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TÓM TẮT 

Mục tiêu của nghiên cứu này là xác định điều kiện cố định tế bào vi khuẩn Virgibacillus campisalis TT8.5 trên 

chất mang để phân giải làm giảm hàm lượng histamine trong nước mắm truyền thống. Với ba kỹ thuật cố định tế 

bào là hấp phụ, bao bọc và liên kết chéo sử dụng 9 loại chất mang phù hợp với mỗi kỹ thuật, các yếu tố ảnh 

hưởng đến quá trình cố định vi khuẩn vào chất mang: tỉ lệ tế bào/chất mang (w/w), thời gian cố định (giờ), nhiệt 

độ cố định (C), nồng độ muối trong dung dịch đệm (%) và tốc độ khuấy (vòng/phút) được khảo sát. Hiệu suất cố 

định tế bào (%) và khả năng phân giải histamine sau 2 giờ phản ứng (%) của chủng vi khuẩn Virgibacillus 

campisalis TT8.5 được đánh giá. Kết quả chỉ ra rằng, kỹ thuật hấp phụ với chất mang bột xương lợn cho hiệu suất 

cố định và khả năng phân giải histamine là cao nhất, tương ứng là 54,18% và 41,30%. Các điều kiện để cố định tế 

bào vi khuẩn Virgibacillus campisalis TT8.5 trên bột xương lợn được xác định là: tỉ lệ tế bào/chất mang 1/15 

(w/w), tốc độ khuấy 100 vòng/phút, nồng độ muối 15%, thời gian cố định 1 giờ ở 4C. Bioreactor dạng nén chứa tế 

bào vi khuẩn cố định V. campisalis TT8.5 có tiềm năng ứng dụng trong quá trình phân giải histamine của nước 

mắm truyền thống với hiệu suất phân giải histamine đạt 37,17%.  

Từ khóa: Virgibacillus campisalis TT8.5, cố định tế bào, hiệu suất cố định tế bào, khả năng phân giải histamine, 

chất mang, bột xương lợn. 

Factors affecting cell Immobilization of Virgibacillus campisalis TT8.5 and applicability of 
immobilized cells for histamine degradation in traditional fish sauce 

ABSTRACT 

The objective of this study was to immobilize Virgibacillus campisalis TT8.5 bacterial cells on a carrier in order to 

degrade histamine content in traditional fish sauce. Three immobilization techniques, adsorption, encapsulation and 

crosslinking with nine carriers were used. Factors affecting the immobilization process of bacteria on carrier such as 

cells/carrier (w/w) ratio, time and temperature of immobilization, salt concentration in buffer solution (%) and stirring 

speed (rpm) were investigated. The cell immobilization efficiency (%) and the ability to degrade histamine after 2 

hours of reaction (%) of Virgibacillus campisalis TT8.5 were evaluated. Results indicate that, the adsorption technique 

with pig bone as carrier gave the highest immobilization efficiency and histamine degrading ability with 54.18% and 

41.30% respectively. Suitable conditions for immobilization of Virgibacillus campisalis TT8.5 cells on pig bone were 

determined as follows: cell/carrier ratio 1/15 (w/w), stirring speed of 100 rpm, salt concentration of 15%, incubation 

time of 1 hour at 4C. The fixed bed bioreactor containing immobilized V. campisalis TT8.5 bacterial cells has 

potential application in histamine degradation in traditional fish sauce with efficiency of 37.1%. 

Keywords: Virgibacillus campisalis TT8.5, cell immobilization, cell immobilization efficiency, histamine degrading 

efficiency, carrier, pigbone. 
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1. ĐẶT VẤN ĐỀ  

Histamine có mặt trong thăc phèm vĆi hàm 

lþĉng vþĉt quá giĆi hän sẽ gây ra nhiều nguy häi 

tĆi sĀc khóe cûa con ngþąi. Ngộ độc histamine 

gây ra các triệu chĀng phổ biến là sổ müi, hen 

suyễn (do co thít phế quân), nổi mề đay, phát 

ban, ngĀa, phù, gåy viêm đó kết mäc mít, gây să 

tiết quá độ dðch vð ć dä dày, tiêu chây, đau dä 

dày, gây giãn mäch, hä huyết áp và co thít tim 

(Köse, 2010; Mah & cs., 2003). Histamine thþąng 

đþĉc phát hiện trong trong hâi sân nhþ tôm, cua, 

cá, hay trong một số sân phèm chế biến nhþ pho 

mát, thðt lên men, nþĆc mím.  

Qua quá trình lên men dài ngày, thþąng 

trên 1 nëm tÿ cá biển, nþĆc mím truyền thống 

thþąng chĀa một lþĉng histamine nhçt đðnh. 

Hàm lþĉng histamine trong một số sân phèm 

nþĆc mím truyền thống Việt Nam đþĉc báo cáo 

ć mĀc tÿ 700-3.000 mg/kg (Hiệp hội NþĆc mím 

Phan Thiết, 2013), vþĉt quá mĀc 400 mg/kg 

theo quy đðnh cûa Ủy ban Tiêu chuèn thăc 

phèm quốc tế (Codex 302-2011). Đåy chính là 

rào cân kč thuêt khiến cho nþĆc mím truyền 

thống cûa nþĆc ta bð hän chế xuçt khèu ra thð 

trþąng thế giĆi. 

