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TÓM TẮT 

Các điều kiện cố định tế bào nấm men phù hợp cho quá trình lên men cồn từ rỉ đường bằng 

phương pháp lên men liên tục đã được khảo sát, bao gồm nồng độ Na-alginate, nồng độ CaCl2, 
tốc độ dòng chảy tạo hạt, mật độ tế bào trong dung dịch gel. Ngoài ra đã đánh giá được việc tái 

sử dụng tế bào nấm men cố định trong lên men cồn trên môi trường rỉ đường qua 4 lần lên men. 

Kết quả cho thấy điều kiện cố định tế bào thích hợp là nồng độ chất mang Na-alginate 3 %, 

nồng độ dung dịch tạo gel CaCl2  2 %, mật độ giống thích hợp trong dịch chất mang 10
9
 tế 

bào/ml gel, tốc độ dòng chảy tạo hạt tế bào cố định cho hệ thống tạo hạt 24 kim (đường kính hạt 

0,5 cm) là  200 ml/phút. Ngoài ra kết quả đánh giá lên men cho thấy sau 4 lần lên men thì hạt tế 

bào cố định tái sử dụng vẫn có hoạt lực khá tốt, nồng độ cồn tạo ra chỉ giảm nhẹ (từ 11 %v /v 
xuống 10,5 % v/v) so với lần đầu sử dụng. 

Từ khóa: cồn, lên men liên tục, tế bào cố định, rỉ đường. 

 

1. MỞ ĐẦU 

Kĩ thuật cố định các xúc tác sinh học nói chung và kĩ thuật cố định tế bào nói riêng đã có 

nhiều ứng dụng quan trọng trong nhiều lĩnh vực khoa học và đời sống. Các loại hình kĩ thuật này 

đã mang lại nhiều hiệu quả kinh tế thiết thực và nhanh chóng đi vào thực tế. Cố định tế bào được 

hiểu là sự giam giữ các tế bào trong một không gian phản ứng và vẫn giữ được tính chất xúc tác 

và có thể được tái sử dụng nhiều lần hoặc liên tục để sản xuất những sản phẩm theo mong muốn. 

Nói cách khác cố định tế bào nhằm hạn chế mọi sự vận động vật lí của các tế bào bằng cách cố 

định chúng trên các vật thể gọi là chất mang bằng nhiều phương pháp như hấp thụ, liên kết ion, 

liên kết nguyên tử, bọc trong gel mà không ảnh hưởng tới hoạt tính sinh học của chúng [1 - 3]. 

Đối với phương pháp bao trong gel thì tế bào được bao bọc trong các chất polyme tự nhiên 

hay tổng hợp có khả năng gel hóa. Hình dáng bề ngoài của các chất xúc tác sinh học đã được cố 

định theo phương pháp bọc gel có thể thay đổi theo yêu cầu ví dụ hình cầu, hình trụ, sợi mảnh 

hay màng mỏng, nhưng dạng hình cầu là thông dụng nhất. Các chất mang thường được sử dụng 
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là alginat, k-carrageenan, pectin, agar, gelatin... Đây là các polyme tự nhiên không độc, dễ tạo 

gel và không có hại cho tế bào [4]. 

Một trong các chiến lược cải tiến quá trình lên men etanol là áp dụng kĩ thuật cố định tế bào 

để thu được quá trình lên men có năng suất và hiệu suất cao. Trong số các chất mang trong kĩ 
thuật cố định tế bào ứng dụng trong lên men cồn thì Ca-alginat được sử dụng rộng rãi nhất do 

gel có độ xốp cao cho phép cơ chất và sản phẩm lên men đi vào, đi ra được dễ dàng tạo thuận lợi 

cho việc trao đổi chất. Sự khuếch tán của glucoza và etanol vào và ra khỏi mạng lưới gel rất cao 

khoảng 90 % so với trong nước và do tính tương thích sinh học rất tốt cho phép các tế bào sống 

duy trì hoạt động sống của mình khi cố định trên mạng lưới gel, không độc, không gây ức chế 

hoạt động sống của tế bào [5 - 11]. 

