do thoi diém nay nim men dang phat
trién manh nén c6 thé di canh tranh ngudn dinh véi vi khuan, tc ché su phét trién
ctia vi khuén nén dén t6i qud trinh 1én men malolactic dién ra qua cham chap .

- B6 sung vi khuén vao thoi diém két thic qua trinh 1én men tuy ¢6 nhuoc diém 1a
ldc nay nong do con kha cao nhung bu lai qua trinh 1én men c6n khong bi anh
hudng gi, chung vi khuin da dugc tuyén chon c6 kha niang chiu c6n nén toc do
phan huy axit malic cling kh4 cao, c6 kém hon mot chiit so véi khi b6 sung vi
khudn tir ddu nhung bu lai khong gay nén nguy co rii ro nao.

- V6i su can nhic loi hai, dé giam bét rii ro va van dam béo thoi gian phan huy
axit malic nhanh ching t6i lua chon thoi diém bé sung vi khuén thich hop nhat
cho qua trinh 1én men malolactic 1a khi két thic qua trinh 1én men rugu. Hon thé
nita thoi diém bé sung nay rat dé dang thao tdc, dé khong ché céc diéu kién moi
truong thich hop cho méi loai dac biét khi ¢6 sir dung SO, dé bao quéan dich qua
thi thoi diém b sung nay gitp cho kha nang tic ché cia SO, d6i vdi vi khudn
cling giam b6t do sau khi két thiic 1én men ruou nong do SO, trong moi da giam
hon déng ké so vé6i ban dau. C6 thé khiac phuc ndng do con cao gay uc ché vi

khuén bang cach tang lugng sinh khoi b sung ban dau.
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4.4.2. Nghién ciu lua chon néng d¢ vi khuan thich hop cho lén men
malolactic

Sau khi da lva chon dugc thoi diém bo sung vi khudn sau khi két thic qua
trinh 1én men rugu, dé khiac phuc nhugc di€ém 1a ndong do con cao c6 thé s& diét
mot s6 luong t€ bao vi khuén, ching toi ti€n hanh nghién ctiu x4c dinh néng do vi
khuén thich hop dua vao moi trudng 1én men dé khoi dong qua trinh Ién men
malolactic d€ qua trinh dién ra t6t nhat.

Stt dung cac néng do vi khuan dua vao moi trudong 1a 5, 10, 15 g sinh khoi
am / lit vang non. Cac mau dugc ky hiéu 1a M1, M2, M3, M4 tuong tng v6i mau
doi ching va cac noéng do vi khuan bo sung nhu trén.

Theo ddi dong hoc qua trinh 1én men malolactic qua cac chi tiéu do axit
(ml NaOH 0.1N), pH, axit malic (g/l).

K&t qua chi ra trong bang 23 va hinh 5.

Két qua nay cho thdy ring khi ting nong do vi khudn thi toc do qua trinh
lén men malolactic ting 1én dang ké thé hién qua ham lugng axit malic gidm
manh hon. Tuy nhién c¢6 thé nhan thdy khi ting nong do axit malic 1én 15 g sinh
khoi 4m/ 1 vang non thi tuy t6¢c do giam malic c6 tang 1én so v6i mau bo sung vi
khudn néng do 10gsinh kho6i am /lit nhung khong nhiéu, ciing sau 27 ngay lén
men malolactic thi nong do axit malic cua hai mau con lai gan nhu nhau, trong
khi d6 trong san xudt viéc tang gap rudi luong sinh khdoi vi khuin bo sung sé kha
ton kém, do d6 tinh vé loi ich kinh t€ ching t6i chon ndng do vi khuin bd sung

cho lén men malolactic 12 10 g sinh khoi am/lit vang non.
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Bang 23: Qua trinh 1én men malolactic v6i cac nong dé vi khuan bé sung khac nhau

