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TOM TAT

Nhiéu loai nAm méc phat trién gay hai trén nong san sau thu hoach. Tén that do nAm méc gay ra
chiém hon 20% san lwong hang nam, vi vay can nghién ctru cac bién phap nhidm han ché tén that sau
thu hoach b&i nAm méc. Ethanol dwoc coi Ia mét hop chat khéng doc hai GRAS (Generally Regarded
as Safe) c6 thé dwoc hinh thanh nhe qua trinh chuyén héa sinh hoc. Két qua nghién ctru dworc trinh
bay trong bai bao nay bwéc dau da chi ra dwoc tiém nang cta ethanol trong viéc ngdn chin sw phat
trién cua 3 chiing ndm méc Aspersillus flavus NN1, Penicillium digitatum TP1, Penicillium italicum
TP2. V&i néng do ethanol 7% khéi lwgng trong diéu kién t = 30°C, hoat d6 nwéc a, = 0,99 da (rc ché
hoan toan s phat trién ctia 3 ching ndm méc nghién ctru néi trén. Két qua nay mé ra kha ning rng
dung ethanol trong bao quan néng san, thay thé cac hop chat héa hoc doc hai véi méi trwong dang
dwoc stk dung hién nay.

T khéa: Aspersillus flavus, ethanol, nam méc, Penicillium digitatum, Penicillium italicum, trc ché.

SUMMARY

The moulds are rapidly growth and they seriously damage agricultural production after harvest.
The losses were estimated at an approximately 20% per year. Consequently, it is necessary to control
the moulds contamination of the postharvest products. Ethanol is used as Non-biological control, in
which involve chemicals that are Generally Regarded as Safe product (GRAS). This study showed that
the conditions 30°C, 0,99 a,, 7% ethanol wiw completely inhibit the development of three strains
Aspersillus flavus NN1, Penicillium digitatum TP1 and Penicillium italicum TP2. The results confirmed
that the ethanol was reported to control postharvest decay of three strain moulds and the applicability
of ethanol in the preservation of agricultural products could replace the toxic chemical compounds.

Key words: Aspersillus flavus, ethanol, inactivation, moulds, Penicillium digitatum, Penicillium
italicum.

1. DAT VAN DE

Viét Nam c6 khi hau nhiét d6i, néng 4m
nén rat thuan loi cho n&m méc phat trién.
N4m mdéc c¢6 mat khip moi noi va thudng
phat sinh, phat trién trén cac san pham
luong thuc, thuc phdm, rau qua. Bén canh
viéc ndm moc giay hu hong, thoi riia, lam
gidm chat lugng va gia tri st dung nong san,
con c6 rat nhiéu loai nAm méc tiét doc to gay
bénh cho con ngudi, trong d6 nhiéu loai doc

td6 do nidm tiét ra dnh hudng nghiém trong
t61 stic khoé con ngudi, tham chi c6 thé gay
ti vong nhu aflatoxin, ochratoxin A,
patulin... (D'Mello va Macdonald, 1997).

R4t nhiéu céng trinh nghién ctu cac
bién phap nhim ngin chin su phat trién caa
nidm méc trén ndng san sau thu hoach da
dudgc cong bd nhu bao quan trai cdy sau thu
hoach bang hoa chat nhu sulfitsodium
Na,SO, (sinh ra khi SO, dé trit méc), hoic
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lam cham quéa trinh chin cta trai cidy bang
cach st dung mot sd hoa chat nhu nitrat bac
(AgNO,), axit gibberellic (GA;)... Tuy nhién,
cic loai héa chit néi trén déu 1a nhiing hoa
chat doc hai, néu lidu lugng st dung vuot
qui muc cho phép c6 thé anh hudng téi stic
khoé ngudi tiéu dung. Pic biét cac san phdm
xti 1y bang hoa chat giap phai rdo can rat
nghiém ngit khi xudt khdu sang cac nuéc
nhu EU, My, Nhat. Vi vay, viéc nghién ctu
theo huéng san xuat néng san sach nén thuc
hién bang phudng phap phong trit sinh hoc
truéc va sau thu hoach. Can han ché& su
dung cac hoéa chat doc hai, nén thay bang cac
chat khong doc hai. Gan day, mot xu huéng
dang duge phat trién trén thé gi6i 1a st dung
cac san phdm c6 ngudn goc tu nhién hay
sinh hoc dé bao quan noéng san. Ethanol tu
lau da dudc biét dén nhu mot chat khang
khudn (Daifas va cs.; 2000, 2003), 1a san
phdm duge tao thanh tit qua trinh chuyén
hoa sinh hoc tit glucoza nho vi sinh vat.
Ethanol dudc thé giéi cong nhan 13 mot hop
chat khéng doc hai GRAS (Generally
Regarded as Safe) (USDA National Organic
Program, 2001) va da dudc st dung trong
nhiéu linh vuc (Romanazzi va cs., 2007;
Karabulut va cs., 2004).

Trén thé giéi c6 nhiéu cong trinh nghién
cttu vé kha ning st dung ethanol nhu hgp
chat khang ndm, nhung van dé nay tai Viét
Nam hién nay van chua dudc quan tdm. Vi
vay, nghién ciu nay mong muén budc dau
khing dinh kha nang tng dung ethanol
nhdm ngin chan sy phat trién ciia ndm méc.

2. VAT LIEU VA PHUCONG PHAP
NGHIEN cUU

2.1. Chiing nidm méc

Chiing n&m méc st dung cho nghién ctiu
1a Aspersillus flavus NN1 duge phan lap tu
mau théc nhiém ndm mde. Penicillium
digitatum TP1, P. italicum TP2 dudc phin
lap ti cac mAu qua cam héng. Pic diém hinh
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thai cac ching ndm méc phu hdp theo miéu
ta cia Samson va cs. (1995). Cac ching ndm
moéc dude nudi cady trén moi trusng PDA (méi
truong khoai tay, glucose va agar) va dudc
bdo quan & nhiét do 4°C.
2.2. M6i trudng nudi cay

MBoi trudng nudi cdy st dung dé thu nhan
bao th 1a mdi truong PDA va kiém tra kha
nang tc ché ciia ethanol 1a méi truong PDA
¢6 b6 sung ethanol vé6i cac néng d6 1an lugt 1a
1, 3, 5, 7% so véi khoi lugng. pH ban dau cho
cac thi nghiém la 5,7 £ 0,1. Cac thi nghiém
dugc tién hanh & diéu kién nhiét do 30°C,
hoat d6 nudc a,, 14 0,99 va dugce lip lai 3 1an.