2. NGUYÊN LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Nguyên liệu 

2.1.1. Giống vi sinh vật 

 Sử dụng nấm men Saccharomyces cerevisiae CNTP 7028 có trong bộ sưu tập giống vi 
sinh vật công nghiệp của Viện công nghiệp thực phẩm. 

2.1.2. Rỉ đường 

Rỉ đường của nhà máy đường Nông Cống - Thanh Hóa đã được lựa chọn. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu  

2.2.1. Phương pháp cố định tế bào nấm men trong hạt Ca - Alginate  

Nấm men được nhân giống các cấp trên môi trường glucose 60 g/l, (NH4)2SO4 3 g/l, 

MgSO4.7H2O 0,5 g/l, K2HPO4 0,6 g/l, cao nấm men 5 g/l ở 28 oC, li tâm lấy sinh khối tế bào, rửa 

bằng nước muối sinh lí 0,85%; sau đó trộn đều khuấy 30 phút với dung dịch Na - Alginate (đã 

thanh trùng 110 oC/30 phút) theo tỉ lệ nhất định để được nồng độ tế bào mong muốn từ 106 - 1010 

tế bào/ml alginate gel; hỗn hợp được khuấy đều trên máy khuấy từ và sau đó đưa vào bình chứa 

và tiến hành tạo hạt gel nhờ bơm định lượng qua hệ thống tạo hạt gồm 24 lỗ kim. Ở đây dung 

dịch tế bào/ Na Alginate từ các kim tạo hạt chảy vào bình đựng CaCl2 có nồng độ đã định và gel 

hóa ngay lập tức. Các hạt hình thành sẽ được lưu lại trong dung dịch (khuấy liên tục) trong thời 

gian nhất định để có độ bền cơ học mong muốn. Sau đó sử dụng ngay hoặc bảo quản trong dung 

dịch CaCl2 0,5 % ở 2 – 4 oC [12]. 

2.2.2. Phương pháp lên men 

Rỉ đường được xử lí, tách cặn và điều chỉnh về độ đường 210 g/l. Các thí nghiệm lên men 

được tiến hành trong bình tam giác 500 ml chứa 400 ml môi trường rỉ đường đã được tiệt trùng. 

Nhiệt độ lên men từ 28 – 30 
o
C. Bình lên men được nút kín bằng nút cao su thông với ống thủy 

tinh hình chữ U phình to ở một trong hai nhánh; cho glycerine vào chỗ phình to để tránh bay hơi 

nước. Theo dõi quá trình lên men bằng cách cân trọng lượng CO2 thoát ra nhờ cân khối lượng 

bình. 

2.2.3. Xác định tế bào nấm men nhờ buồng đếm Thomas 
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Dịch được gạn bỏ hạt Ca - Alginate, lắc đều, pha loãng rồi đưa vào buồng để đếm. Khi xác 

định lượng tế bào có trong hạt, thì lấy một lượng hạt nhất định, rửa sạch rồi xử lí hòa tan hạt với 

dung dịch xitrat - Na 5 % trong 30 phút sau đó đem pha loãng và đếm nhờ buồng đếm Thomas. 

2.2.4. Xác định lượng tế bào sống  

Dịch lên men: pha loãng 4 lần, lấy 1 ml cho lên môi trường thạch, dùng bàn trang trang đều 

rồi để trong tủ ấm 30 
0
C trong 48 giờ; sau đó đếm số khuẩn lạc đã mọc rồi đem nhân với hệ số 

pha loãng ta có số tế bào sống trong 1ml dịch men [12]. 