Để giâm hàm lþĉng histamine trong thăc 

phèm, trên thế giĆi đã cò nhiều phþĄng pháp 

đþĉc đþa ra, trong đò phþĄng pháp sinh học sā 

dýng các chûng vi khuèn có khâ nëng phån giâi 

histamine đþĉc coi là phþĄng pháp hĂu hiệu 

(Junter & Jouenne, 2004; Stolarzewicz & cs., 

2011). Các chûng vi khuèn nhþ Bacillus 

polymyxa D05-1 (Lee & cs., 2015), 

Staphylococcus carnosus (Zaman & cs., 2010), 

Natrinema gari BCC 24369 (Tapingkae & cs., 

2010a), Staphylococcus xylosus (Martuscelli & 

cs., 2000) có khâ nëng sinh ra enzyme 

histamine oxidase hoặc histamine 

dehydrogenase đþĉc sā dýng làm chûng khći 

động trong quá trình lên men giúp giâm hàm 

lþĉng histamine. Câ hai enzyme xúc tác quá 

trình oxy hóa tách nhóm amine (oxidative 

deamination) cûa histamine thành imidazole 

acetaldehyde và ammonia, riêng enzyme 

histamine oxidase có khâ nëng sā dýng oxy và 

täo ra hydrogen peroxide (Lee & cs., 2015). 

NþĆc mím là một sân phèm lên men dài 

ngày và ć môi trþąng cò hàm lþĉng muối cao, tÿ 

24,5 đến 28% NaCl vĆi nþĆc mím loäi đặc biệt, 

vĆi nþĆc mím loäi thþĉng häng, häng 1, häng 2 

và häng 3 cò hàm lþĉng muối cao hĄn tÿ 26 đến 

29,5% NaCl (TCVN 5107 : 2003). Do đò việc sā 

dýng vi khuèn phân giâi histamine làm chûng 

khći động sẽ khó kiểm soát. Vêy nên, kč thuêt 

cố đðnh tế bào vi khuèn phân giâi histamine để 

xā lċ histamine trong nþĆc mím thành phèm 

đang đþĉc các nhà khoa học quan tâm nghiên 

cĀu (Tapingkae & cs., 2010b). 

Việc cố đðnh tế bào vi khuèn trên chçt mang 

đþĉc chĀa trong một bioreactor - lò phân Āng 

sinh học để xā lċ histamine trong nþĆc mím, do 

thiết kế và vên hành đĄn giân, lò phân Āng sinh 

học cố đðnh có thể tþĄng đối dễ mć rộng lên quy 

mô công nghiệp (Chaikaew & cs., 2015). Cố đðnh 

tế bào vi khuèn thþąng đþĉc thăc hiện trên ba 

kč thuêt: hçp phý, bao bọc hay liên kết chéo 

(Pilkington & cs., 1998). Ngoài ra, các thông số 

cố đðnh quan trọng để tëng hiệu suçt cố đðnh 

nhþ chọn đþĉc chçt mang täo độ bám dính cao, 

chi phí cố đðnh thçp (Tapingkae & cs., 2010b).  

Mýc tiêu cûa nghiên cĀu này là xác đðnh 

đþĉc các điều kiện cố đðnh tế bào vi khuèn 

Virgibacillus campisalis TT8.5 mà nhóm nghiên 

cĀu phân lêp đþĉc tÿ chþĉp mím, có khâ nëng 

phân giâi 45% histamine để đðnh hþĆng Āng 

dýng tế bào cố đðnh phân giâi histamine trong 

nþĆc mím truyền thống.  

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu 

Chûng vi khuèn Virgibacillus campisalis 

TT8.5 đþĉc phân lêp tÿ chþĉp mím, có khâ 

nëng phån giâi histamine, đþĉc sā dýng để cố 

đðnh tế bào trên các chçt mang. 

Celite (Alpha Chemika- Ấn Độ), chitosan 

däng mânh (Qingdao, China), bột vó trĀng 

(Shaanxi, Trung Quốc) đþĉc sā dýng là chçt 

mang cố đðnh tế bào vi khuèn. XþĄng ống lĉn 

đþĉc dùng để sân xuçt chçt mang bột xþĄng lĉn. 

Môi trþąng HA có thành phæn bao gồm 

(tính cho 1 lít môi trþąng): 50g natri clorua; 5g 
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axit casamino; 5g chiết xuçt nçm men; 1g natri 

glutamat; 2g kali chloride,; 3g trinatri citrat, 

20g magnesium sulfate septahydrate; 0,036g 

sít (III) clorua; 0,36mg mangan (II) clorua. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Nuôi cấy và thu sinh khối 

Tế bào vi khuèn Virgibaicllus campisalis 

TT8.5 đþĉc nuôi cçy và thu sinh khối theo phþĄng 

pháp đþĉc mô tâ bći Tapingkae & cs. (2010a). 

Dðch khuèn đã hoät hòa đþĉc bổ sung vào môi 

trþąng HA 21% NaCl vĆi 500ppm và nuôi cçy 5 

ngày trong tû nuôi líc ć 37°C, 200 vòng/phút. 

Dðch nuôi cçy đþĉc ly tâm 10.000 vòng/phút ć 4C 

trong 20 phút để thu sinh khối. Sinh khối đþĉc 

rāa hai læn bìng dung dðch đệm Tris-HCl 50mM; 

pH = 7 chĀa NaCl 4,3M và bâo quân ć 4C cho các 

nghiên cĀu tiếp theo. Mêt độ tế bào vi khuèn sau 

khi nuôi đät khoâng 107 CFU/ml. 

2.2.2. Bố trí thí nghiệm 

a. Xác định loại chất mang thích hợp 

Việc cố đðnh tế bào vi khuèn Virgibacillus 

campisalis TT8.5 đþĉc thăc hiện theo ba kč 

thuêt vĆi 9 loäi chçt mang gồm kč thuêt hçp 

phý trên celite, chitosan và bột xþĄng lĉn, kč 

thuêt bao bọc trên chçt mang là agar hoặc Ca2+ 

aginate và kč thuêt liên kết chéo vĆi chçt mang 

là bột vó trĀng, hät aginate, hät chitosan-

aginate và hät chitosan. Loäi chçt mang thích 

hĉp đþĉc lăa chọn dăa trên hiệu suçt cố đðnh tế 

bào và khâ nëng phån giâi phân giâi histamine 

sau 2h phân Āng. 

b. Cố định tế bào bằng kỹ thuật hấp phụ 

Tế bào vi khuèn đþĉc cố đðnh vào tÿng loäi 

chçt mang là celite, chitosan và bột xþĄng lĉn 

theo phþĄng pháp đþĉc mô tâ læn lþĉt bći Khare 

& Nakajima (2000), Pereira & cs. (2003) và 

Negishi & cs. (1989) vĆi một số thay đổi nhó.  