Thoi Cac chi tiéu
gian M1 M2 M3 M4
(ngay) pH Axit (ml Axit pH Axit (ml Axit pH Axit (ml Axit pH Axit (ml Axit
NaOH malic NaOH malic NaOH malic NaOH malic
0,1N) (g/h 0,1N) (g 0,1N) (g 0,1N) (g
1 3.67 0.69 2.54 3.67 0.69 2.54 3.67 0.69 2.54 3.67 0.69 2.54
3 3.67 0.69 - 3.68 0.69 - 3.69 0.68 _ 3.70 0.68 -
6 3.69 0.68 - 3.70 0.68 - 3.70 0.67 _ 3.73 0.65 -
9 3.68 0.66 2.52 3.71 0.66 2,04 3.76 0.64 1.75 3.79 0.62 1.66
12 3.67 0.67 - 3.75 0.64 - 3.79 0.61 _ 3.85 0.58 -
15 3.69 0.66 - 3.82 0.59 - 3.84 0.58 _ 3.89 0.56 -
18 3.68 0.65 2.49 3.86 0.56 0,82 3.89 0.55 0.52 3.92 0.54 0.41
21 3.68 0.66 - 3.90 0.54 - 3.94 0.52 _ 3.93 0.53 -
24 3.67 0.66 - 3.93 0.53 - 3.95 0.51 _ 3.94 0.52 -
27 3.69 0.65 2.48 3.95 0.52 0.28 3.96 0.52 0.15 3.95 0.51 0.12
30 3.70 0.65 - 3.96 0.52 - 3.96 0.52 _ 3.95 0.50 -

Ngay 1: Ngay bdt ddu qud trinh lén men malolactic




) ——M1
,3 —a— M2
[+

g M3
é M4

0 I 1 1

0 9 18 27
Thoi gian (ngay)

Hinh 5. Bién doi nong do axit malic ctia cac mau véi cac nong do vi

khudn bo sung khac nhau

4.4.3. Nghién citu dnh huong ctia nong doé SO, trong qud trinh xu ly dich qud

ban dau dén qud trinh lén men malolactic

Ching ta biét rang kha ning chong chiu véi SO, cuia vi khuin va ndm men
rat khac nhau, vi khuan thudng nhay cam hon véi SO, . Vi thé néu st dung SO,
trong bao quan dich qua thi liéu ndong do bao quan nhu thé nao 1a thich hop dé
khong gy trd ngai cho qué trinh 1én men malolactic. D€ tra 16i cho cau hoi nay
ching toi ti€n hanh 1én men vang véi dich qua c6 nong do SO, tong so trude khi
lén men 1a 60, 80, 100 mg/l. Sau khi két thic 1én men chinh thi b6 sung vi khuén
v6i néng do 10g sinh khoi am/lit.

Theo ddi qua trinh 1én men malolactic véi cac chi tiéu pH, do axit, axit
malic.

K&t qua dugc trinh bay trong bang 24 va hinh 6.
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Thoi gian (ngay)

Hinh 6. Anh huéng cia néng do SO, trong dich qua ban dau dén bién

déi axit malic trong 1én men malolactic
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Bang 24: Anh huéng ciia nong do SO, trong dich qua ban dau téi qua trinh 1én men malolactic

Thoi Cac chi tiéu
gian M1 M2 M3 M4
(ngay) pH Axit (ml Axit pH Axit (ml Axit pH Axit (ml Axit pH Axit (ml Axit
NaOH malic NaOH malic NaOH malic NaOH malic
0,1N) (g/) 0,1N) (g/) 0,1N) (g/l) 0,1N) (g/)
1 3.65 0.70 2.51 3.65 0.71 2.54 3.64 0.72 2.50 3.64 0.72 2.51
3 3.67 0.68 - 3.66 0.70 - 3.64 0.71 - 3.65 0.72 -
6 3.70 0.67 - 3.70 0.68 - 3.65 0.70 - 3.67 0.71 -
9 3.74 0.64 1,89 3.73 0.65 1.92 3.67 0.68 2.0 3.68 0.70 2.18
12 3.83 0.59 - 3.77 0.62 - 3.69 0.66 - 3.70 0.68 -
15 3.87 0.56 - 3.80 0.60 - 3.72 0.65 - 3.71 0.67 -
18 391 0.54 0,73 3.84 0.58 0.81 3.76 0.63 1.17 3.74 0.65 1.58
21 3.92 0.53 - 3.88 0.56 - 3.81 0.59 - 3.75 0.64 -
24 3.94 0.52 - 3.92 0.54 - 3.84 0.58 - 3.79 0.61 -
27 3.95 0.52 0.22 3.93 0.54 0.29 3.86 0.57 0.69 3.82 0.59 0.93
30 3.96 0.52 - 3.93 0.53 - 3.88 0.56 - 3.84 0.58 -
33 3.96 0.51 - 3.94 0.52 - 3.89 0.54 - 3.86 0.56 -
36 3.96 0.51 0,12 3.94 0.51 0.18 3.92 0.53 0.31 3.87 0.56 0.54
39 - - - - - - 3.92 0.53 - 3.90 0.55 -
42 - - - - - - 3.94 0.52 - 391 0.55 -
45 - - - - - - 3.94 0.52 020 | 392 0.54 041