Hạt Ca - Alginate: lấy một gam hạt, rửa sạch, xử lí với dung dịch Na - xitrat 5 % trong 30 

phút, sau đó pha loãng và đưa lên mặt thạch của hộp petri và làm tiếp như đã làm với dịch nấm 

men. Kết quả thu được là lượng tế bào sống có trong 1 gam hạt Ca – Alginate. 

2.2.5. Xác định nồng độ cồn nhờ máy xác định cồn của hãng DUJARDIN - SALLERON 

Dựa trên nguyên tắc xác định điểm sôi của dung dịch cồn nước. Từ nhiệt độ sôi tra bảng sẽ có 

kết quả phần trăm cồn chứa trong dịch men (tính theo phần trăm thể tích). 

2.2.6. Xác định lượng CO2 thoát ra trong quá trình lên men 

 Cân trọng lượng bình lên men để xác định được lượng CO2 tạo thành trong quá trình lên 

men. 

2.2.7. Xác định hàm lượng axit tổng theo phương pháp chuẩn độ  

Độ chua được biểu thị bằng số ml dung dịch NaOH 0,1 N cần thiết để trung hòa hết lượng 

axit tự do chứa trong 10 ml dịch cần phân tích [13]. 

2.2.8. Phân tích đường khử:  theo phương pháp Graxianop.  

2.2.9. Tính hiệu suất chuyển hóa đường ra cồn 

Tính theo lượng cồn thu được trong thực tế chia cho lượng cồn nhận được theo lí thuyết và 

biểu thị theo phần trăm.  

Lượng cồn tính được theo phương trình Gaylussac: 

    C6H12O6 → 2 C2H5OH + 2CO2 

        180                92,1          88 

Nếu tính cho 100 kg đường đôi thì nhân với hệ số 1,0526. Lượng cồn thu được từ 100 kg 

đường đôi tính theo lí thuyết là 68,2 lít hoặc 53,83 kg. 

Lượng nguyên liệu đường đôi được đưa đi lên men là: a kg 

Lượng dịch sau lên men thu được là b lít 

Nồng độ rượu trong dịch sau lên men là c (% v/v) 

    HSCH = (b.c/ a.0,682). 100 % 
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3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Lựa chọn nồng độ chất mang Na – Alginate phù hợp cho quá trình cố định tế bào 

Để xác định nồng độ chất mang Na - alginate phù hợp với quá trình cố định tế bào cho lên 

men cồn, tiến hành làm thí nghiệm với các mẫu có nồng độ Na - alginate khác nhau thay đổi từ 

2 % đến 4 %, sử dụng nồng độ tế bào là 10
9
 tế bào/ml dịch Na - alginate, nồng độ dung dịch tạo 

gel CaCl2 là 2 %. Sau đó các hạt có chứa tế bào nấm men được lên men trong các bình tam giác 

500 ml có chứa 400 ml rỉ đường nồng độ đường khoảng 200 g/l, đã được xử lí và bổ sung các 

chất vi lượng: Cao nấm men 1 g/l, NH4Cl 1 g/l, urea 0,1 g/l, tỉ lệ hạt tế bào cố định so với dịch 

lên men là 10 (% w/v). Bình lên men được gắn với ống cổ cong chữ U. Cân khối lượng bình để 

xác định lượng CO2 thoát ra hàng ngày để đánh giá năng lực lên men của các mẫu thí nghiệm, 

đo các chỉ tiêu khác như: nồng độ cồn, đường dư, đếm số lượng tế bào nấm men ... vào cuối quá 

trình lên men. Các kết quả thu được thể hiện ở bảng 3.1 và bảng 3.2.  

Bảng 3.1.  Ảnh hưởng của nồng độ Na – Alginate đến diễn biến lên men. 