2.3. Chuén bi dung dich bao t& ndm méc

N4am méc duge nudi ciy trén moi trusng
PDA 4 30°C. Sau 7 ngay, tién hanh thu hoi
bao ti ndm méc véi 5 ml dung dich nuéc
mudi sinh 1y (NaCl 9 g/l nuéc cit) c6 b6 sung
thém Tween 80 (0,1% thé tich) bing cach gat
nhe trén bé méit ctia ndm méc véi su trg gitp
cta pipet Pasteur. MAu kiém tra cho thdy,
cac bao ti thu hdi theo phuong phap trén
déu dam bao 100% do séng sét, phut hop véi
cac nghién ctu truéec day (Dao va cs., 2008).
Dung dich bao ti ndm méc duge xac dinh
néng do bang budng dém Malassez va chudn
hoa dé dat dugc néng d6 2.10° dén 4.10° ml™.
2.4. Piéu kién nubi cay

Mbi truong nubdi cdy PDA, bé sung noéng
do6 ethanol tit 0 dén 7% (khéi lugng). Ethanol
duge b6 sung khi nhiét d6 moéi trudng 45°C
va mbi truong sau khi bd sung ethanol dudc
chia déu vao cac dia thach, méi dia 20 ml.
Sau khi méi truong déng tu duge dit trong
hop kin véi dung tich 2 lit trén mot gia do.
Néng d6 ethanol duge kiém soat bang dung
dich ethanol 100 ml cing néng d6 véi méi
truong nudi cdy & day hop. Méi trudng dugc
dit trong hop sau 48h ¢ 30°C nham can bing
ndng do gita thé hoi va thé 16ng trude khi
tién hanh nuéi cay cac ching ndm méc. T4t
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ca cac thi nghiém dugc lap lai 3 1an véi thoi

gian nudi cdy khac nhau.

2.5. Danh gia téc do tang trudng cua
duong kinh khuén lac

Su phat trién ctia ndm moc duge xac
dinh truc tiép bang dudng kinh phét trién
cta khuén lac theo thdi gian (Trinci, 1969;
Gervais va cs., 1988).

Téc d6 tang trudng cia ndm moc (u, mm
ngay?’), dudc xac dinh dua trén do doc (hé s6
a) cta ban kinh vong khuén lac so véi thoi
gian theo phuong trinh hdi quy tuyén tinh.

2.6. X1t 1y s6 liéu
Cac s6 lidu dugc xti 1y thong ké trén phan
mém Slide Write 5.0 va Microsoft Excel.

3. KET QUA NGHIEN cUU
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Hinh 1. Su phat trién ctia naim A. flavus NN1 (A), P. digitatum TP1 (B), P. italicum
TP2 (C) trén méi truong PDA c6 bd sung ethanol véi cac ndng do 0% (#), 1% (m), 3% (A),
5% (), 7% (0) khéi luong & diéu kién t = 30°C, hoat do nuéc a,, = 0,99

Véi néng dd 1% ethanol tac dung tc ché
cta chung dén su phat trién cta 3 chung
nidm chua duge thé hién ré nét. Nhung khi
néng d6 ethanol tang 1én t6i 3% thi tac dung
tc ché cta ching t6i su phat trién 3 chung
ndm méc dugc thé hién rd rét hon, dudng
kinh phat trién cta khuén lac da giam dang
ké so v6i cong thic d6i ching. Khi néng do
ethanol ¢ cac cong thtc thi nghiém ting 1én
thi duong kinh phat trién cta khuén lac ndm
méc ciing giam dan theo thoi gian thé hién
rat ro. O ndng d6 5%, dudng kinh ctia khuin
lac chi tang 1én 2; 1,5; 1,5 lan sau 3 ngay
nuoi cdy lan lugt véi cac chung A. flavus NN1,
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Hinh 2. Téc d phat trién ctia 3 chiing nAm méc A. flavus NN1 (A), P. digitatum TP1
(B), P. italicum TP2 (C), trén méi truong PDA c6 bd sung ethanol & diéu kién t = 30°C,
hoat d§ nuéc a,, = 0,99

Hinh 2 cho th4y, su phat trién cia ndm
méc giam dan theo su gia ting ctia néng do
ethanol va biéu hién rat ro rét. O néng do
ethanol 5% thi ndm méc phat trién kém, toc
do6 chi dat 4; 2,97 va 3,1 (mm ngay™). Trong
khi d6 6 cong thiic d6i chiing, toc d6 phat
trién dat 12,47; 10,3 va 12,62 (mm ngay"),
lan lugt véi A. flavus NN1, P. digitatum
TP1, P. italicum TP2.

Piéu nay duge thé hién rd hon tai nong
d6 ethanol 7%: toc do phat trién caa 3 chung
1a rat nhé 0,15; 0,13 va 0,23 (mm ngay?’),
nhé hon so véi cong thic d6i ching (0%
ethanol) 14n lugt 14 80, 70 va 60 lan d6i véi
A. flavus NN1, P. digitatum TP1 va P.
italicum TP2. T cac két qua trén, c6 thé két
luan réng, 6 néng dd 7% thi su tc ché cua
ethanol d6i v6i ndm méc 1a t6t nhat. Ca 3
chting ndm mdc déu bi tc ché su phat trién
hoan toan tai néng d6 7%.

Cac hé s6 tuong quan ctia phuong trinh
héi quy tuyén tinh ctia 3 chiing ndm méc va
tai cac néng dd ethanol khac nhau déu lén
hon 0,9. Diéu nay thé hién mé hinh hdi quy
tuyén tinh bac 1 rat thich hop cho su miéu ta
anh hudng ctia nong dd ethanol téi toc do
phat trién cta 3 ching ndm méc.