Ngay 1: Ngay bdt ddu qud trinh lén men malolactic




Két qua cho thdy khi tang nong do SO, trong dich 1én men ban dau thi qua
trinh 1én men malolactic sau d6 bi anh hudng ding ké thé hién qua toc do phan
giai axit malic bi giam di ro rét, thoi gian 1én men malolactic bi kéo dai thém.
Tuy nhién & nong do SO, ban dau 100 mg/1 tuy qua trinh bi kéo dai nhung van c6
kha nang két thiic dugc qua trinh 1én men malolactic, nhu vay nong do nay chi ¢6
thé tc ché chit chua tiéu diét duoc chung vi khuén nay. Do d6 dé hiéu qua cha
qua trinh 1én men malolactic duoc tot va tiét kiém thoi gian nén khong ché nong
do SO, ban dau dudi 100 mg/I.

Qua céc két qua nghién ciu trén c6 thé thdy rang cac diéu kién cong nghé
thich hgp cho qua trinh 1én men malolactic 1a:

Nhiét do 1én men : 25 °C

Thoi diém bo sung vi khuan: Két thic 1én men ruou

Noéng do SO, tong s6 trong dich qua ban ddu: <100 mg/I1

Néng do vi khuan: 5 +10 g sinh khoi am/ lit (D0 4m 80%) tuong duong
v6i néng do giong 10ng tir 10-20% thé tich 1én men (néng do t€ bao trong giong
1a 10°TB/ml).
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Chiing t6i dua ra so d6 cong nghé cho qua trinh 1én men malolactic nhu

sau:
Qua
Vi khuin Lua chon
Hoat hoa Ep ldy dich va bd sung dudng
Nhan giong Lén men rugu
l 10-20% the 1t L
( nong do 10° TB/ml ) Lén men malolactic
Li tam tach sinh khoi — > 25°C; thoi gian khodng 30
ngay
(5-10 g sinh khoi dm/lit) ¢
Tang tri
Loc trong

Pong chai, ddn nhan

Thanh phim

Hinh 7 : So d6 luu trinh cong nghé 1én men malolactic nho té€ bao tu do
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4.5. Lén men malolactic dé nang cao chat luong vang quy mo pilot.

Ching toi ap dung quy trinh 1én men malolactic dé thuc nghiém trén thiét
bi 3000 lit, tai xuwdng thuc nghiém Vién Cong nghiép thuc pham.

Nam men dugc nhan giong va tién hanh 1én men & nhiét do 25°C

Vi khuédn dugc nhan giong qua céc cap va bé sung vao dich vang non véi
néng do giong twong duong 5 g sinh khéi 4m/ lit vang non. Sau khi két thiic 1én
men chinh, qua trinh 1én men malolactic dugc ti€n hanh & diéu kién 25°C, trong
qua trinh 1én men theo doi cac chi tiéu pH, do axit (ml NaOH 0.1N) va sau khi
két thic qua trinh 1én men malolactic ha nhiét do6 xuéng 10°C, tang trit thém
khoang 1 thdng, sau d6 loc trong, d4nh gia chat lugng san pham thuc nghiém.

Bang 25. Pong hoc qua trinh 1én men ruou va lén men malolactic tai

thiét bi 3000 lit
Thoi gian | °Bx Duong OD (pha | pH Axit (ml | Axit malic | Con
(ngdy) toéng (%) | loang 10 lan) NaOH 0.1 N) | (g/l) (%V)
0 22 18.77 0.111 3.57 052 2.35
1 20.5 15.93 0.207 354 1053 -
2 19.0 13.23 0.237 354 1054 -
3 17..2 10.53 0.241 3.53 | 0.55 -
Tiép duong
4 16.5 10.38 0.255 349 ]0.58 -
5 14.2 9.31 0.272 347 |0.61 -
6 13.2 7.852 0.296 345 |0.63 -
7 12.0 6.746 0.287 345 ]0.63 -
8 11.0 5.76 0.281 345 ]0.63 -
9 10.5 442 0.269 346 | 0.61 -
10 10.2 3.66 0.252 346 |0.62 -
11 10.0 3.51 0.230 345 | 0.61 -
12 9.8 3.288 0.221 346 | 0.61 - 14.2
Tiép vi khuan
13 9.0 2222 0.246 348 |0.60 2.37
14 9.0 1.73 0.179 349 10.60 2.31
15 8.2 1.32 0.186 3.51 |0.59 2.26
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18 8.0 1.15 0.178 3.58 | 0.57 1.94
21 - - 0.167 3.60 | 0.54 1.59
24 - - 0.162 3.63 |0.52 1.27
27 - - 0.162 3.64 | 0.51 0.93
30 - - 0.160 3.67 |0.50 0.74
33 - - 0.155 3.69 |0.49 0.56
36 - - 0.149 371 |0.48 0.48
39 - - 0.093 3.73 | 0.48 0.35
42 - - 0.090 3.74 | 047 0.26
45 - - 0.085 3.74 | 047 0.20
48 - - 0.08 3.74 | 047 0.20 14.0

