Nghiên cứu, đánh giá phương pháp bảo quản vi khuẩn
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Tóm tắt:  Nghiên cứu này là kết quả thử nghiệm, so sánh hai phương pháp bảo quản lỏng và đông khô đối với vi khuẩn Vibrio fischeri nhằm tìm ra phương pháp bảo quản tối ưu cho quy trình sản xuất kit phát hiện nhanh một số loại độc tính cấp của nước sinh hoạt. Với phương pháp bảo quản lỏng, bổ sung dinh dưỡng khác nhau (Sacarose 12%; NaCl 5%; sữa gầy 10% và NaCl 4%; sữa gầy 10% và NaCl 5%; Glyxerol 10%; sữa gầy 10%), kết hợp chất bảo vệ và ổn định tế bào (quá trình bọc vi cầu alginate) sau đó được lưu giữ trong khoảng thời gian dài (6 tháng) ở các nhiệt độ -20ºC, -5ºC, 5ºC. Phương pháp đông khô bổ sung dinh dưỡng bao gồm sữa gầy 10% (ĐK1); sữa gầy 10% và NaCl 1% (ĐK2); Lactose 10% (ĐK3) sau đó được lưu giữ trong khoảng thời gian dài (6 tháng) ở các nhiệt độ -20ºC, -5ºC, 5ºC. Kết quả cho thấy, phương pháp bảo quản lỏng bằng sữa gầy 10% kết hợp bọc vi cầu alginate cường độ phát quang sau 6 tháng ổn định và cao nhất, ở tháng thứ 6 cường độ phát quang vẫn còn đạt 8,9x104 RLU/ml. 
Từ khóa: Vibrio fischeri, bảo quản lâu dài, đông khô, chế tạo kit.
1. Mở đầu*
Các phương pháp xác định độc chất trong nguồn nước thông thường phải tiến hành trong phòng thí nghiệm, đòi hỏi các máy móc, thiết bị và dụng cụ chuyên dụng. Phương pháp phân tích hiện đại có thể phát hiện các chất ở nồng độ vết như phương pháp quang phổ hấp thụ nguyên tử (AAS), plasma cảm ứng (ICP) quang phổ phát xạ nguyên tử và phương pháp khối phổ plasma cảm ứng (ICP-MS), thiết bị sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC), hệ thống sắc ký khí khối phổ (GC-MS)… Tuy nhiên trong điều kiện thực địa ngoài hiện trường hoặc trong những tình huống độc cấp tính thì các phương pháp này lại không thể đáp ứng yêu cầu về thời gian phải rất ngắn (các kiểm tra nhanh trước khi sử dụng) [1]. 
Hiện nay ở nước ta, độc tính cấp trong môi trường nước do ô nhiễm kim loại nặng và thuốc bảo vệ thực vật đang trở thành vấn đề cấp bách. Hàm lượng đồng, chì, cadimi, asen… trong nước dùng cho sinh hoạt cao vượt ngưỡng cho phép nhiều lần. Các độc chất này có khả năng gây độc, gây bệnh nguy hiểm cho con người và động thực vật [1].

Một trong những phương pháp thường được sử dụng để phát hiện nhanh độc tính cấp trong môi trường nước của các kim loại nặng và thuốc bảo vệ thực vật trong nước là sử dụng vi khuẩn phát quang Vibrio fischeri ứng dụng trong các bộ kit. Vibrio fischeri là một loại vi khuẩn dị dưỡng, Gram âm, dạng hình que, có hai roi để hỗ trợ di chuyển và nó có khả năng phát quang nhờ sản phẩm phụ của hô hấp nội bào [3,4]. Khi phá vỡ hoạt động sống bình thường của vi khuẩn làm cản trở quá trình hô hấp, khiến chúng giảm khả năng phát quang [5]. 