3.3. Toc do phat trién ctia 3 chiing nAm méc

A. flavus NN1, P. digitatum TP1, P.
italicum TP2 & nong dé ethanol 5%

Dua vao cac két qua va s6 liéu thu dugc,
nghién ctiu da tién hanh so sanh toc do phat

trién cta 3 ching ndm mdc A. flavus NN1, P.
digitatum TP1, P. italicum TP2 tai néng do
ethanol 5% (Hinh 3).

Qua hinh 3 va hinh 4 c¢6 thé nhan thdy
chtng ndm A. flavus NN1 phat trién manh
hon 2 ching n&m Penicillium & diéu kién
nhiét @6 30°C; hoat d6 nudc a,, 0,99 va néng
d6 xtt 1y ethanol 1a 5%. Su phat trién cta 2
chiing nadm Penicillium ciing c6 khac nhau,
nhung su khéc biét nay khong rd rét, ndm P.
digitatum phéat trién kém hon ndm P.
italicum. Vay c6 thé sip xép theo thi tu do
nhay cam v6i ethanol 1an lugt 1la P.
digitatum, tiép dén P. italicum va cudi ciing
1a A. flavus.

Téc d6 phat trién cta 3 chung ndm giam
dan tit chung A. flavus NN1 14 4,0 (mm ngay™)
dén P. italicum TP1 1la 3,1 (mm ngay?) va
th&p nhat 12 ndm P. digitatum TP2 chi dat
2,9 (mm ngay™).
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Van téc phat trien (mnvYngay)

P. digitatum P. italicum A. flavus

Chung nam

Hinh 3. T6c d6 phat trién ctia 3 chiing nAm méc A. flavus NN1, P. digitatum TP1,
P. italicum TP2 trén méi trudng PDA c6 bd sung 5% ethanol & diéu kién t = 30°C,

hoat do nudec a,, = 0,99
A . .

A. flavus NN1 P. digitatum TP1 P. italicum TP2

Hinh 4. Khuén lac A. flavus NN1, P. digitatum TP1, P. italicum TP2 trén méi truong
PDA sau 48h gid nuéi cAy & diéu kién t = 30°C, hoat do nuéc a,, = 0,99
nong d6 ethanol 0% (A), 5% (B)
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Cac hinh anh (Hinh 4) cia 3 ching ndm
sau 2 ngay nudi cdy da cho thay su khac biét
vé su phat trién cta cic chiung ndm nghién
ctu dua theo hinh thai hé s¢i nAm va mau sic
khuédn lac. Sau 2 ngay, ching nim
Penicillium méi bt ddu hinh thanh hé sgi
ndm va mau cta khuén lac méi hoi ¢6 mau
trang ctia hé sgi ndm, nhung ndm A. flavus
NNT1 lai ¢6 biéu hién céac hé s¢i ndm ctia ndm
da hinh thanh rd va khuén lac ¢6 mau tring
chiing t6 hé sgi ndm bit dAu phat trién manh.

4. THAO LUAN

Geiges va Kuchen (1981) da chi ra ring,
néng d6 5% ethanol (khéi lugng) du ngén
chin sy phét trién cta ndm 7. harzianum
trén banh mi, tai d6 4m 46% va nhiét do
25°C. Ngoai ra, Geiges va Kuchen (1981) con
cho biét ndm T. harzianum nhay cam véi
ethanol nhiéu hon so véi P. expansum hay A.
oryzae. Ethanol c6 thé tc ché hoan toan su
phat trién ciia ndm méc P. citrinum (4,4%
khéi lugng) va P. glaucum (4% khéi lugng)
(Krause va Ellis, 1973). Theo nghién ctu
nay, dé tic ché hoan toan su phat trién cta 3
chiing ndm nghién ctu, ndong do ethanol phai
cao hon (7% khéi lugng). C6 thé giai thich su
khac nhau gitia két qua ctia nghién ciu nay
va két qua cua cac tac gid nude ngoai bdi cac
diéu kién thi nghiém va cac chuing gidng
nghién ctu khong hoan toan giéng nhau (dic
biét 14 vé hoat d6 nudc, moi trudng nudi cay,
nhiét o).

Sau 5 ngay xu ly bdi hoi ethanol véi
noéng do 0,16% (thé tich) da 1am cham su théi
hong trén qud cam bdéi nadm moc P.
digitatum va P. italicum lan lugt 13 10 ngay
va 8 ngay (Yuen va cs., 1995). Két qua cia
nghién ctu nay nhan dugc cing tucong tu
nhu nhan xét trén: ndm P. digitatum TP1
nhay cam véi ethanol hon so véi P. italicum
TP2. Tai sao P. digitatum lai nhay cam hon
v6i ethanol ? diéu nay c6 thé giai thich bang
lugng ethanol tac dung lén mang té bao.
Lugng ethanol tac dung lén mang té& bao

cang 16n néu dién tich tiép xidc gitia bé mit
t& bao va moi trudng cé chiia ethanol cang
16n. Nam P. digitatum c6 bao tt dai 6 - 8 um
va ¢6 thé 1én t6i 15 um, con kich thuée cua
bao ti nadm P. italicum va A. flavus nho hon,
lan lugt 14 3 - 5 ym va 4 - 5 um (Pitt va
Hocking, 1999) nén dién tich tiép xtc cua
bao ti P. digitatum v6i ethanol 16n hon.
Nhung cling ¢6 nhiing nghién ctu chi ra
ring, tai nhiét d6 25°C cac bao ti ciua P.
implicatum véi kich thuée bao ti 2,5 - 3 um
lai nhay cam véi ethanol 10% (thé tich) hon
so véi P. expansum c6 kich thuéc bao ti 3 -
3,6 um hay P. lanoso-coeruleum (P.
commune Thom) cé kich thuéc bao ti 1a 3,5 -
4 um (Geiges va Kuchen, 1981). Vi vay, chua
thé két luan duge su lién quan gitia kich
thudc bao ti va su nhay cam véi ethanol,
nhung c6 thé chic chin rdng néng do
ethanol bén trong t& bao quyét dinh téi su
nhay cadm cta cic ching ndm méc (Cullis va
De Kruijff, 1979).