Thời gian lên men 

(ngày) 

Lượng CO2 thoát ra (g) 

2 % 2,5 % 3 % 3,5 % 4 % 

1 20,5 20,6 21,3 20,5 20,2 

2 15,2 15,3 15,3 14,6 14,5 

3 10,2 10,4 10,5 10,3 10,4 

4 4,4 4,5 4,6 4,2 4,3 

5 0,3 0,3 0,6 0,5 0,4 

6 0,2 0,1 0,3 0,3 0,3 

7 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2 

8 0,1 0 0 0,1 0,1 

Bảng 3.2. Ảnh hưởng của nồng độ Na - Alginate đến các chỉ tiêu dịch lên men. 

Chỉ tiêu 2 % 2,5 % 3 % 3,5 % 4 % 

Đường dư (%) 1,8 1,5 0,8 1,4 1,9 

Cồn % (v/v) 10,3 10,7 11,3 10,8 10,2 

HSCH đường ra cồn 

(%) 

88,58 90,53 92,00 90,97 88,22 

Nồng độ tế bào thoát ra 

ngoài × 10
4
 (tế bào/ml) 

7,2 6,9 6,5 6,8 7,3 
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Qua bảng 3.1 và bảng 3.2 ta nhận thấy rằng động hộc quá trình lên men thể hiện qua lượng 

CO2 tạo thành không có sự khác biệt nhiều giữa các mẫu thí nghiệm, với nồng độ chất mang là 

3 % sẽ thu được lượng cồn cao (11,3 % v/v), lượng đường sót thấp (0,8 %), hiệu suất chuyển hóa 

cao nhất (92 %) trong các nồng độ chất mang. Nồng độ chất mang thấp thì khả năng giữ tế bào 

trong gel không tốt, độ bền cơ học của hạt kém, cho nên hạt dễ bị vỡ, tế bào nấm men dễ thoát ra 

khỏi hạt. Nếu nồng độ chất mang cao quá thì cũng ảnh hưởng đến độ bền và khả năng lên men 

của hạt tế bào cố định, điều này có thể là do sự tồn tại ở mức cao của  ion Na
+
 là một sự trở ngại 

đối với sự bền vững của gel vì Na
+
 có thể cạnh tranh với vị trí Ca

+2
 và nếu như hai ion này đổi 

chỗ cho nhau thì gel sẽ bị hòa tan. Vì thế hạt tái sử dụng sẽ không được hiệu quả như mong 

muốn.̀̀̀
̀̀̀
̀̀̀
̀̀̀
̀̀̀
̀̀̀
̀̀̀

 ̀̀̀
̀̀̀
̀̀̀
̀̀̀

Vì vậy, với nồng độ chất mang Na - alginate là 3 % là tối ưu cho khả năng gel hóa. 

3.2. Lựa chọn nồng độ dung dịch tạo gel CaCl2 phù hợp cho quá trình cố định tế bào   

Sau khi đã xác định được nồng độ chất mang alginate thích hợp, chúng tôi tiếp tục làm thí 
nghiệm để xác định nồng độ của dung dịch tạo gel CaCl2 với 5 mẫu khác nhau, thay đổi từ 1 % 

đến 5 %. Quá trình lên men được thực hiện tương tự như  mục 3.1.  

Bảng 3.3.  Ảnh hưởng của nồng độ dung dịch tạo gel đến diễn biến lên men. 

Thời gian lên men 

(ngày) 

Lượng CO2 thoát ra (g) 

1 % 2 % 3 % 4 % 5 % 

1 18,7 21,3 19,2 17,5 17,2 

2 13,1 15,25 13,6 12,3 12,1 

3 9,6 10,5 10,3 9,6 9,5 

4 4,5 5,2 5,0 4,6 4,2 

5 1,4 1,8 1,6 1,2 0,8 

6 0,4 0,8 0,6 0,5 0,4 

7 0,1 0,3 0,2 0,2 0,1 

8 0,1 0 0,1 0,1 0,1 

Bảng 3.4.  Ảnh hưởng của nồng độ dung dịch tạo gel đến các chỉ tiêu của dịch lên men. 