Bột xþĄng lĉn đþĉc chuèn bð bìng cách: 

xþĄng ống lĉn chặt hai đæu và làm säch, loäi bó 

mĈ, xþĄng đþĉc hçp tiệt trùng ć 120°C trong 20 

phút và sau đò nghiền bìng máy nghiền ly tâm 

ZM 200 - Retsch vĆi kích thþĆc 0,12mm. Bột 

xþĄng đþĉc rāa 5 læn bìng etanol 96% và sau đò 

rāa läi 1 læn bìng nþĆc cçt. Tiếp đò, bột đþĉc 

sçy ć nhiệt độ 60°C cho đến khi đät độ èm tÿ  

5-10%, bâo quân trong hü thûy tinh tối màu. 

Nëm gam bột celite, chitosan và bột xþĄng 

lĉn đþĉc bổ sung vào 10ml dung dðch đệm  

Tris-HCl 50mM, pH 7,0 vĆi NaCl 4,3M đã cò 1g 

sinh khối þĆt. Hỗn hĉp đþĉc khuçy bìng máy 

khuçy tÿ vĆi tốc độ 100 vòng/phút, ć nhiệt độ  

0-4C trong thąi gian 1 gią. Tế bào cố đðnh đþĉc 

lọc trên giçy lọc Whatman No.1 và rāa ba læn, 

mỗi læn bìng 10ml dung dðch đệm Tris-HCl 

50mM, pH 7,0 chĀa NaCl 4,3M. Tế bào cố đðnh 

đþĉc sçy đông khô ć nhiệt độ -50°C trong 48 gią 

và đþĉc bâo quân ć 4C cho đến khi sā dýng. 

c. Cố định tế bào vi khuẩn bằng phương pháp 

bao bọc 

- Phương pháp bao bọc bằng chất mang 

Ca2+ alginate 

Tế bào vi khuèn đþĉc cố đðnh vào Ca2+ 

alginate theo phþĄng pháp đþĉc mô tâ bći 

Takeno & cs. (2005) vĆi một số thay đổi nhó. Lçy 

2,5ml dung dðch natri alginate 3% bổ sung vào 

10ml dung dðch đệm Tris-HCl 50mM; pH 7,0 vĆi 

NaCl 4,3M đã cò 1g sinh khối. Hỗn hĉp đþĉc líc 

đều bìng máy Vortex 100 vòng/phút trong 10 

phút. Dung dðch sau khi phối trộn đþĉc nhó tÿng 

giọt cò đþąng kính 2mm vào bình tam giác có 

chĀa 100ml CaCl2 0,5M, để líng 30 phút. Hät gel 

chĀa tế bào cố đðnh đþĉc rāa säch bìng dung 

dðch đệm Tris-HCl 50mM; pH 7,0 chĀa NaCl 4,3 

và bâo quân ć 4C cho đến khi sā dýng. 

- Phương pháp bao bọc bằng chất mang agar 

Tế bào vi khuèn đþĉc cố đðnh vào agar theo 

phþĄng pháp cûa Takeno & cs. (2005) vĆi một 

số thay đổi nhó. Dung dðch agar 4% đþĉc chuèn 

bð trong dung dðch đệm Tris-HCl 50mM; pH 

7,0 chĀa NaCl 4,3M và tiệt trùng ć 121C trong 

15 phút, giĂ çm trong bể ổn nhiệt ć 50C Lçy 

2,5ml dung dðch agar 4% trộn vĆi 2,5ml dung 

dðch đệm Tris-HCl 50mM; pH 7,0 chĀa NaCl 

4,3M ć 50C có chĀa 1g sinh khối þĆt đþĉc giĂ 

trong bể ổn nhiệt 50C. Hỗn hĉp đþĉc đổ vào 

đïa petri vĆi chiều dày 8mm và làm nguội ć 

nhiệt độ phòng. Thäch đông đặc đþĉc cít thành 

hình khối 8mm và rāa bìng đệm Tris-HCl 

50mM, pH 7,0 chĀa NaCl 4,3M, bâo quân ć 4C 

cho đến khi sā dýng. 

https://vi.wikipedia.org/wiki/Kali_chloride
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d. Cố định tế bào vi khuẩn bằng phương pháp 

liên kết chéo 

- Phương pháp liên kết chéo bằng chất 

mang hạt alginate - chitosan 

Tế bào vi khuèn đþĉc cố đðnh vào hät 

alginate - chitosan theo phþĄng pháp cûa 

Vidyasagar & cs. (2006) vĆi một số thay đổi nhó. 

Dùng 2,5ml dung dðch natri alginat 3% đþĉc 

trộn vĆi 2,5ml dung dðch đệm Tris-HCl 50mM; 

pH 7,0 vĆi NaCl 4,3M chĀa 1g sinh khối. Hỗn 

hĉp đþĉc nhó tÿng giọt cò đþąng kính 2mm vào 

bình tam giác có chĀa 100ml axit axetic 3%; 

0,5g chitosan; 0,5g CaCl2. Sau 30 phút, các hät 

gel có chĀa tế bào đþĉc rāa säch bìng đệm  

Tris-HCl 50mM; pH 7,0 chĀa NaCl 4,3M và bâo 

quân ć 4°C cho đến khi sā dýng. 