Ethanol dugc coi 14 hgp chit khong doc
hai GRAS (Generally Regarded as Safe) tai
Hoa Ky (USDA National Organic Program.
2001). Két qua nghién cGiu nay da chi ra
dugc kha ning tng dung ctua ethanol nhu
mot chat phong trit ndm tu nhién va can
nghién cu sdu hon ntia trong cong nghé
thuc phdm, bao quan rau qua sau thu hoach
vi day 1a nhiing loai thuc phdm c6 nguy co
nhiém nam cao.

5. KET LUAN

Két qua nghién ctiu dude trinh bay trén
da thé hién dugc hiéu qua cia ethanol trong
viéec ngan chin su phat trién cia 3 chuing
nadm moc ¢ cac diéu kién t = 30°C, hoat do
nudéc a, = 0,99. Chung nadm méoc P. digitatum
TP1 man cam véi ethanol nhat, sau d6 1a P.
italicum TP2 va A. flavus NN1.

Kha ning tc ché su phat trién cta 3
chiing nd&m méc néi trén phu thudc vao néng
d6 st dung ethanol. Tai nong dd 7% ethanol,
ca 3 ching nd&m méc déu bi tic ché hoan toan.
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Két qua nghién ctu nay da khang dinh kha
ning tng dung ethanol dé tc ché su phat
trién clia ndm méc trong viéc bao quan thuc
pham va néng san sau thu hoach.

Can tiép tuc nghién ctu st dung cac
diéu kién nhiét do va hoat d6 nudc khac
nhau nham xac dinh dong thoi ndéng do
ethanol, nhiét d6 va hoat d6 nuéc thich hgp
cho viéc tic ché su phat trién cia ndm mdéc va
tién t6i dua ra qui trinh st dung trong qua
trinh bao quan ndéng san sau thu hoach.
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HIÖU QU¶ ETANOL NG¡N CHÆN Sù PH¸T TRIÓN CñA NÊM MèC 


Efficiency of Ethanol Inhibition of Moulds Growth Rate 


Đào Thiện1, Trần Thanh Hoa2, Trần Thị Lan Hương1


1Khoa Công nghệ thực phẩm, Trường Đại học Nông nghiệp Hà Nội
2Viện Công nghệ sinh học-Cộng nghệ thực phẩm, Trường Đại học Bách Khoa Hà Nội
Địa chỉ email tác giả liên lạc: dao.thien@hua.edu.vn


TÓM TẮT


Nhiều loại nấm mốc phát triển gây hại trên nông sản sau thu hoạch. Tổn thất do nấm mốc gây ra chiếm hơn 20% sản lượng hàng năm, vì vậy cần nghiên cứu các biện pháp nhằm hạn chế tổn thất sau thu hoạch bởi nấm mốc. Ethanol được coi là một hợp chất không độc hại GRAS (Generally Regarded as Safe) có thể được hình thành nhờ quá trình chuyển hóa sinh học. Kết quả nghiên cứu được trình bày trong bài báo này bước đầu đã chỉ ra được tiềm năng của ethanol trong việc ngăn chặn sự phát triển của 3 chủng nấm mốc Aspersillus flavus NN1, Penicillium digitatum TP1, Penicillium italicum TP2. Với nồng độ ethanol 7% khối lượng trong điều kiện t = 30oC, hoạt độ nước aw = 0,99 đã ức chế hoàn toàn sự phát triển của 3 chủng nấm mốc nghiên cứu nói trên. Kết quả này mở ra khả năng ứng dụng ethanol trong bảo quản nông sản, thay thế các hợp chất hóa học độc hại với môi trường đang được sử dụng hiện nay.

Từ khóa: Aspersillus flavus, ethanol, nấm mốc, Penicillium digitatum, Penicillium italicum, ức chế.


SUMMARY


The moulds are rapidly growth and they seriously damage agricultural production after harvest. The losses were estimated at an approximately 20% per year. Consequently, it is necessary to control the moulds contamination of the postharvest products. Ethanol is used as Non-biological control, in which involve chemicals that are Generally Regarded as Safe product (GRAS). This study showed that the conditions 300C, 0,99 aw, 7% ethanol w/w completely inhibit the development of three strains Aspersillus flavus NN1, Penicillium digitatum TP1 and Penicillium italicum TP2. The results  confirmed that the ethanol was reported to control postharvest decay of three strain moulds and the applicability of ethanol in the preservation of agricultural products could replace the toxic chemical compounds.


Key words: Aspersillus flavus, ethanol, inactivation, moulds, Penicillium digitatum, Penicillium italicum. 
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1. §ÆT VÊN §Ò


ViÖt Nam cã khÝ hËu nhiÖt ®íi, nãng Èm nªn rÊt thuËn lîi cho nÊm mèc ph¸t triÓn. NÊm mèc cã mÆt kh¾p mäi n¬i vµ th­êng ph¸t sinh, ph¸t triÓn trªn c¸c s¶n phÈm l­¬ng thùc, thùc phÈm, rau qu¶. Bªn c¹nh viÖc nÊm mèc g©y h­ háng, thèi r÷a, lµm gi¶m chÊt l­îng vµ gi¸ trÞ sö dông n«ng s¶n, cßn cã rÊt nhiÒu loµi nÊm mèc tiÕt ®éc tè g©y bÖnh cho con ng­êi, trong ®ã nhiÒu lo¹i ®éc tè do nÊm tiÕt ra ¶nh h­ëng nghiªm trong tíi søc khoÎ con ng­êi, thËm chÝ cã thÓ g©y tö vong nh­ aflatoxin, ochratoxin A, patulin… (D'Mello vµ Macdonald, 1997).  