Chỉ tiêu 1 % 2 % 3 % 4 % 5 % 

Đường dư (%) 1,5 1,0 2,3 2,9 3,2 

Cồn % (v/v) 10,5 11,2 10,2 9,4 9,0 

HSCH đường ra cồn (%) 91,25 92,26 90,28 85,79 84,11 

Nồng độ tế bào thoát ra 

ngoài × 104 (tế bào/ml) 

12 6,5 5,5 5,1 4,6 

Tỉ lệ tế bào sống/chết trong 

dịch 

6,8 6,0 4,1 3,9 3,7 

Lượng CO2 tạo thành cho thấy khi cố định tế bào với nồng độ dung dịch tạo gel khác nhau 

đã có ảnh hưởng tới quá trình lên men, nồng độ CaCl2 2 % cho động học lên men diễn ra tốt nhất 

thể hiện qua lượng CO2 tạo thành cao nhất. Với nồng độ dung dịch tạo gel CaCl2 1 % lượng tế 
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bào thoát ra ngoài khá lớn (12 × 10
4
). Nguyên nhân là do trong quá trình tạo gel ở nồng độ CaCl2 

thấp, quá trình tạo gel chậm và xảy ra không hoàn toàn, kích thước lỗ gel lớn, tế bào nấm men 

thoát ra ngoài nhiều, trở thành những tế bào nấm men tự do, điều đó sẽ ảnh hưởng đến việc tái 

sử dụng các hạt tế bào cố định. Nếu như nồng độ CaCl2 cao, quá trình polyme hóa diễn ra nhanh 

chóng, tốc độ khuếch tán các ion Ca2+  vào tâm hạt gel nhanh nhưng lại ảnh hưởng tới tế bào nấm 

men vì CaCl2 là muối rất háo nước. Ở nồng độ cao, áp suất thẩm thấu lớn diễn ra quá trình thoát 

nước từ trong tế bào của nấm men ra ngoài, làm cho tế bào nấm men co lại và chết đi, điều này 

thể hiện rất rõ qua tỉ lệ tế bào sống/chết giảm đi đáng kể. Với nồng độ dung dịch tạo gel CaCl2                  

2 % thu được lượng cồn cao (11,2 % v/v), lượng đường sót thấp (1,0 %), hiệu suất chuyển hóa 

cao (92,26 %), so với các chỉ tiêu tương ứng của các mẫu có nồng độ CaCl2 khác là cao hơn hẳn. 

3.3. Lựa chọn tỉ lệ giống thích hợp trong dung dịch chất mang cho khả năng giam giữ và 
độ bền của hạt tế bào cố định tốt nhất 

Để khảo sát vấn đề này, chúng tôi tiếp tục làm thí nghiệm với các mẫu có tỉ lệ giống khác 

nhau, thay đổi từ 106 đến 1010 tế bào/ml dịch Na - alginate. Thực hiện quá trình lên men tương tự 

như mục 3.1. Các kết quả thu được ghi trong bảng 3.5 và bảng 3.6.  

Bảng 3.5. Ảnh hưởng của tỉ lệ giống trong hạt tế bào cố định đến diễn biến lên men. 

Thời gian lên men  

(ngày) 

Lượng CO2 thoát ra (g) 

106 

(tế bào/ml) 

107 

(tế bào/ml) 

108 

(tế bào/ml) 

109 

(tế bào/ml) 

1010 

(tế bào/ml) 

1 11,2 17,7 20,7 21,6 22,1 

2 7,6 12,5 13,4 15,6 15,9 

3 4,1 8,3 9,3 10,4 10,5 

4 1,6 3,5 4,2 5,8 6,1 

5 0,8 1,2 1,5 2,0 2,3 

6 0,2 0,2 0,4 0,6 0,8 

7 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2 

8 0,1 0,1 0,1 0 0 

Bảng 3.6. Ảnh hưởng của tỉ lệ giống trong hạt tế bào cố định đến chỉ tiêu của dịch lên men. 