Tế bào vi khuèn đþĉc cố đðnh vào hät 

alginate liên kết chéo theo phþĄng pháp cûa 

Vidyasagar & cs. (2006) vĆi một số thay đổi nhó. 

Sā dýng 2ml dung dðch natri alginat 3% trộn vĆi 

2ml dung dðch đệm tiêu chuèn chĀa 1g sinh 

khối. Hỗn hĉp đþĉc bổ sung thêm 1ml dung dðch 

glutaraldehyde 0,5% và líc nhẹ. Hỗn hĉp đþĉc 

giĂ ć ć 30°C trong 90 phút, sau đò nhó tÿng giọt 

(đþąng kính 2mm) vào bình tam giác có chĀa 

100ml CaCl2 0,5M để täo hät gel. Các hät gel 

chĀa tế bào đþĉc rāa säch bìng Tris-HCl 

50mM, pH 7,0 chĀa NaCl 4,3M và bâo quân ć 

4C cho đến khi sā dýng. 

- Phương pháp liên kết chéo bằng chất 

mang hạt chitosan 

Tế bào vi khuèn đþĉc cố đðnh vào hät 

chitosan liên kết chéo theo phþĄng pháp cûa 

Carrara & Rubiolo (1994) vĆi một số thay đổi 

nhó. Ba gam chitosan đþĉc bổ sung vào trong 

100ml axit axetic 2%, hỗn hĉp đþĉc khuçy liên 

týc bìng máy khuçy tÿ trong 90 phút và lọc qua 

vâi để loäi bó các vêt liệu không hòa tan. Dðch 

chitosan đþĉc nhó tÿng giọt (đþąng kính 4mm) 

vào trong bình tam giác chĀa 150ml dung dðch 

natritriphosphat 1,5% và khuçy nhẹ để täo hät. 

Các hät chitosan đþĉc rāa bìng dung dðch đệm 

cho Tris-HCl 50mM; pH 7,0 chĀa NaCl 4,3M 

đến khi trung tính. Các hät chitosan đþĉc hoät 

hóa bìng đệm Tris-HCl 50mM; pH 7,0 chĀa 

NaCl 4,3M chĀa 1% glutaraldehyde trong 24 gią 

trong nhiệt độ phòng. Nëm gam hät chitosan đã 

đþĉc hoät hóa trộn vĆi 10ml dung dðch đệm tiêu 

chuèn chĀa 1g sinh khối. Hỗn hĉp này đþĉc 

khuçy 100 vòng/phút ć nhiệt độ phòng trong 12 

gią, các hät chĀa tế bào cố đðnh đþĉc rāa và lþu 

trĂ täi 4C cho đến khi sā dýng. 

- Phương pháp liên kết chéo bằng chất 

mang bột vỏ trứng 

Tế bào vi khuèn đþĉc cố đðnh vào bột vó 

trĀng theo phþĄng pháp cûa Venkaiah & 

Kumar (1994) vĆi một số thay đổi nhó. Nëm 

gam bột vó trĀng đþĉc bổ sung vào 10ml dung 

dðch đệm Tris-HCl 50mM; pH 7,0 vĆi NaCl 

4,3M chĀa 1g sinh khối. Hỗn hĉp này đþĉc 

khuçy bìng máy khuçy tÿ ć 100 vòng/phút và 

2ml chĀa glutaraldehyde 6% đþĉc thêm vào tÿ 

tÿ trong quá trình khuçy. Hỗn hĉp đþĉc û ć 

10°C trong 12 gią. Tế bào cố đðnh đþĉc thu bìng 

cách ly tâm ć 4°C; 6.000 vòng/phút trong 15 

phút. Toàn bộ tế bào cố đðnh đþĉc rāa säch và 

làm khô bìng máy cô chân không trong 30 phút, 

bâo quân ć 4C đến khi sā dýng. 

2.2.3. Xác định một số yếu tố ảnh hưởng đến 

hiệu suất cố định tế bào và khả năng phân 

giải histamine của vi khuẩn Virgibacillus 

campisalis TT8.5 đã được cố định 

Loäi chçt mang đþĉc lăa chọn sẽ đþĉc sā 

dýng để cố đðnh tế bào vi khuèn Virgibacillus 

campisalis TT8.5. Nëm yếu tố ânh hþćng đến 

hiệu suçt cố đðnh tế bào và khâ nëng phån giâi 

histamine đþĉc thay đổi đĄn yếu tố: (1) Tî lệ tế 

bào/chçt mang: 1/5, 1/10, 1/15, 1/20 (w/w); (2) tốc 

độ khuçy: 50, 100, 300, 500 (vòng/phút); (3) 

nồng độ muối có trong dung dðch đệm: 5, 10, 15, 

25 (%); (4) nhiệt độ cố đðnh 4C, 25C, 37C;  

(5) thąi gian cố đðnh: 1 gią, 1,5 gią, 3 gią. Hiệu 

quâ cố đðnh cûa tế bào đþĉc đánh giá thông qua 

hai chî tiêu đánh giá là hiệu suçt cố đðnh và khâ 

nëng phån giâi histamine. 