RÊt nhiÒu c«ng tr×nh nghiªn cøu c¸c biÖn ph¸p nh»m ng¨n chÆn sù ph¸t triÓn cña nÊm mèc trªn n«ng s¶n sau thu ho¹ch ®· ®­îc c«ng bè nh­ b¶o qu¶n tr¸i c©y sau thu ho¹ch b»ng ho¸ chÊt nh­ sulfitsodium Na2SO3 (sinh ra khÝ SO2 ®Ó trõ mèc), hoÆc lµm chËm qu¸ tr×nh chÝn cña tr¸i c©y b»ng c¸ch sö dông mét sè ho¸ chÊt nh­ nitrat b¹c (AgNO3), axit gibberellic (GA3)... Tuy nhiªn, c¸c lo¹i hãa chÊt nãi trªn ®Òu lµ nh÷ng ho¸ chÊt ®éc h¹i, nÕu liÒu l­îng sö dông v­ît qu¸ møc cho phÐp cã thÓ ¶nh h­ëng tíi søc khoÎ ng­êi tiªu dïng. §Æc biÖt c¸c s¶n phÈm xö lý b»ng ho¸ chÊt gÆp ph¶i rµo c¶n rÊt nghiªm ngÆt khi xuÊt khÈu sang c¸c n­íc nh­ EU, Mü, NhËt. V× vËy, viÖc nghiªn cøu theo h­íng s¶n xuÊt n«ng s¶n s¹ch nªn thùc hiÖn b»ng ph­¬ng ph¸p phßng trõ sinh häc tr­íc vµ sau thu ho¹ch. CÇn h¹n chÕ sö dông c¸c hãa chÊt ®éc h¹i, nªn thay b»ng c¸c chÊt kh«ng ®éc h¹i. GÇn ®©y, mét xu h­íng ®ang ®­îc ph¸t triÓn trªn thÕ giíi lµ sö dông c¸c s¶n phÈm cã nguån gèc tù nhiªn hay sinh häc ®Ó b¶o qu¶n n«ng s¶n. Ethanol tõ l©u ®· ®­îc biÕt ®Õn nh­ mét chÊt kh¸ng khuÈn (Daifas vµ cs.; 2000, 2003), lµ s¶n phÈm ®­îc t¹o thµnh tõ qu¸ tr×nh chuyÓn ho¸ sinh häc tõ glucoza nhê vi sinh vËt. Ethanol ®­îc thÕ giíi c«ng nhËn lµ mét hîp chÊt kh«ng ®éc h¹i GRAS (Generally Regarded as Safe) (USDA National Organic Program, 2001) vµ ®· ®­îc sö dông trong nhiÒu lÜnh vùc (Romanazzi vµ cs., 2007; Karabulut vµ cs., 2004). 


Trªn thÕ giíi cã nhiÒu c«ng tr×nh nghiªn cøu vÒ kh¶ n¨ng sö dông ethanol nh­ hîp chÊt kh¸ng nÊm, nh­ng vÊn ®Ò nµy t¹i ViÖt Nam hiÖn nay vÉn ch­a ®­îc quan t©m. V× vËy, nghiªn cøu nµy mong muèn b­íc ®Çu kh¼ng ®Þnh kh¶ n¨ng øng dông ethanol nh»m ng¨n chÆn sù ph¸t triÓn cña nÊm mèc.


2. VËT LIÖU Vµ PH¦¥NG PH¸P
      NGHI£N CøU


2.1. Chñng nÊm mèc


Chñng nÊm mèc sö dông cho nghiªn cøu lµ Aspersillus flavus NN1 ®­îc ph©n lËp tõ mÉu thãc nhiÔm nÊm mèc. Penicillium digitatum TP1, P. italicum TP2 ®­îc ph©n lËp tõ c¸c mÉu qu¶ cam háng. §Æc ®iÓm h×nh th¸i c¸c chñng nÊm mèc phï hîp theo miªu t¶ cña Samson vµ cs. (1995). C¸c chñng nÊm mèc ®­îc nu«i cÊy trªn m«i tr­êng PDA (m«i tr­êng khoai t©y, glucose vµ agar) vµ ®­îc b¶o qu¶n ë nhiÖt ®é 40C.


2.2. M«i tr­êng nu«i cÊy 


M«i tr­êng nu«i cÊy sö dông ®Ó thu nhËn bµo tö lµ m«i tr­êng PDA vµ kiÓm tra kh¶ n¨ng øc chÕ cña ethanol lµ m«i tr­êng PDA cã bæ sung ethanol víi c¸c nång ®é lÇn l­ît lµ 1, 3, 5, 7% so víi khèi l­îng. pH ban ®Çu cho c¸c thÝ nghiÖm lµ 5,7 ( 0,1. C¸c thÝ nghiÖm ®­îc tiÕn hµnh ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 300C, ho¹t ®é n­íc aw lµ 0,99 vµ ®­îc lÆp l¹i 3 lÇn.


2.3. ChuÈn bÞ dung dÞch bµo tö nÊm mèc


NÊm mèc ®­îc nu«i cÊy trªn m«i tr­êng PDA ë 300C. Sau 7 ngµy, tiÕn hµnh thu håi bµo tö nÊm mèc víi 5 ml dung dÞch n­íc muèi sinh lý (NaCl 9 g/l n­íc cÊt) cã bæ sung thªm Tween 80 (0,1% thÓ tÝch) b»ng c¸ch g¹t nhÑ trªn bÒ mÆt cña nÊm mèc víi sù trî gióp cña pipet Pasteur. MÉu kiÓm tra cho thÊy, c¸c bµo tö thu håi theo ph­¬ng ph¸p trªn ®Òu ®¶m b¶o 100% ®é sèng sãt, phï hîp víi c¸c nghiªn cøu tr­íc ®©y (Dao vµ cs., 2008). Dung dÞch bµo tö nÊm mèc ®­îc x¸c ®Þnh nång ®é b»ng buång ®Õm Malassez vµ chuÈn ho¸ ®Ó ®¹t ®­îc nång ®é 2.105 ®Õn 4.105 ml-1.