Đặc điểm phát quang của Vibrio fischeri đã được ứng dụng để nghiên cứu phát hiện độc tính của môi trường nước. Trên thế giới, các nhà khoa học đã chế tạo thành công bộ thuốc thử Microtox (Hoa Kỳ) có thành phần chủ yếu là Vibrio fischeri dạng đông khô. Bộ thuốc thử trên có thể phát hiện  khoảng 2.700 hoá chất, trong 15 ( 60 phút và chi phí hiệu quả thấp [6]. Tuy nhiên, ngoài những ưu điểm đã được biết đến thì để ứng dụng trong điều kiện thực địa, bộ kit này vẫn còn một số tồn tại như: bảo quản thuốc thử cần nhiệt độ thấp (-15 oC đến - 25oC), mất thêm thời gian để hoạt hóa vi khuẩn và với riêng nước ta thì phải nhập ngoại. Ở Việt Nam, việc sử dụng vi khuẩn được tiêu chuẩn hóa trong TCVN 6831:2010 và được đề cập trong nhiều nghiên cứu. Việc sử dụng vi khuẩn Vibrio fischeri để phát hiện các độc chất trong nước cần nhập ngoại bộ kit, cần thời gian và chưa đánh giá độc tính cho hỗn hợp ngoài thực tế. Do đó, việc nghiên cứu các điều kiện bảo quản vi khuẩn Vibrio fischeri tạo cơ sở khoa học cho việc sản xuất kit phát hiện nhanh độc tính cấp của nước ứng dụng các trong hoạt động thực địa. Đây là một hướng rất mới, có tiềm năng để tạo ra bộ kit phát hiện nhanh độc tính cấp của nước với nguồn nguyên liệu tại chỗ, sản xuất tại Việt Nam, có chi phí rẻ và phù hợp với điều kiện ở Việt Nam.

2. Thực nghiệm
2.1. Hoá chất 
- Vi khuẩn Vibrio fischeri sử dụng cho nghiên cứu được phân lập từ nước đầm nuôi tôm Đình Vũ, Hải Phòng, được tiến hành tại Viện Công nghệ mới/Viện KH&CN Quân sự.
- Vi khuẩn được nuôi cấy ở 26ºC, pH 6-7, NaCl 2%, tốc độ lắc 200 vòng/phút trong môi trường photobacterium có thành phần trong 1 lít môi trường (g/L): CaCl2.2H2O 1,5g; MgCl2.6H2O 5,5g; MgSO4.7H2O 6,9g; pepton 5g; KCl 0,7g; NaCl 28,2g; Cao nấm men 5g [2].
- Quá trình bọc vi khuẩn bằng vi cầu alginate được thực hiện theo Dedi F. và cộng sự [3]. Theo đó, các bước thực hiện gồm: 
+ Pha 1,5 ml dung dịch alginate (2% w/v) trộn với chất lỏng parafin (4,5 ml), và 2-3 giọt Tween 80 đặt trên máy khuấy từ ở tốc độ 900 vòng/phút trong 20 phút để tạo thành hỗn hợp nhũ tương.

+ Bổ sung 1,5 ml dịch vi khuẩn Vibrio fischeri vào hỗn hợp nhũ tương, trộn đều trên máy khuấy tốc độ 250 vòng/phút trong 10 phút.

+ Hỗn hợp nhũ tương và vi khuẩn được bổ sung CaCl2 0,15M- parafin (tỷ lệ 2:1 v/v), khuấy nhẹ hỗn hợp ở 80 vòng/phút.

+ Vi khuẩn Vibrio fischeri sau khi được bọc bằng các vi cầu alginate được thu lại bằng ly tâm 1000 vòng/phút trong 10 phút, sau đó được rửa lại 3 lần bằng nước vô trùng.

+ Vi cầu alginate thu được sau lọc được lưu giữ ở 5ºC trong dung dịch CaCl2 3%.

- Dung dịch pha loãng vi khuẩn bằng NaCl 2% để đảm bảo áp suất thẩm thấu.

2.2. Phương pháp nghiên cứu điều kiện bảo quản
Chúng tôi đã tiến hành nghiên cứu ảnh hưởng của phương pháp bảo quản lỏng và phương pháp đông khô với nhiệt độ lưu giữ khác nhau. 

2.2.1. Phương pháp bảo quản lỏng

Khảo sát với sáu chất bảo quản bao gồm: Sacarose 12% (SA1); NaCl 5% (M5); sữa gầy 10% và NaCl 4% (MS4); sữa gầy 10% và NaCl 5% (MS5); Glyxerol 10% (MG2); sữa gầy 10% (S1). Các điều kiện bảo quản được kết hợp bọc vi cầu alginate [7,8]. Các bước thực hiện:
- Sử dụng vi khuẩn tươi đã được hoạt hóa và nuôi trong môi trường Photobacterium, dịch vi khuẩn được ly tâm 2000 v/p, trong 20-25 phút, thu lấy tế bào.