a. Xác định hiệu suất cố định tế bào và khâ 

năng phân giâi histamine  

Hiệu suçt cố đðnh và khâ nëng phån giâi 

histamine cûa tế bào vi khuèn TT8.5 đþĉc xác 

đðnh theo phþĄng pháp cûa Tapingkae & cs. 
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(2010b). Dùng 0,1g tế bào vi khuèn ban đæu 

hoặc tế bào vi khuèn đþĉc cố đðnh trên chçt 

mang đþĉc thêm vào 1ml dung dðch tiêu chuèn 

bao gồm đệm Tris-HCl 50mM; pH 7,0 chĀa 

NaCl 4,3M; 500µM 1-methoxy PMS) và 5mM 

histamine dihydrochloride. Hỗn hĉp û ć 37°C 

trong 2 gią trong bể ổn nhiệt, sau 2 gią bổ sung 

1ml HCl 0,1N để kết thúc phân Āng. Thí nghiệm 

đối chĀng đþĉc thăc hiện theo cách tþĄng tă, 

tuy nhiên, 1ml HCl 0,1N đþĉc thêm vào trþĆc 

khi thêm 0,1g tế bào ban đæu (hoặc tế bào đþĉc 

cố đðnh). Dðch phân Āng đþĉc ly tâm (10.000 

vòng/phút, 4°C, 15 phút) thu dðch nổi để xác 

đðnh histamine bìng phþĄng pháp síc ký lóng 

hiệu nëng cao HPLC (Træn Thð Thu Hìng & cs., 

2019). Lþĉng histamine còn läi (µM) tính theo 

să quy đổi đĄn vð trong 2h vì một đĄn vð hoät 

tính (U) đþĉc xác đðnh là khâ nëng phån giâi 

đþĉc 1µM histamine trong hai gią cûa một gam 

tế bào cố đðnh trong điều kiện thí nghiệm.  

Hiệu suçt cố đðnh đþĉc xác đðnh theo  

công thĀc: 

Hiệu suçt cố đðnh (%) = ((Tổng số hoät tính tế 

bào cố đðnh (U) × Tổng khối lþĉng tế bào cố đðnh 

(g))/Tổng số hoät tính cûa tế bào tă do (U)) × 100.  

Khâ nëng phån giâi histamine đþĉc tính 

toán nhþ sau: 

Khâ nëng phån giâi histamine (%) = ((Hàm 

lþĉng histamine méu đối chĀng – Hàm lþĉng 

histamine méu thí nghiệm)/Lþĉng histaminne 

méu đối chĀng) × 100. 

b. Xác định hàm lượng histamine bằng HPLC 

Hàm lþĉng histamine trong nþĆc mím đþĉc 

xác đðnh trên hệ thống síc khí lóng hiệu nëng 

cao (HPLC) đþĉc xây dăng bći Træn Thð Thu 

Hìng & cs. (2019). 

Hệ thống HPLC đþĉc sā dýng vĆi model LC 

Infinity 1260 (Agilent, Mč) vĆi đæu dò huĊnh 

quang ć bþĆc sóng phát xä 230nm và bþĆc sóng 

kích thích 450nm. Các méu đþĉc lọc qua màng 

lọc 0,45µm và đþĉc täo dén xuçt tă động bìng 

cách trộn vĆi đệm borat, OPA, HCOOH 0,05%. 

Pha động: kênh A (20mM CH3COONH4, pH 5) và 

kênh B (acetonitril, pH 5) vĆi tî lệ 80:20 đþĉc cho 

qua cột pha đâo Agilent Eclipse XBD - C18 (5µm, 

4,6 × 250mm Agilent, USA) ć nhiệt độ 40C, vĆi 

tốc độ dòng 1 ml/phút và thể tích tiêm 20µl.  

2.2.4. Xác định hiệu suất phân giải histamine 

trong nước mắm của tế bào cố định  

Tế bào cố đðnh đþĉc nhồi cột và xác đðnh khâ 

nëng phån giâi histamine trong nþĆc mím theo 

phþĄng pháp cûa Chaikaew & cs. (2015) vĆi một 

số thay đổi nhó. Hai mþĄi lëm gam tế bào vi 

khuèn đã đþĉc cố đðnh đþĉc nhồi vào cột XK16 

(chiều dài 16cm × đþąng kính 1,6cm); 25ml nþĆc 

mím đþĉc bĄm qua cột theo chiều tÿ dþĆi lên bći 

hệ thống bĄm LC8A (Shimadzu, Nhêt Bân) vĆi 

tốc độ dòng 0,5 ml/phút (Hình 1). Méu nþĆc mím 

gốc và méu nþĆc mím đþĉc đþa qua hệ thống 

bioreactor däng nén có chĀa tế bào cố đðnh, sẽ 

đþĉc phån tích hàm lþĉng histamine bìng HPLC. 

Hiệu suçt phân giâi histamine đþĉc xác 

đðnh theo công thĀc: 

H = 
A1– A2 × 100 

A1 

Trong đò:  

H: hiệu suçt phân giâi histamine (%); 

A1: hàm lþĉng histamine cûa nþĆc mím 

chþa đþĉc xā lý qua cột nhồi vi khuèn cố  

đðnh (mg/l); 

A2: hàm lþĉng histamine cûa nþĆc mím sau 

khi xā lý qua cột nhồi vi khuèn cố đðnh (mg/l). 

2.3. Phương pháp xử lý số liệu 

Số liệu thí nghiệm đþĉc tính toán bìng 

chþĄng trình Excel 2016 và đþĉc tính toán giá trð 

trung bình ± độ lệch chuèn (SD). Să khác biệt về 

hiệu suçt cố đðnh tế bào và khâ nëng phån giâi 

histamine giĂa các thí nghiệm đþĉc thăc hiện 

theo phþĄng pháp phån tích phþĄng sai một yếu 

tố ANOVA. Să khác biệt cûa giá trð trung bình 

đþĉc đánh giá nhą phép so sánh Tukey vĆi độ 

tin cêy 95%, sā dýng phæn mềm minitab 16.0. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Lựa chọn loäi chất mang thích hợp sử 

dụng để cố định tế bào vi khuẩn 

Virgibacillus campisalis TT8.5 

Kết quâ xác đðnh hiệu suçt cố đðnh tế bào 

(Hiệu suçt CĐTB) và xác đðnh khâ nëng phån 

giâi histamine (KNPG histamine sau 2h) đþĉc 

thể hiện ć hình 2. 
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Hình 1. Sơ đồ nhồi tế bào đã cố định và đưa nước mắm đi qua 