2.4. §iÒu kiÖn nu«i cÊy 


M«i tr­êng nu«i cÊy PDA, bæ sung nång ®é ethanol tõ 0 ®Õn 7% (khèi l­îng). Ethanol ®­îc bæ sung khi nhiÖt ®é m«i tr­êng 450C vµ m«i tr­êng sau khi bæ sung ethanol ®­îc chia ®Òu vµo c¸c ®Üa th¹ch, mçi ®Üa 20 ml. Sau khi m«i tr­êng ®«ng tô ®­îc ®Æt trong hép kÝn víi dung tÝch 2 lÝt trªn mét gi¸ ®ì. Nång ®é ethanol ®­îc kiÓm so¸t b»ng dung dÞch ethanol 100 ml cïng nång ®é víi m«i tr­êng nu«i cÊy ë ®¸y hép. M«i tr­êng ®­îc ®Æt trong hép sau 48h ë 300C nh»m c©n b»ng nång ®é gi÷a thÓ h¬i vµ thÓ láng tr­íc khi tiÕn hµnh nu«i cÊy c¸c chñng nÊm mèc. TÊt c¶ c¸c thÝ nghiÖm ®­îc lÆp l¹i 3 lÇn víi thêi gian nu«i cÊy kh¸c nhau.


2.5. §¸nh gi¸ tèc ®é t¨ng tr­ëng cña
        ®­êng kÝnh khuÈn l¹c


Sù ph¸t triÓn cña nÊm mèc ®­îc x¸c ®Þnh trùc tiÕp b»ng ®­êng kÝnh ph¸t triÓn cña khuÈn l¹c theo thêi gian (Trinci, 1969; Gervais vµ cs., 1988). 


Tèc ®é t¨ng tr­ëng cña nÊm mèc ((, mm ngµy-1), ®­îc x¸c ®Þnh dùa trªn ®é dèc (hÖ sè a) cña b¸n kÝnh vßng khuÈn l¹c so víi thêi gian theo ph­¬ng tr×nh håi quy tuyÕn tÝnh.


2.6. Xö lý sè liÖu 


C¸c sè liÖu ®­îc xö lý thèng kª trªn phÇn


mÒm Slide Write 5.0 vµ Microsoft Excel. 


3. KÕT QU¶ NGHI£N CøU 


3.1. ¶nh h­ëng cña nång ®é ethanol tíi
       ®­êng kÝnh ph¸t triÓn cña khuÈn l¹c 
       cña 3 chñng nÊm mèc A. flavus NN1, 
       P. digitatum TP1, P. italicum TP2

C¸c chñng nÊm mèc ®­îc nu«i cÊy trong ®iÒu kiÖn ph¸t triÓn tèi ­u: nhiÖt ®é 30oC vµ aw 0,99 víi c¸c nång ®é ethanol thay ®æi lÇn l­ît lµ 0; 1; 3; 5 vµ 7% (H×nh 1). 


Tõ h×nh 1 cã thÓ thÊy ®­îc sù kh¸c biÖt mét c¸ch râ rÖt sù ph¸t triÓn cña c¸c chñng nÊm mèc thÓ hiÖn qua ®­êng kÝnh ph¸t triÓn khuÈn l¹c theo thêi gian. ë c«ng thøc ®èi chøng, ®­êng kÝnh khuÈn l¹c lín nhÊt. §­êng kÝnh cña khuÈn l¹c t¨ng lªn h¬n 4 lÇn sau 3 ngµy nu«i cÊy ®èi víi c¶ 3 chñng nÊm mèc. 
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H×nh 1. Sù ph¸t triÓn cña nÊm A. flavus NN1 (A), P. digitatum TP1 (B), P. italicum TP2 (C) trªn m«i tr­êng PDA cã bæ sung ethanol víi c¸c nång ®é 0% (♦), 1% (■), 3% (▲), 5% (●), 7% (o) khèi l­îng ë ®iÒu kiÖn t = 30oC, ho¹t ®é n­íc aw = 0,99


Víi nång ®é 1% ethanol t¸c dông øc chÕ cña chóng ®Õn sù ph¸t triÓn cña 3 chñng nÊm ch­a ®­îc thÓ hiÖn râ nÐt. Nh­ng khi nång ®é ethanol t¨ng lªn tíi 3% th× t¸c dông øc chÕ cña chóng tíi sù ph¸t triÓn 3 chñng nÊm mèc ®­îc thÓ hiÖn râ rÖt h¬n, ®­êng kÝnh ph¸t triÓn cña khuÈn l¹c ®· gi¶m ®¸ng kÓ so víi c«ng thøc ®èi chøng. Khi nång ®é ethanol ë c¸c c«ng thøc thÝ nghiÖm t¨ng lªn th× ®­êng kÝnh ph¸t triÓn cña khuÈn l¹c nÊm mèc còng gi¶m dÇn theo thêi gian thÓ hiÖn rÊt râ. ë nång ®é 5%, ®­êng kÝnh cña khuÈn l¹c chØ t¨ng lªn 2; 1,5; 1,5 lÇn sau 3 ngµy nu«i cÊy lÇn l­ît víi c¸c chñng A. flavus NN1,


P. digitatum TP1, P. italicum TP2. T¸c dông øc chÕ sù ph¸t triÓn cña nÊm mèc thÓ hiÖn râ nhÊt ë nång ®é ethanol b»ng 7%. Víi nång ®é nµy, ®­êng kÝnh khuÈn l¹c gÇn nh­ kh«ng thay ®æi sau 3 ngµy nu«i cÊy ®èi víi c¶ 3 chñng nÊm mèc.


3.2. Tèc ®é ph¸t triÓn cña 3 chñng nÊm
       mèc A. flavus NN1, P. digitatum 
       TP1, P. italicum TP2


KÕt qu¶ øc chÕ sù ph¸t triÓn cña nÊm mèc bëi ethanol ®­îc thÓ hiÖn râ rÖt h¬n qua h×nh tèc ®é ph¸t triÓn cña c¸c chñng nÊm mèc (H×nh 2). 