Ha nhiét d6 xuoéng 10°C

Bang26. Thanh phan héa 1y va danh gia cam quan vang sau lén men

malolactic

Chi tiéu Vang truéc khi lén men Vang sau khi 1én men
malolactic malolactic
pH 3.46 3.74
Axit (ml NaOH 0.1 N) 0.61 0.47
Axit malic (g/l) 2.37 0.2
Do con (%V) 14.2 14.0
Puong sét (%) 33 vét
Cam quan Vi chua gt Vi chua diu, hai hoa

Dong hoc qué trinh thuc nghiém tai thiét bi 3000 lit dién ra binh thuong,

chi sau 12 ngay qua trinh 1én men chinh két thic, dat nong do con kha cao (14,2

%V). Qua trinh lén men malolactic dugc ti€p nodi va sau khoang 33 ngay lén men

malolactic thi hau nhu toan bo axit malic di bi chuyén héa thanh axit lactic, pH

dich vang tang 1én dang ké va axit chudn do gidm xuong cam quan danh gid thay

vang ¢6 huong vi hai hoa hon, vi chua diu va huong thom tot. Nhu vay c¢6 thé thdy
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rang qua trinh 1én men malolactic di c¢6 anh hudng rat tot tGi chat luong clia vang,

chi sau khoang 45 ngay 1én men malolactic da gitp cho huong vi vang non trd

nén hai hoa can doi hon.

Chiing t6i da giri mau (mau rugu vang cé 1én men malolactic va mau d6i

ching khong qua lén men malolactic) di phan tich thanh phan mot s6 san pham

phu nhu este, aldehyt, rugu bac cao... bang phuong phap thit theo TCVN 1273 —

86 AOAC.97 tai Vién Dinh Dudng. Két qua chi ra trong bang sau.

Bang 27. Ham luong cac san pham phu cuiia ruou vang lén men

malolactic va mau déi chiing

STT Cac chi tiéu Mau khong MLF Mau ¢6 MLF
1 Acetaldehyt (mg/l 100°) 95 110
2 | Etylacetat (mg/l 100°) 115 65
3 |Propanol  (mg/l 100%) 52 41
4 Iso- Butanol (mg/l 100°) 210 74
5 |Iso- Amylic (mg/l 100°) 520 930
6 N- Butanol (mg/l 100%) 315 298
7 | Formaldehyt (mg/1 100°) 56 -
8 | Propanal  (mg/l 100°) 80 -
9 Axeton (mg/1 100%) 92 -
10 | Methylacetat (mg/l 100°) 56 -
11 | Iso-Propanol (mg/l 100°) 35 -

Can ctr két qua trén cho thay khi c¢6 1én men malolactic, cac rugu bac cao

khong c6 lgi nhu iso-butanol, iso-propanol, propanal gidm han hodc bién mat

hoan toan. Thém nita, cic aldehyt va xeton khong mong doi nhu formaldehyt,

axeton ciing khong con. Ty 1é cac chit thom tao nén hinh thom cta vang cling

can doi, hai hoa hon.
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4.6. Nghién ciru sit dung mot so chat tro ling lam trong ruou vang

Dé rit ngin giai doan 1am trong rugu vang va gép phan 1am 6n dinh do
trong clia rugu vang trong qua trinh luu thong ching téi da nghién ctu s dung
mot s6 chat 1am trong c6 ban chat hoa hoc khdc nhau nhu dat trg 1ang bentonit,
polyme tdng hop Polyclar 10, gelatin bd sung vao giai doan 1am trong rugu vang

dé lua chon dugc chat 1am trong phit hop.