- Bổ sung các chất bảo quản khác nhau, với các nồng độ khác nhau vào các ống riêng biệt có hàm lượng tế bào vi khuẩn tương đồng để lựa chọn chất bảo quản và nồng độ bảo quản phù hợp nhất.

- Các ống bảo quản sau đó được bọc vi cầu alginate để ổn định cường độ phát quang và tăng độ nhạy. Nhiệt độ lựa chọn cho thí nghiệm này là 5ºC.
- Các ống được lấy mẫu tần suất 1 tháng/lần, trong vòng 6 tháng, đo cường độ phát quang bằng Deltox II để đánh giá mức độ, nhiệt độ, chất bảo quản và thời gian bảo quản phù hợp.

2.2.2. Phương pháp đông khô

- Phương pháp đông khô được thực hiện với ba chất bảo quản gồm: sữa gầy 10% (ĐK1); sữa gầy 10% và NaCl 1% (ĐK2); Lactose 10% (ĐK3) [9,10]. Các bước thực hiện:

- Sử dụng vi khuẩn tươi đã được hoạt hóa và nuôi trong môi trường Photobacterium, dịch vi khuẩn được ly tâm 2000 v/p, trong 20-25 phút, thu lấy tế bào.

- Hòa lại dịch vi khuẩn trong một số thành phần môi trường (ĐK1, ĐK2, ĐK3) sử dụng để đông khô. Qúa trình này để đạt được mật độ vi khuẩn 5.109 CFU/g môi trường sau khi hòa lại cần đặc hơn dịch vi khuẩn trước khi ly tâm khoảng 10 lần. Các thành phần môi trường thử nghiệm để đông khô.

- Dịch vi khuẩn sau khi hòa lại được để lạnh -20ºC tạo thành đá trong 24 giờ.


- Các lọ chứa vi khuẩn đông đá được đông khô trong thời gian 48-50 giờ đến khô xốp hoàn toàn (độ ẩm ≈5%).

- Sản phẩm sau đông khô được bảo quản ở 3 điều kiện nhiệt độ (-20ºC, -5ºC, 5ºC) và định kỳ lấy mẫu, hoạt hóa bằng NaCl 2% để đo cường độ phát quang của vi khuẩn sau mỗi khoảng thời gian (1 tháng/lần trong vòng 6 tháng) để đánh giá thành phần đông khô và nhiệt độ bảo quản phù hợp sau khi đông khô. 
3. Kết quả và biện luận
3.1. Ảnh hưởng của điều kiện bảo quản
3.1.1. Bảo quản vi khuẩn Vibrio fischeri dạng lỏng
Ảnh hưởng của thành phần chất bảo quản:

Đánh giá ảnh hưởng của thành phần chất bảo quản, vi khuẩn được bảo quản lỏng kết hợp bọc vi cầu alginate với 6 chất khác nhau, được kí hiệu trong mục 2.2.1, và được lưu giữ ở cùng một nhiệt độ (5ºC). Kết quả cường độ phát quang của Vibrio fischeri sau các khoảng thời gian bảo quản được thể hiện tại hình 1: 
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Hình 1: Sự ảnh hưởng của thành phần chất bảo quản đến độ phát quang của 

vi khuẩn (5ºC) 

Từ hình 1 nhận thấy môi trường bảo quản có thành phần Saccarose 12% (SA1), NaCl 5% (M5), sữa gầy 10% + NaCl 4% (MS4), sữa gầy 10% + NaCl 5% (MS5), Glyxerol 10% (MG2), có thể duy trì được cường độ ánh sáng vi khuẩn trong thời gian dài (đến 6 tháng), cường độ phát quang giảm nhanh hơn từ tháng thứ 4 (khoảng 20-30%) và cường độ phát quang đo được còn đáng kể ở tháng thứ 6 (105-106 RLU/ml). Đáng chú ý ở mẫu bảo quản bằng sữa gầy 10% có cường độ phát quang cao hơn cả so với các phương pháp mang lại hiệu quả đã được chọn lựa để so sánh [11,12]. Mức cường độ ánh sáng còn lại ở tháng thứ 6 đạt cao nhất (36%) so với SA1 - 6%, M5- 12%, MS4-2%, MS5-28%, MG2-24%. Qúa trình bảo quản trong thời gian dài luôn giữ được mức cường độ trong khoảng 105-106 RLU/ml đảm bảo cho quá trình thử nghiệm độc tính. Sữa gầy được lựa chọn là phương pháp tối ưu cho lưu trữ vi khuẩn trong môi trường lỏng ở điều kiện lạnh (5ºC). Như chúng ta đã biết, sữa gầy có khả năng bảo vệ tế bào trong điều kiện khắc nghiệt, giúp vi khuẩn thích ứng với môi trường nuôi cấy nhanh chóng, và độ phát quang sinh học cao và ổn định; trong khi đó, sản phẩm Microtox Model 500 hay Microtox FX của Azur Environmental [12] chỉ chứa NaCl và nước cất, do đó cần nhiều thời gian để hoạt hoá vi khuẩn, phép thử sẽ mất thêm nhiều thời gian. Như vậy, nghiên cứu này đã đưa ra phương pháp bảo quản lỏng bằng môi trường với sữa gầy 10% kết hợp bọc trong vi cầu alginate giúp lưu giữ ánh sáng ở mức cao nhất trong các khoảng thời gian nghiên cứu.