H×nh 2. Tèc ®é ph¸t triÓn cña 3 chñng nÊm mèc A. flavus NN1 (A), P. digitatum TP1 (B), P. italicum TP2 (C), trªn m«i tr­êng PDA cã bæ sung ethanol ë ®iÒu kiÖn t = 30oC, ho¹t ®é n­íc aw = 0,99


H×nh 2 cho thÊy, sù ph¸t triÓn cña nÊm mèc gi¶m dÇn theo sù gia t¨ng cña nång ®é ethanol vµ biÓu hiÖn rÊt râ rÖt. ë nång ®é ethanol 5% th× nÊm mèc ph¸t triÓn kÐm, tèc ®é chØ ®¹t 4; 2,97 vµ 3,1 (mm ngµy-1). Trong khi ®ã ë c«ng thøc ®èi chøng, t«c ®é ph¸t triÓn ®¹t 12,47; 10,3 vµ 12,62 (mm ngµy-1), lÇn l­ît víi A. flavus NN1, P. digitatum TP1, P. italicum TP2.


§iÒu nµy ®­îc thÓ hiÖn râ h¬n t¹i nång ®é ethanol 7%: tèc ®é ph¸t triÓn cña 3 chñng lµ rÊt nhá 0,15 ; 0,13 vµ 0,23 (mm ngµy-1), nhá h¬n so víi c«ng thøc ®èi chøng (0% ethanol) lÇn l­ît lµ 80, 70 vµ 60 lÇn ®èi víi A. flavus NN1, P. digitatum TP1 vµ P. italicum TP2. Tõ c¸c kÕt qu¶ trªn, cã thÓ kÕt luËn r»ng, ë nång ®é 7% th× sù øc chÕ cña ethanol ®èi víi nÊm mèc lµ tèt nhÊt. C¶ 3 chñng nÊm mèc ®Òu bÞ øc chÕ sù ph¸t triÓn hoµn toµn t¹i nång ®é 7%.


C¸c hÖ sè t­¬ng quan cña ph­¬ng tr×nh håi quy tuyÕn tÝnh cña 3 chñng nÊm mèc vµ t¹i c¸c nång ®é ethanol kh¸c nhau ®Òu lín h¬n 0,9. §iÒu nµy thÓ hiÖn m« h×nh håi quy tuyÕn tÝnh bËc 1 rÊt thÝch hîp cho sù miªu t¶ ¶nh h­ëng cña nång ®é ethanol tíi tèc ®é ph¸t triÓn cña 3 chñng nÊm mèc.


3.3. Tèc ®é ph¸t triÓn cña 3 chñng nÊm mèc
        A. flavus NN1, P. digitatum TP1, P.
       italicum TP2 ë nång ®é ethanol 5%


Dùa vµo c¸c kÕt qu¶ vµ sè liÖu thu ®­îc, nghiªn cøu ®· tiÕn hµnh so s¸nh tèc ®é ph¸t triÓn cña 3 chñng nÊm mèc A. flavus NN1, P. digitatum TP1, P. italicum TP2 t¹i nång ®é ethanol 5% (H×nh 3). 


Qua h×nh 3 vµ h×nh 4 cã thÓ nhËn thÊy chñng nÊm A. flavus NN1 ph¸t triÓn m¹nh h¬n 2 chñng nÊm Penicillium ë ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é 300C; ho¹t ®é n­íc aw 0,99 vµ nång ®é xö lý ethanol lµ 5%. Sù ph¸t triÓn cña 2 chñng nÊm Penicillium còng cã kh¸c nhau, nh­ng sù kh¸c biÖt nµy kh«ng râ rÖt, nÊm P. digitatum ph¸t triÓn kÐm h¬n nÊm P. italicum. VËy cã thÓ s¾p xÕp theo thø tù ®é nh¹y c¶m víi ethanol lÇn l­ît lµ P. digitatum, tiÕp ®Õn P. italicum vµ cuèi cïng lµ A. flavus.


Tèc ®é ph¸t triÓn cña 3 chñng nÊm gi¶m dÇn tõ chñng A. flavus NN1 lµ 4,0 (mm ngµy-1) ®Õn P. italicum TP1 lµ 3,1 (mm ngµy-1) vµ thÊp nhÊt lµ nÊm P. digitatum TP2 chØ ®¹t 2,9 (mm ngµy-1).
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H×nh 3. Tèc ®é ph¸t triÓn cña  3 chñng nÊm mèc A. flavus NN1, P. digitatum TP1, P. italicum TP2 trªn m«i tr­êng PDA cã bæ sung 5% ethanol ë ®iÒu kiÖn t = 30oC, ho¹t ®é n­íc aw = 0,99
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H×nh 4. KhuÈn l¹c A. flavus NN1, P. digitatum TP1, P. italicum TP2 trªn m«i tr­êng PDA sau 48h giê nu«i cÊy ë ®iÒu kiÖn t = 30oC, ho¹t ®é n­íc aw = 0,99
nång ®é ethanol  0% (A), 5% (B)


C¸c h×nh ¶nh (H×nh 4) cña 3 chñng nÊm sau 2 ngµy nu«i cÊy ®· cho thÊy sù kh¸c biÖt vÒ sù ph¸t triÓn cña c¸c chñng nÊm nghiªn cøu dùa theo h×nh th¸i hÖ sîi nÊm vµ mµu s¾c khuÈn l¹c. Sau 2 ngµy, chñng nÊm Penicillium míi b¾t ®Çu h×nh thµnh hÖ sîi nÊm vµ mµu cña khuÈn l¹c míi h¬i cã mµu tr¾ng cña hÖ sîi nÊm, nh­ng nÊm A. flavus NN1 l¹i cã biÓu hiÖn c¸c hÖ sîi nÊm cña nÊm ®· h×nh thµnh râ vµ khuÈn l¹c cã mµu tr¾ng chøng tá hÖ sîi nÊm b¾t ®Çu ph¸t triÓn m¹nh.