 

Hình 2. Ảnh hưởng của chất mang đến hiệu suất cố định  

và khâ năng phån giâi histamine của chủng vi khuẩn TT8.5 sau 2 giờ phân ứng 

Kč thuêt hçp phý là să cố đðnh cûa vi sinh 

vêt trên các chçt mang phù hĉp sẽ kích thích 

quá trình trao đổi chçt cûa vi sinh vêt, bâo vệ 

các tế bào khói các tác nhân bçt lĉi và duy trì 

hoät động sinh lý cûa chúng (Kozlyak & cs., 

1993; Nikovskaya, 1989). Kč thuêt bao bọc täo 

ra một hàng rào bâo vệ xung quanh các vi 

khuèn cố bìng một lĆp màng móng däng polyme 

(Górecka & Jastrzębska, 2011). Kč thuêt liên 

kết chéo là phþĄng pháp sā dýng các liên kết 

cộng hóa trð giĂa hỗ trĉ vô cĄ và tế bào sā dýng 

một tác nhân liên kết (Akin & cs., 1987) và cüng 

đþĉc bao bọc bći một lĆp màng rçt móng.  

Să thay đổi đáng kể hiệu suçt cố đðnh và 

khâ nëng phån giâi histamine cûa các loäi chçt 

mang đþĉc quan sát thçy khi có mặt 1-methoxyl 

PMS. Tế bào vi khuèn Virgibacillus campisalis 

TT8.5 đþĉc cố đðnh trên chçt mang bột xþĄng 

lĉn (kč thuêt hçp phý) cho hiệu suçt cố đðnh và 

khâ nëng phån giâi histamine sau 2 gią là cao 

nhçt đät 54,18 ± 0,99% và 41,3 ± 0,79%. Chçt 

mang celite và chitosan cho cho hiệu suçt cố 

đðnh và khâ nëng phån giâi histamine sau 2 gią 

thçp hĄn trong khoâng tþĄng Āng 31,83-42,91% 

và 24,93-33,59%. VĆi nhóm chçt mang agar và 

Ca2+ aginate (kč thuêt bao bọc), chçt mang agar 
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cho hiệu suçt cố đðnh tế vào và khâ nëng phån 

giâi histamine sau 2 gią phân Āng đät cao hĄn 

Ca2+ aginate 26,42 ± 1,16% và 41,3 ± 0,79%. 

Nhóm các chçt mang hät liên kết cho kết quâ thçp 

nhçt hiệu suçt cố đðnh chî tÿ 11,08-17,97%, khâ 

nëng phån giâi histamine sau 2 gią tÿ 7,71-11,78. 

Trong đò, chçt mang hät aginate liên kết là cao 

nhçt chî đät hiệu suçt cố đðnh và khâ nëng phån 

giâi histamine là 15,18 ± 1,01% và 8,97 ± 0,24%. 

Kết quâ cûa Tapingkae & cs. (2010b) vĆi nghiên 

cĀu cho hiệu suçt cố đðnh cûa chçt mang bột 

xþĄng lĉn khá cao đät ć 58,5 ± 2,6%.  

Bột xþĄng lĉn là loäi chçt mang có hiệu 

suçt cố đðnh tế bào và khâ nëng phån giâi 

histamine sau 2 gią phân Āng cao nhçt  

nên đþĉc chọn là chçt mang cho các thí nghiệm 

tiếp theo.  

3.2. Lựa chọn điều kiện cố định tế bào vi 

khuẩn Virgibacillus campisalis TT8.5 trên 

chất mang bột xương lợn 

3.2.1. Ảnh hưởng của tỉ lệ tế bào/chất mang  

Kết quâ xā lý thống kê cho thçy nồng độ 

muối có ânh hþćng tĆi hiệu suçt cố đðnh và khâ 

nëng phån giâi histamine cûa chûng vi khuèn 

Virgibacillus campisalis TT8.5 đþĉc thể hiện ć 

hình 3. 

 

Hình 3. Ảnh hưởng của tỉ lệ tế bào/chất mang (w/w) đến hiệu suất cố định  

và khâ năng phån giâi histamine của chủng vi khuẩn TT8.5 sau 2 giờ phân ứng 

 

Hình 4. Ảnh hưởng của nhiệt độ cố định đến hiệu suất cố định tế bào  

và khâ năng phån giâi histamine của chủng vi khuẩn TT8.5 sau 2 giờ phân ứng 
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Yếu tố ânh hþćng cûa tî lệ tế bào/chçt mang 

cho thçy khi tëng tî lệ tế bào/chçt mang thì hiệu 

suçt cố đðnh và khâ nëng phån giâi histamine 

tëng và cao nhçt täi tČ 1/15 vĆi kết quâ tþĄng 

Āng là 64,94 ± 0,92% và 53,80 ± 1,13%. Tuy 

nhiên, khi tiếp týc tëng tî lệ tế bào/chçt mang lên 

1/20 thì hiệu suçt cố đðnh và khâ nëng phån giâi 

histamine giâm đáng kể, tþĄng Āng là 55,97 ± 

1,10% và 46,43 ± 0,72%. Khi giâm tî lệ về 1/10 

và 1/5 thì thçy hiệu suçt cố đðnh giâm læn lþĉt 

về 58,47 ± 0,96% và 53,07 ± 0,84%. Hiệu suçt cố 

đðnh tî lệ thuên vĆi khâ nëng phån giâi 

histamine, khâ nëng phån giâi histamine cûa tî 

lệ 1/10 và 1/5 cüng giâm xuống còn 46,44% ± 

0,79% và 41,32 ± 0,89%. 