Chỉ tiêu 
10

6
 

(tế bào/ml) 

10
7
 

(tế bào/ml) 

10
8
 

(tế bào/ml) 

10
9
 

(tế bào/ml) 

10
10

 

(tế bào/ml) 

Thời gian lên men 

(ngày) 

11 10 9 8 8 

Đường dư (%) 4,1 2,1 1,3 0,9 0,9 

Cồn % (v/v) 8,2 9,5 10,2 11,0 11,0 

HSCH đường ra cồn 

(%) 

80,25 83,14 85,45 91,12 91,12 

Nồng độ tế bào thoát ra 

ngoài × 104 (tế bào/ml) 

0,52 0,78 2,1 6,3 120 

Số liệu ở bảng 3.5 và bảng 3.6 cho thấy khi cố định tế bào với mật độ càng cao thì quá trình 

lên men diễn ra nhanh hơn, nồng độ cồn và hiệu suất biến đổi đường thành cồn cao hơn so với 
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mật độ tế bào thấp, mật độ tế bào trong gel ảnh hưởng tới hầu như mọi chỉ tiêu dịch sau lên men. 

Ví dụ, tại mật độ tế bào 10
9
 và 10

10
 tế bào/ml dịch Na - alginate, thời gian lên men ngắn lại, 

trong khi đó tại mật độ tế bào thấp hơn (10
6
 tế bào/ml dịch Na - alginate), thời gian lên men lại 

kéo dài hơn. Các hạt cố định tế bào nồng độ giống cao (10
9
 và 10

10
 tế bào/ml dịch Na - alginate) 

tạo ra 11,0 (% v/v) cồn với hiệu suất chuyển hóa đường/cồn là 91,12 %, cao hơn khá nhiều so 

với các hạt tế bào cố định nồng độ giống thấp. Qua bảng 3.6 ta thấy, mẫu có nồng độ 1010 tế 

bào/ml dịch Na - alginate thì nồng độ tế bào thoát ra  là 120 × 10
4
, nhiều hơn đáng kể so với mẫu 

có nồng độ 10
9
 tế bào/ml dịch Na – Alginate, như vậy việc cố định tế bào với mật độ giống quá 

cao thì cũng không thực sự hiệu quả. Vì vậy tỉ lệ 10
9
 tế bào/ml dịch Na - Alginate là phù hợp 

nhất cho quá trình cố định tế bào. 

3.4. Lựa chọn tốc độ dòng chảy tạo hạt tế bào cố định 

Tiến hành làm thí nghiệm để xác định tốc độ dòng chảy tạo hạt cố định để hạt có độ bền 
phù hợp nhất với quá trình lên men nhờ tế bào cố định. Thí nghiệm được thực hiện với các mẫu 

có tốc độ dòng chảy dịch chất mang có chứa sinh khối nấm men vào dịch CaCl2 thay đổi từ 150 

ml/phút đến 250 ml/phút qua hệ thống tạo hạt 24 lỗ kim (tạo hạt có đường kính hạt 0,5 cm). Các 

điều kiện khác thực hiện tương tự như thí nghiệm trên. Kết quả của thí nghiệm với 5 mẫu với 

các tốc độ dòng chảy khác nhau được nêu ở bảng 3.7 và bảng 3.8. 

Bảng 3.7. Ảnh hưởng của tốc độ dòng chảy tạo hạt tế bào cố định đến diễn biến lên men. 