4. TH¶O LUËN


Geiges vµ Kuchen (1981) ®· chØ ra r»ng, nång ®é 5% ethanol (khèi l­îng) ®ñ ng¨n chÆn sù ph¸t triÓn cña nÊm T. harzianum trªn b¸nh m×, t¹i ®é Èm 46% vµ nhiÖt ®é 250C. Ngoµi ra, Geiges vµ Kuchen (1981) cßn cho biÕt nÊm T. harzianum nh¹y c¶m víi ethanol nhiÒu h¬n so víi P. expansum hay A. oryzae. Ethanol cã thÓ øc chÕ hoµn toµn sù ph¸t triÓn cña nÊm mèc P. citrinum (4,4% khèi l­îng) vµ P. glaucum (4% khèi l­îng) (Krause vµ Ellis, 1973). Theo nghiªn cøu nµy, ®Ó øc chÕ hoµn toµn sù ph¸t triÓn cña 3 chñng nÊm nghiªn cøu, nång ®é ethanol ph¶i cao h¬n (7% khèi l­îng). Cã thÓ gi¶i thÝch sù kh¸c nhau gi÷a kÕt qu¶ cña nghiªn cøu nµy vµ kÕt qu¶ cña c¸c t¸c gi¶ n­íc ngoµi bëi c¸c ®iÒu kiÖn thÝ nghiÖm vµ c¸c chñng gièng nghiªn cøu kh«ng hoµn toµn gièng nhau (®Æc biÖt lµ vÒ ho¹t ®é n­íc, m«i tr­êng nu«i cÊy, nhiÖt ®é).


Sau 5 ngµy xö lý bëi h¬i ethanol víi nång ®é 0,16% (thÓ tÝch) ®· lµm chËm sù thèi háng trªn qu¶ cam bëi nÊm mèc P. digitatum vµ P. italicum lÇn l­ît lµ 10 ngµy vµ 8 ngµy (Yuen vµ cs., 1995). KÕt qu¶ cña nghiªn cøu nµy nhËn ®­îc còng t­¬ng tù nh­ nhËn xÐt trªn: nÊm P. digitatum TP1 nh¹y c¶m víi ethanol h¬n so víi P. italicum TP2. T¹i sao P. digitatum l¹i nh¹y c¶m h¬n víi ethanol ? ®iÒu nµy cã thÓ gi¶i thÝch b»ng l­îng ethanol t¸c dông lªn mµng tÕ bµo. L­îng ethanol t¸c dông lªn mµng tÕ bµo cµng lín nÕu diÖn tÝch tiÕp xóc gi÷a bÒ mÆt tÕ bµo vµ m«i tr­êng cã chøa ethanol cµng lín. NÊm P. digitatum cã bµo tö dµi 6 - 8 (m vµ cã thÓ lªn tíi 15 (m, cßn kÝch th­íc cña bµo tö nÊm P. italicum vµ A. flavus nhá h¬n, lÇn l­ît lµ 3 - 5 (m vµ 4 - 5 (m (Pitt vµ Hocking, 1999) nªn diÖn tÝch tiÕp xóc cña bµo tö P. digitatum víi ethanol lín h¬n. Nh­ng còng cã nh÷ng nghiªn cøu chØ ra r»ng, t¹i nhiÖt ®é 250C c¸c bµo tö cña P. implicatum víi kÝch th­íc bµo tö 2,5 - 3 (m l¹i nh¹y c¶m víi ethanol 10% (thÓ tÝch) h¬n so víi P. expansum cã kÝch th­íc bµo tö  3 -3,5 (m hay P. lanoso-coeruleum (P. commune Thom) cã kÝch th­íc bµo tö lµ 3,5 -4 (m (Geiges vµ Kuchen, 1981). V× vËy, ch­a thÓ kÕt luËn ®­îc sù liªn quan gi÷a kÝch th­íc bµo tö vµ sù nh¹y c¶m víi ethanol, nh­ng cã thÓ ch¾c ch¾n r»ng nång ®é ethanol bªn trong tÕ bµo quyÕt ®Þnh tíi sù nh¹y c¶m cña c¸c chñng nÊm mèc (Cullis vµ De Kruijff, 1979).


Ethanol ®­îc coi lµ hîp chÊt kh«ng ®éc h¹i GRAS (Generally Regarded as Safe) t¹i Hoa Kú (USDA National Organic Program. 2001).  KÕt qu¶ nghiªn cøu nµy ®· chØ ra ®­îc kh¶ n¨ng øng dông cña ethanol nh­ mét chÊt phßng trõ nÊm tù nhiªn vµ cÇn nghiªn cøu s©u h¬n n÷a trong c«ng nghÖ thùc phÈm, b¶o qu¶n rau qu¶ sau thu ho¹ch v× ®©y lµ nh÷ng lo¹i thùc phÈm cã nguy c¬ nhiÔm nÊm cao.

5. KÕT LUËN


KÕt qu¶ nghiªn cøu ®­îc tr×nh bµy trªn ®· thÓ hiÖn ®­îc hiÖu qu¶ cña ethanol trong viÖc ng¨n chÆn sù ph¸t triÓn cña 3 chñng nÊm mèc ë c¸c ®iÒu kiÖn t = 30oC, ho¹t ®é n­íc aw = 0,99. Chñng nÊm mèc P. digitatum TP1 mÉn c¶m víi ethanol nhÊt, sau ®ã lµ P. italicum TP2 vµ A. flavus NN1. 


Kh¶ n¨ng øc chÕ sù ph¸t triÓn cña 3 chñng nÊm mèc nãi trªn phô thuéc vµo nång ®é sö dông ethanol. T¹i nång ®é 7% ethanol, c¶ 3 chñng nÊm mèc ®Òu bÞ øc chÕ hoµn toµn. KÕt qu¶ nghiªn cøu nµy ®· kh¼ng ®Þnh kh¶ n¨ng øng dông ethanol ®Ó øc chÕ sù ph¸t triÓn cña nÊm mèc trong viÖc b¶o qu¶n thùc phÈm vµ n«ng s¶n sau thu ho¹ch.


CÇn tiÕp tôc nghiªn cøu sö dông c¸c ®iÒu kiÖn nhiÖt ®é vµ ho¹t ®é n­íc kh¸c nhau nh»m x¸c ®Þnh ®ång thêi nång ®é ethanol, nhiÖt ®é vµ ho¹t ®é n­íc thÝch hîp cho viÖc øc chÕ sù ph¸t triÓn cña nÊm mèc vµ tiÕn tíi ®­a ra qui tr×nh sö dông trong qu¸ tr×nh b¶o qu¶n n«ng s¶n sau thu ho¹ch. 
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