4.6.1.Nghién citu sit dung chat tro liang Polyclar 10 dé lam trong vang:

Polyclar 10 dugc xt 1i r6i dugc dua va rugu vang sau khi 1én men
malolactic v6i cac ham lugng khac nhau tr 0 - 1000mg/l, cic mau rugu dugc
tang trit & nhiét do 10°C. Tién hanh do OD cua dich rugu vang hang ngay & budc
song 620nm. Két qua chi ra & bang 28 va 29.

Bang 28: Anh huéng ciia ham luong Polyclar 10

toi hiéu qua lang trong ruou vang

Ham luong Polyclar 10 (mg/1)

Ngay 0 100 200 300 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900 | 1000
0 0,873 | 0913 | 0,972 | 0,984 | 0,993 | 1,024 | 1,135 | 1,160 | 1,191 | 1,207 | 1,302
1 0,770 | 0,727 | 0.725 | 0,707 | 0,692 | 0,680 | 0,656 | 0,640 | 0,636 | 0,610 | 0,599
2 0,711 0,664 | 0,658 | 0,610 | 0,609 | 0,607 | 0,584 | 0,573 | 0,559 | 0,544 | 0,527
3 0,670 | 0,625 | 0,607 | 0,573 | 0,571 | 0,555 | 0,544 | 0,526 | 0,514 | 0,495 | 0,477
4 0,665 | 0,618 | 0,593 | 0,568 | 0,562 | 0,544 | 0,526 | 0,514 | 0,495 | 0,477 | 0,465
5 0,661 | 0,600 | 0,571 | 0,547 | 0,537 | 0,517 | 0,498 | 0,479 | 0,458 | 0,444 | 0,433
6 0,649 | 0,589 | 0,562 | 0,544 | 0,519 | 0,500 | 0,485 | 0,468 | 0,455 | 0,434 | 0,423
7 0,645 | 0,586 | 0,558 | 0,537 | 0,495 | 0,480 | 0,465 | 0,450 | 0,442 | 0,431 | 0,421
8 | 0,641 | 0583 | 0,554 | 0,531 0490 | 0,472 | 0452 | 0,442 | 0,439 | 0,429 | 0,419
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Bang 29: Anh huéng ciia ham luong Polyclar 10

téi chat luong cam quan cua ruou vang

Nong do polyclar Cac chi tiéu cam quan
(mg/l) Mau sac Huong vi
0 do dam chua diu, vi hoi dang
100 do nhat vi chua hon, it ddng hon
200 do nhat vi chua hon, it ddng hon
300 do nhat vi chua hon, it ddng hon
400 héng vi chua hon, it dang hon
500 héng vi chua hon, it diang hon
600 héng vi chua hon, it diang hon
700 héng vi chua hon, it diang hon
800 héng vi chua hon, it dang hon
900 héng vi chua hon, it dang hon
1000 hong vi chua hon, it dang hon

Két qua trén cho thay khi tang nong do chat lam trong polyclar 10 thi do
trong cua vang ting dan thé hién & chi s6 OD giam dan. Néng do Polyclar 10
cang cao thi c6 gid tri OD cang thap. Tuy nhién Polyclar 10 anh huong 16n dén
chat lugng cdm quan ctia vang. V€ mau sic cdc miu c6 bé sung Polyclar 10 tuy
c6 mau sic tuoi sdng hon, nhung mat mau do ban ddu clia rugu va mau nhat dan
theo chiéu ting cta luong Polyclar 10 bé sung. D6 1a do ban chat ciia polyme nay
héap phu manh céc hgp chét polyphenol va cac chit tién than tao su nau hod trong
vang d6. Hon nita tuy cdc méau bo sung polyclar 10 1am giam vi ding clia vang
nhung lai 1am cho vang c6 vi chua gat. Ching t6i nhan thay Polyclar 10 c6 anh
huong rat 16n dén chit lugng cam quan cua vang do, do vay ma ching to6i khong

lya chon st dung 1am trong cho rugu vang do.
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4.6.2.Nghién citu sw dung chdt tro ldng gelatin dé lam trong vang:

Gelatin duoc xtr Ii ro6i duoc dua va rugu vang sau khi 1én men phu véi cac
ham lugng khac nhau tr 0 - 500mg/l, cdc mau rugu dugc tang trit & nhiét do
10°C. Tién hanh do OD cua dich ruou vang hang ngay & budc séng 620nm. Két
qua chi ra & bang 30.