3.2.2. Ảnh hưởng nhiệt độ cố định  

Ảnh hþćng cûa nhiệt độ đến khâ nëng cố 

đðnh tế bào và phân giâi histamine trong quá 

trình cố đðnh đþĉc khâo sát ć các yếu tố phi thí 

nghiệm và yếu tố thí nghiệm. Kết quâ xā lý 

thống kê cho thçy nhiệt độ cố đðnh có ânh hþćng 

tĆi hiệu suçt cố đðnh và khâ nëng phån giâi 

histamine cûa chûng vi khuèn Virgibacillus 

campisalis TT8.5 đþĉc thể hiện ć hình 4. 

Nhiệt độ cố đðnh ânh hþćng tĆi hiệu suçt cố 

đðnh tế bào và khâ nëng phån giâi histamine 

sau 2 gią phân Āng cûa chûng vi khuèn 

Virgibacillus campisalis TT8.5. Cố đðnh ć nhiệt 

độ 4°C sẽ đät hiệu suçt cố đðnh cao nhçt là 

53,07 ± 0,82% và khâ nëng phån giâi histamine 

cao nhçt đät 42,72 ± 0,67% (Hình 4). Cüng  

täi thąi điểm khâo sát là 2 gią nhiệt độ cố đðnh  

ć 25°C có hiệu suçt cố đðnh thçp nhçt  

32,00 ± 0,33% và nëng phân giâi histamine sau 

2h phân Āng chî đät 21,98 ± 0,34%.  

So sánh vĆi nghiên cĀu cûa Negishi & cs. 

(1989) khâo sát cố đðnh lipase trên bột xþĄng lĉn ć 

nhiệt độ 0°C cho hiệu suçt cố đðnh chî đät 21-25%. 

Phát triển tÿ phþĄng pháp đò Tapingkae & cs. 

(2010b) cố đðnh Natrinema gari BCC 24369 ć täi 

nhiệt độ tÿ 0-4°C trên chçt mang bột xþĄng lĉn 

cho hiệu suçt cố đðnh đät 58,5 ± 2,6%. 

3.2.3. Ảnh hưởng thời gian cố định 

Kết quâ xā lý thống kê cho thçy thąi gian cố 

đðnh có ânh hþćng tĆi hiệu suçt cố đðnh và khâ 

nëng phån giâi histamine cûa chûng vi khuèn 

Virgibacillus campisalis TT8.5 đþĉc thể hiện ć 

hình 5. 

Thąi gian cố đðnh ânh hþćng tĆi hiệu suçt 

cố đðnh và khâ nëng phån giâi histamine cûa 

chûng vi khuèn Virgibacillus campisalis TT8.5. 

Cố đðnh vĆi thąi gian cố đðnh tế bào vi khuèn 

vào chçt mang bột xþĄng lĄn vĆi thąi gian 1  

gią sẽ đät hiệu suçt cố đðnh cao nhçt là  

54,02 ± 0,57% và khâ nëng phån giâi histamine 

cao nhçt đät 40,63 ± 0,63% (Hình 5). Cüng täi 

thąi điểm khâo sát là 2h thì cố đðnh vĆi thąi 

gian cố đðnh 3h có hiệu suçt cố đðnh thçp nhçt 

29,06 ± 0,56% và khâ nëng phån giâi histamine 

chî đät 17,87 ± 0,28%. Còn läi cố đðnh vĆi thąi 

gian 0,5h và 1,5h đät hiệu suçt cố đðnh trung 

bình læn lþĉt là 16,24 ± 0,23% và 31,48 ± 0,32% 

vĆi khâ nëng phån giâi histamine læn lþĉt là 

11,89 ± 0,19% và 23,50 ± 0,40%. 

So sánh vĆi nghiên cĀu cûa Negishi & cs. 

(1989) khâo sát cố đðnh lipase trên bột xþĄng 

lĉn trong thąi gian là 1h cho hiệu suçt cố đðnh 

chî đät 21-25%. Phát triển tÿ phþĄng pháp đò 

Tapingkae & cs. (2010b) cố đðnh Natrinema gari 

BCC 24369 thąi gian là 1 gią trên chçt mang bột 

xþĄng lĉn cho hiệu suçt cố đðnh đät 58,5 ± 2,6%. 

3.2.4. Ảnh hưởng của nồng độ muối  

Ảnh hþćng cûa nồng độ muối đến khâ nëng 

cố đðnh tế bào và phân giâi histamine đþĉc thể 

hiện ć hình 6. 

Hiệu suçt cố đðnh và khâ nëng phån giâi 

histamine cûa chûng vi khuèn Virgibacillus 

campisalis TT8.5 cò xu hþĆng tëng trong 

khoâng nồng độ muối 5-15%; tÿ 15-25% giâm 

dæn; bìng 15% thì đät giá trð cao nhçt læn lþĉt 

là 61,94 ± 1,21% và 50,76 ± 1,18% (Hình 6). Täi 

nồng độ muối 25% kết quâ thu đþĉc khá cao vĆi 

hiệu suçt bìng 53,37 ± 0,83% và khâ nëng phån 

giâi 40,53 ± 0,71%. Nồng độ muối 5% cho hiệu 

suçt và khâ nëng phån giâi thçp nhçt là  

37,64 ± 0,39% và 24,12 ± 0,31%. 