Thời gian lên men 

(ngày) 

Lượng CO2 thoát ra (g) 

150 

ml/phút 

180 

ml/phút 

200 

ml/phút 

220 

ml/phút 

250 

ml/phút 

0 0 0 0 0 0 

1 21,3 21,5 21,6 21,6 21,2 

2 14,6 14,1 14,8 14,8 14,3 

3 9,8 10,2 10,4 9,9 9,6 

4 5,4 5,3 5,7 5,4 5,6 

5 1,3 1,7 2,2 2,0 1,8 

6 0,4 0,6 0,9 0,6 0,3 

7 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 

8 0,1 0 0 0 0,1 

Bảng 3.8. Ảnh hưởng của tốc độ dòng chảy tạo hạt tế bào cố định đến chỉ tiêu lên men 

Chỉ tiêu 
150 

ml/phút 

180 

ml/phút 

200 

ml/phút 

220 

ml/phút 

250 

ml/phút 

Đường dư (%) 2,4 2,0 1,8 2,3 2,6 

Cồn % (v/v) 9,8 10,1 10,9 10,3 10,0 

HSCH đường ra cồn 

(%) 

87,34 87,91 91,03 90,25 90,08 

Nồng độ tế bào thoát 

ra ngoài × 104 (tế 

bào/ml) 

6,2 6,4 6,5 6,9 7,0 
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Qua bảng số liệu ta thấy động học của quá trình lên men không khác biệt nhiều thể hiện qua 

lượng CO2 tạo thành giữa các mẫu thí nghiệm là gần như tương đương nhau, tất cả các chỉ tiêu 

của các mẫu đều không quá chênh lệch, nhưng với mẫu có tốc độ dòng chảy là 200 ml/phút cho 

các kết quả tối ưu hơn: Độ cồn cao nhất (10,9 % v/v), lượng đường dư thấp (1,8 %), hiệu suất 

chuyển hóa (HSCH) đường ra cồn cao nhất (91,03 %). Vì vậy, tốc độ dòng chảy 200 ml/phút là 

thích hợp nhất để tạo hạt cố định tế bào. 

3.5. Đánh giá hoạt lực lên men của tế bào cố định theo thời gian lên men 

Để tìm hiểu khả năng sử dụng lâu dài hạt gel cố định nhằm tiết kiệm trong sản xuất và làm 

tiền đề cho lên men liên tục vốn là lợi thế của công nghệ cố định tế bào, đã tiến hành bốn đợt lên 

men liên tiếp bằng hạt gel cố định tái sử dụng. Sau mỗi đợt lên men, gạn bỏ dịch rỉ đường, rửa 

hạt gel bằng nước muối sinh lí vô trùng, sau đó cho môi trường mới vào và lên men tiếp. Các 

điều kiện cố định tế bào và lên men thực hiện tương tự như các thí nghiệm trên. 

Bảng 3.9. Ảnh hưởng của thời gian tái sử dụng tế bào cố định đến diễn biến lên men. 

Thời gian lên men 

(ngày) 

Lượng CO2 thoát ra (g) 

Lần 1 Lần 2 Lần 3 Lần 4 

1 21,3 21,1 21,0 20,7 

2 15,6 15,4 15,2 14,6 

3 10,2 10,0 9,8 9,4 

4 5,7 5,4 5,2 4,8 

5 1,4 0,6 0,5 0,3 

6 0,8 0,3 0,2 0,2 

7 0,3 0,1 0,1 0,1 

8 0 0 0 0 

Bảng 3.10. Các chỉ tiêu dịch lên men theo các lần tái sử dụng tế bào cố định. 

Chỉ tiêu Lần 1 Lần 2 Lần 3 Lần 4 

Đường dư (%) 1,2 1,5 1,6 1,9 

Cồn % (v/v) 11,0 10,8 10,7 10,5 

HSCH đường ra cồn (%) 91,5 91,35 91,18 90,81 

Nồng độ tế bào thoát ra ngoài × 104 

(tế bào/ml) 