Bang 30: Anh huéng ciia ham luong gelatin

toi hiéu qua lang trong ruou vang

Ngay Ham luong gelatin (mg/1)
0 50 | 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500
0 0,873 | 1,345 | 1,398 | 1,403 | 1,415 | 1,423 | 1,501 | 1,514 | 1,589 | 1,641 | 1,675
1 0,770 | 1,298 | 1,291 | 1,285 | 1,274 | 0,841 | 0,766 | 0,616 | 0,540 | 0,532 | 0,530
2 0,711 | 1,156 | 1,149 | 1,100 | 0,870 | 0,569 | 0,535 | 0,458 | 0,411 | 0,389 | 0,389
3 0,670 | 0,985 | 0,912 | 0,899 | 0,743 | 0,504 | 0,472 | 0,420 | 0,372 | 0,357 | 0,356
4 0,665 | 0,945 | 0,876 | 0,811 | 0,680 | 0,494 | 0,470 | 0,396 | 0,357 | 0,347 | 0,357
5 0,661 | 0,851 | 0,822 | 0,798 | 0,590 | 0,436 | 0,413 | 0,362 | 0,336 | 0,335 | 0,332
6 0,649 | 0,763 | 0,758 | 0,714 | 0,571 | 0,429 | 0,406 | 0,357 | 0,329 | 0,328 | 0,322
7 0,645 | 0,642 | 0,626 | 0,611 | 0,500 | 0,410 | 0,389 | 0,349 | 0,329 | 0,325 | 0,322
8 0,641 | 0,635 | 0,621 | 0,598 | 0,471 | 0,389 | 0,376 | 0,345 | 0,329 | 0,323 | 0,321

K&t qua cho thay véi viéc dua gelatin vao rugu vang cling tuong tu nhu véi
Polyclar 10. Cliing vé6i su tang nong do gelatin b6 sung, do trong clia vang ting
dan thé hién & chi s6 OD gidm manh so v6i mau déi ching. Tuy nhién chat luong
cam quan lai bi anh hudéng rat o rét. Do gelatin hap phu cac hop chit phenol
khién dich vang trd nén tuoi sang hon, nhung ciing nhu cdc chat trg lang ¢ ban

chit protein khac s€ loai bo cac hop chat phenol phan tir lugng cao, cac sic to tia
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va anthoxyanyl da bi polyme hoa ra khoi vang do d6 mau do tia ctia vang bi nhat
di mot cach 16 rét khi b sung gelatin ké ca v6i ham lugng bé sung nho nhat 1a
50mg/l. Mat khdc cdc miu bo sung gelatin bi mat huong thom dic trung cla
nguyén liéu quéa so v6i mau doi chiing, ¢6 vi chua git va 1am giam manh vi chat
clia vang, vi tr& nén dang hon hian miu d6i chitng. Do vay ching toi khong lua

chon str dung gelatin cho qua trinh lang trong vang do.

Bang 31: Anh huéng ciia ham luong gelatin

t6i chat luong cam quan cua ruou vang

Nong do gelatin Cac chi tiéu cam quan
(mg/l) Mau sac Huong vi

0 do dam chua diu, vi hoi diang

50 do nhat vi chua hon, dang hon
100 héng vi chua hon, it chat, dang hon
150 héng vi chua hon, it chdt, dang hon
200 héng vi chua hon, it chdt, dang hon
250 héng vi chua hon, it chdt, dang hon
300 héng vi chua hon, it chat, dang hon
350 héng vi chua hon, it chat, dang hon
400 héng vi chua hon, it chat, dang hon
450 héng vi chua hon, it chat, dang hon
500 héng vi chua hon, it chdt, dang hon

4.6.3. Nghién citu sit dung chdt tro ldng bentonit dé lam trong vang:

Bentonit dugc xur 1i roi dua va rugu vang sau khi 1én men phu véi cic ham
luong khdc nhau tr O - 4 g/, cic miu rugu dugc tang trit & nhiét do 10°C. Tién
hanh do OD cua dich ruou vang hang ngay & budc séng 620nm. Két qua chi ra &
bang 32.
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Bang 32: Anh huéng ciia ham lugng bentonit

t6i hiéu qua lang trong ruou vang

Ngay Ham luong betonit (g/1)
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