3.2.5. Ảnh hưởng của tốc độ khuấy 

Ảnh hþćng cûa tốc độ khuçy 50, 100, 300, 

500 (vòng/phút) tĆi hiệu suçt cố đðnh và khâ 

nëng phån giâi histamine cûa chûng vi khuèn 

Virgibacillus campisalis TT8.5 đþĉc thể hiện ć 

hình 7. 
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Hình 5. Ảnh hưởng của thời gian cố định đến hiệu suất cố định tế bào  

và khâ năng phån giâi histamine của chủng vi khuẩn TT8.5 sau 2 giờ phân ứng 

 

Hình 6. Ảnh hưởng của nồng độ muối đến hiệu suất cố định tế bào  

và khâ năng phån giâi histamine của chủng vi khuẩn TT8.5 sau 2 giờ phân ứng 

 

Hình 7. Ảnh hưởng của tốc độ khuấy đến hiệu suất cố định tế bào  

và khâ năng phån giâi histamine của chủng vi khuẩn TT8.5 sau 2 giờ phân ứng 
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Hiệu suçt cố đðnh tế bào và khâ nëng phån 

giâi histamine cûa chûng vi khuèn Virgibacillus 

campisalis TT8.5 sau 2 gią phân Āng cûa chçt 

mang bột xþĄng lĉn cò xu hþĆng tëng trong 

khoâng tốc độ khuçy 50-100 vòng/phút, tÿ  

100-300 vòng/phút giâm dæn; täi 100 vòng/phút 

thì đät giá trð cao nhçt læn lþĉt là 53,63 ± 0,69% 

và 41,57 ± 0,64%. Hiệu suçt và khâ nëng phån 

giâi ć tốc độ 50 vòng/phút khá cao, læn lþĉt là 

48,29 ± 0,75% và 31,75 ± 0,50%. VĆi tốc độ 

khuçy 300vòng/phút, câ hiệu suçt cố đðnh và 

khâ nëng phån giâi đều đät kết quâ thçp nhçt 

læn lþĉt là 31,43 ± 0,49% và 20,74 ± 0,32%. 

So sánh vĆi nghiên cĀu cûa Tapingkae & cs. 

(2010b) cố đðnh Natrinema gari BCC 24369 thąi 

gian là 1 gią, tốc độ khuçy 100 vòng/phút trên 

chçt mang bột xþĄng lĉn cho hiệu suçt cố đðnh 

đät 58,5 ± 2,6%. 

3.2.6. Hiệu suất phân giải histamine trong 

nước mắm sử dụng cột tế bào vi khuẩn 

TT8.5 cố định dạng nén 

Sau khi lăa chọn đþĉc các điều kiện cố đðnh 

tế bào trên chçt mang bột xþĄng lĉn cho hiệu 

suçt cố đðnh và khâ nëng phån giâi histamine 

cao nhçt (tî lệ tế bào/chçt mang 1/15 (w/w), tốc 

độ khuçy 100 vòng/phút); nồng độ muối có trong 

dung dðch đệm 15%; nhiệt độ cố đðnh 4C; thąi 

gian cố đðnh 1 gią). Hai mþĄi lëm gam tế bào vi 

khuèn Virgibacillus campisalis TT8.5 cố đðnh 

trên chçt mang đþĉc sā dýng nhồi vào cột 

bioreactor däng nén. 

25ml nþĆc mím đþĉc đþa qua bioreactor 

däng nén vĆi tốc độ dòng chây 0,5 ml/phút. Méu 

nþĆc mím trþĆc và sau khi chäy hết qua cột 

đþĉc dùng để phân tích, kết quâ đþĉc thể hiện ć 

hình 8. 

Hàm lþĉng histamine trong nþĆc mím trþĆc 

và sau khu xā lý qua bioreactor däng nén có chĀa 

tế bào vi khuèn Virgibacillus campisalis TT8.5 

đþĉc thể hiện täi hình 8 cò hàm lþĉng histamine 

ban đæu 742,8 mg/lít, sau khi phân Āng hàm 

lþĉng histamine giâm còn 466,74 mg/lít. Hiệu 

suçt phân giâi histamine ć các tế bào cố đðnh vĆi 

chçt mang bột xþĄng lĉn đät 37,17%. 

4. KẾT LUẬN 

Chçt mang khác nhau có ânh hþćng đến hiệu 

suçt cò đðnh và khâ nëng phån giâi histamine cûa 

chûng Virgibacillus campisalis TT8.5 là khác 

nhau. Trong đò chçt mang bột xþĄng lĉn đät kết 

quâ cao nhçt, vĆi hiệu suçt cố đðnh tế bào đät 

54,18 ± 0,99% và khâ nëng phån giâi histamine 

sau 2 gią phân Āng đät 41,3 ± 0,79%. 

  

Hình 8. Hàm lượng histamine  

và hiệu suất phân giâi histamine của mẫu nước mắm trước và sau phân ứng 
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Các yếu tố ânh hþćng đến hiệu suçt cố đðnh 

và khâ nëng phån giâi histamine cûa chçt mang 

bột xþĄng lĉn læn lþĉt là: tî lệ tế bào/chçt mang 

1/15 (w/w) đät 64,94 ± 0,92% và 53,80 ± 1,13%, 

tốc độ khuçy 100 vñng/phút đät 53,63 ± 0,69% 

và 41,57 ± 0,64%, nồng độ muối 15% đät  

61,94 ± 1,21% và 50,76 ± 1,18%, thąi gian cố 

đðnh 1gią đät 54,02 ± 0,57% và 40,63 ± 0,62%, 

nhiệt độ cố đðnh 4C đät 53,07 ± 0,82% và  

42,72 ± 0,67%. 

Hàm lþĉng histamine trong nþĆc mím 

trþĆc và sau khu xā lý qua biorreactor däng nén 

có chĀa tế bào vi khuèn Virgibacillus campisalis 

TT8.5 hiệu suçt phân giâi histamine đät 37,17%. 

Kết quâ cûa chúng tôi chî ra rìng tế bào vi 

khuèn Virgibacillus campisalis TT8.5 cố đðnh 

trên chçt mang bột xþĄng lĉn có hiệu quâ nhçt 

đðnh ć quy mô phòng thí nghiệm và có tiềm 

nëng để Āng dýng trong quá trình phân giâi 

histamine cûa nþĆc mím truyền thống ć quy mô 

công nghiệp. 
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