5,9 6,2 6,5 6,8 

Khi sử dụng tới 4 lần hoạt lực lên men của tế bào nấm men trong các hạt gel cố định vẫn 

không bị thay đổi đáng kể thể hiện qua cả lượng CO2 tạo thành và kết quả phân tích dịch sau lên 

men. Nồng độ cồn trong dịch dấm chín và hiệu suất chuyển hóa đường/cồn có xu hướng giảm, 
nhưng không nhiều lắm (từ 11,0 % v/v) cồn và 91,5 % hiệu suất chuyển hóa lần đầu xuống 10,5 
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(% v/v cồn) và 90,81 % hiệu suất chuyển hóa ở lần thứ 4. Nồng độ tế bào thoát ra ngoài có xu 

hướng tăng lên sau mỗi lần lên men có thể vì sau mỗi lần tái sử dụng hạt cố định tế bào thì kích 

thước của hạt tăng do hạt gel bị trương nở và đồng thời lỗ của các hạt gel này ngày một to ra, dẫn 

đến tế bào nấm men có thể thoát ra ngoài nhiều hơn, tuy nhiên tỉ lệ thoát so với lượng còn lưu giữ 

được trong hạt là không nhiều, có thể nhận thấy điều này qua hình ảnh chụp hạt tế bào cố định 

(hình 1). Sau bốn lần lên men tái sử dụng  mà độ cồn tạo thành thay đổi không nhiều cho nên khả 

năng tái sử dụng các hạt gel này là rất lớn, điều này mở ra khả năng ứng dụng hạt tế bào cố định 

trong lên men liên tục [14]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

(a)   

            (a)                  (b) 

                            

  

 

 

 

 

 

 

 

      

           (c)                                              (d) 

Hình 1. Hình ảnh chụp mặt ngoài và mặt cắt tế bào cố định: 

 (a): Mặt ngoài hạt trước khi lên men   (c) Mặt ngoài hạt sau khi lên men lần 4 

 (b) Mặt cắt hạt trước khi lên men   (d) Mặt cắt hạt sau khi lên men lần 4. 

4. KẾT LUẬN 

Lựa chọn được điều kiện cố định tế bào là nồng độ chất mang Na-alginate là 3 %, nồng độ 

dung dịch tạo gel CaCl2  là 2 %, tỉ lệ giống thích hợp trong dịch chất mang là 109 tế bào/ml gel 

cho khả năng giam giữ tế bào trong hạt gel cao, tốc độ dòng chảy tạo hạt tế bào cố định cho hệ 

thống tạo hạt 24 kim (đường kính hạt 0,5 cm) là  200 ml/phút. 
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Sơ bộ đánh giá hoạt lực lên men của tế bào cố định theo thời gian lên men là rất tốt, nồng 

độ cồn trong dịch lên men vẫn đạt tới 10,5 (% v/v) sau khi sử dụng hạt tế bào cố định lên men đến 

lần thứ 4. 
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ABSTRACT 

 IMMOBILIZATION OF YEAST CELLS FOR APPLICATION IN ALCOHOL 

FERMENTATION FROM MOLASSES 

Nguyen Thi Huong1, *, Dang Hong Anh2
, Nguyen Thu Van2, Giang The Viet2,                  

Nguyen Xuan Bach2, Tran Ngoc Bich2 

1
Hanoi University of Science and Technology 

2
Food Industries Research Institute 

*
Email: huongnt-uto@mail.hut.edu.vn 

The optimal condition to immobilize yeast cells for continuous alcohol fermentation such 

as sodium alginate and calcium cloride concentration, immobilized bead flow rate, yeast cell 

density in gel solution was investigated. Besides, the activity of immobilized beads reused for 4 

times was checked. 

The result indicated that the concentration of sodium algiante 3 % and calcium chloride 
2 %, cell density in gel solution about 109 CFU/ml, immobilized bead flow rate 200 ml/min 

were suitable conditions. At this condition, after 4 times reused, the immobilized cells were 

determined  stable activity while alcohol concentration in mash reduced slightly (from 11 % v/v 

to 10,5 % v/v). 

Keywords: alcohol, continuous fermentation, immobilized cell, molasses 

 