0 0,873 1,357 1,820 1,866 * * * * *

1 0,770 0,710 0,697 0,542 0,518 0,518 0,497 0,490 0,489
2 0,711 0,677 0,652 0,538 0,515 0,515 0,497 0,490 0,411
3 0,670 0,623 0,620 0,520 0,500 0,449 0,487 0,487 0,487
4 0,665 0,618 0,611 0,520 0,500 0,499 0,485 0,481 0,481
5 0,661 0,603 0,595 0,516 0,496 0,495 0,480 0,473 0,473
6 0,649 0,591 0,581 0,507 0,486 0,484 0,471 0,467 0,466
7 0,645 0,589 0,580 0,507 0,483 0,480 0,470 0,467 0,466
8 0,641 0,584 0,579 0,507 0,482 0,478 0,470 0,467 0,466

*Gid tri OD>2

Khi ting ham lugng bentonit bé xung thi vang trong dan, thé hién &
chi s6 OD giam dan. Song khi tang ham luong bentonit 1én qua 2g/1 thi chi
s6 OD giam khong dang ké. Thoi gian xir 1i bentonit 1én qud 6 ngay thi chi
s6 OD giam khong dang ké, diéu d6 chiing to véi thoi gian tdc dong 6 ngay
la di dé bentonit hdp phu hét cdc co chat cua ching va ling xu6ng day
thung. Viéc st dung bentonit dé lam tdc nhan 1dm trong cho ruou vang
khong gay anh hudng x4u dang ké dén chat luong cam quan cua vang.
Ngoai kha nang loai bo protein, bentonit con loai bo cac hop chét tich dién
duong nhu anthocyanyl va loai bd mot cach gian ti€p cac hgp chat phenol
khac. Tat ca cdc miu c6 bd sung bentonit déu cho mau sic tuoi tdn hon
mau doi ching do giam dugc su oxy hod trong vang. Do loai bo
anthocyanyl nén séc tia trong cdc mau bo sung bentonnit bi giam doi chuit,
v6i ham luong bentonit bé xung tir 0,5-2 g/l thi su nhat mau khong ddng ké,
cdc mau c6 mau tuong tu miu doi chitng. Khi bé xung bentonit véi ham
luong 2,5-4 g/l thi mau cta vang nhat di doi chit. Sir dung bentonit con cé
uu di€ém hon 12 cai thién vé huong vi cua vang, tao cho vang c6 huong tuoi

hon va vi dang giam di doi chit khién vi cta vang trd nén hai hoa hon.
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Bang 33: Anh hudng cia ham luong Bentonit

t6i chat luong cam quan cua ruou vang

Ham luong Cac chi tiéu cam quan
Bentonit (g/1) Mau sac Huong vi
0 do dam vi hoi dang
0,5 do vi it dang hon
1 do vi it ding hon
1,5 do, mau sang it dang hon, vi hai hoa
2 do, mau sang it dang hon, vi hai hoa
2,5 do nhat, mau sang it dang hon, vi hai hoa
3 do nhat , mau sédng it dang hon, vi hai hoa
3,5 do nhat, mau sdng it dang hon, vi hai hoa
4 do nhat, mau sang it dang hon, vi hai hoa

Tir tat ca cac nhan xét trén, ching t6i quyét dinh st dung bentonit v6i ham
luong 2 g/l dé lang trong vang do, thoi gian xir Ii 1 6 ngay.

Ruou vang dugc xur Iy bing bentonit cho do trong rit 6n dinh, dén thoi
diém hién nay sau khi dugc déng chai hon 1 nim rugu vang van trong su6t, mau

do tuoi tan dic trung ctia nguyén liéu.
4.7. Nghién ctitu anh huong cua nhiét do téi hiéu qua va toc do lang trong

O thi nghiém ndy ching toi tién hanh nghién ctu anh hudng cta nhiét do
tGi qua trinh lang trong ruou vang. St dung hai méiu nghién citu nhu sau: miu doi
ching (rugu vang lang trong tu nhién, ky hiéu PC) va mau rugu vang ¢6 str dung
chat lam trong Bentonit (ky hiéu 1a B) v6i ham lugng b6 sung 1a 2g/1. K&t qua OD

& budc séng 620 nm dugc thé hién & bang 34.
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Bang 34: Nghién citu anh hudng cua nhiét do

dén toc do va hiéu qua lang trong

Ngay 5'C 10°C 15°C 20°C 25°C
bC B bC B bC B bC B bC B
0 0,873 | 1,866 | 0,873 | 1,866 | 0,873 | 1,866 | 0,873 | 1,866 | 0,873 | 1,866
1 0,768 | 0,516 | 0,770 | 0,518 | 0,777 | 0,521 | 0,782 | 0,525 | 0,792 | 0,528
2 0,710 | 0,515 | 0,711 | 0,515 | 0,721 | 0,518 | 0,725 | 0,521 | 0,734 | 0,526
3 0,661 | 0499 | 0,670 | 0,500 | 0,674 | 0,505 | 0,678 | 0,509 | 0,684 | 0,518
4 0,652 | 0,497 | 0,665 | 0,500 | 0,669 | 0,501 | 0,673 | 0,504 | 0,678 | 0,516
5 0,645 | 0,494 | 0,661 | 0,496 | 0,665 | 0,498 | 0,668 | 0,499 | 0,671 | 0,511
6 0,639 | 0,482 | 0,649 | 0,486 | 0,653 | 0,491 | 0,657 | 0,494 | 0,663 | 0,498
7 0,637 | 0,480 | 0,645 | 0,483 | 0,651 | 0,489 | 0,655 | 0,493 | 0,659 | 0,495
8 0,636 | 0478 | 0,641 | 0,480 | 0,648 | 0,488 | 0,654 | 0,491 | 0,657 | 0,497

Qua su bién doi chi s6 OD ta thay nhiét do ¢6 anh t6i toc do va hiéu qua
ling trong song khong nhiéu, & nhiét do cang thap thi téc do lang trong ¢6 dién ra
nhanh hon nhung khong déng ké. Qua cam quan huong va vi ctia vang lang trong
0 cdc nhiét do khac nhau, ching toi nhan thdy nhiét do lang trong c¢6 anh hudng
rat 16n t6i chat lugng cdm quan cla vang. Vang duoc tang trit & 5°C va 10°C c6
huong tuoi, vi ém diu va hai hoa. Tang trit & 15°C khi uéng cho cam gidc hoi séc,
dac biét khi vang dugc tang trit & 20°C va 25°C khi udng cho cam gidc rat s6c va

huong rat nong. Do d6 nhiét do tang trit vang khong nén vuot qua 10°C.
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PHAN V: KET LUAN

. Da tuyén chon dugc 1 chung vi khuan Leuconostoc oenos c¢6 hoat do
malolactic cao va xdc dinh dugc céc diéu kién nuodi cdy va moi truong
thich hop nhat véi ching vi khuan ndy: fructoza 5g/l, glucoza 5g/1, pepton
5g/l, cao nam men 5g/1, cao thit 5g/1, axit D,L-malic 10g/l, pH 5, nhiét do
nuoi cay 25°C.

. C6 dinh vi khuén trong gel Ca-alginat va x4c dinh dugc cdc yéu td anh
huong dén hoat d0 malolactic cua cac hat c6 dinh. Ti€n hanh 1én men
malolactic nho cac t€ bao c6 dinh tai quy mo6 phong thi nghiém, sau
khoang 20 ngay thi lugng axit malic trong rugu vang dugc chuyén hod hét.
. Xay dung quy trinh cong nghé 1én men malolactic nho t€ bao vi khuén tu
do: nhiét do 1én men : 25 °C, thoi diém bd sung vi khuén: két thic 1én men
ruou, nong do SO, téng so trong dich quéa ban diu: <100 mg/l, ndng do vi
khudn: 5+10 g sinh khoi 4m/ lit (Do 4m 80%) twong duong véi nong do
giong 1ong tir 10-20% thé tich 1én men (néng do t€ bao trong giong 1a
10°TB/ml).

. Thuc nghiém san xuat rugu vang trai qua qua trinh 1én men malolactic trén
thiét bi 3000 lit. Chat luong ruou vang duoc cai thién dang ké: vi chua diu,
hai hoa, dugc nhiéu nguoi ua thich.

. Nghién cttu st dung cac chat lam trong rugu vang: PPVP, gelatin, bentonit
va lua chon dugc bentonit 1a thich hop nhat véi ndong do xir 1y 1a 2g/1, thoi
gian phan tng la 6 ngay. Nhiét do tang trt thich hop nhat 1a 5-10°C.

. Dia chuyén giao cong nghé san xudt rugu vang cho 2 co sd san xudt 1a:
Cong ty c6 phan Duong Bién Hoa va Cong ty Bia va nudc giai khat Quang
Ninh.
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