Ảnh hưởng của nhiệt độ bảo quản:

Để đánh giá ảnh hưởng của nhiệt độ đến điều kiện bảo quản, chúng tôi đã sử dụng kết quả từ thí nghiệm trên, sữa gầy 10%. Kết quả được minh hoạ trong hình 2:
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Hình 2: Sự ảnh hưởng của nhiệt độ khi bảo quản với sữa gầy 10% đến độ phát quang của vi khuẩn


Hình 2 cho thấy bảo quản ở nhiệt độ -20ºC đo được Vibrio fischeri có cường độ phát quang cao hơn so với bảo quản ở các nhiệt độ khác (-5ºC, 5ºC, 25ºC). Ở nhiệt độ -20ºC mức giảm ánh sáng chậm và ổn định hơn sau các tháng. Khả năng bảo quản giảm dần ở các mức nhiệt độ theo chiều hướng -20ºC > -5ºC > 5ºC > 25ºC, chỉ riêng bảo quản ở nhiệt độ phòng (25ºC) vi khuẩn Vibrio fischeri có cường độ phát đạt giá trị nhỏ hơn hẳn và giảm mạnh ở các khoảng thời gian bảo quản. Cụ thể cường độ phát quang còn lại sau 6 tháng chỉ bằng 1/1.500 lần so với bảo quản ở -20ºC, -5ºC, 5ºC trong cùng một phương án bảo quản. Ở nhiệt độ -20ºC, -5ºC, 5ºC cho khả năng bảo quản tương đối cao, trên 28% sau 6 tháng bảo quản và chênh lệch cường độ quang giữa ba nhiệt độ bảo quản không lớn, chỉ khoảng 2-6%. 


Vì vậy để thuận lợi, đảm bảo cho sử dụng khi thực địa vùng sâu, vùng xa, nhiệt độ bảo quản được lựa chọn tối ưu ở 5ºC.

3.1.2. Bảo quản Vibrio fischeri dạng đông khô

Vi khuẩn sau khi đông lạnh ở -20ºC được tiến hành đông khô. Quá trình lưu giữ ở các khoảng thời gian đo được cường độ phát quang trong Bảng 1: 

Bảng 1: Ảnh hưởng của thành phần đông khô và nhiệt độ bảo quản đến cường độ phát quang của vi khuẩn Vibrio ficheri

	TT
	Thời gian
	Nhiệt độ (ºC)
	Cường độ phát quang

ĐK1 (RLU/ml)
	Cường độ phát quang

ĐK2 (RLU/ml)
	Cường độ phát quang

ĐK3

(RLU/ml)

	1
	1 tháng
	-20
	1,1x106
	1,0x106
	8,1x106

	2
	
	-5
	1,09x106
	1,00x106
	7,80x105

	3
	
	5
	1,01x106
	9,50x105
	7,10x105

	4
	2 tháng
	-20
	9,60x105
	9,20x105
	6,40x105

	5
	
	-5
	8,80x105
	8,80x105
	6,10x105

	6
	
	5
	7,70x105
	8,10x105
	5,50x105

	7
	3 tháng
	-20
	7,20x105
	5,20x105
	3,20x105

	8
	
	-5
	6,10x105
	4,70x105
	2,60x105

	9
	
	5
	5,00x105
	4,60x105
	2,10x105

	10
	4 tháng
	-20
	3,80x105
	1,20x105
	6,00x104

	11
	
	-5
	2,30x105
	9,80x104
	5,80x104

	12
	
	5
	1,70x105
	8,60x104
	5,20x104

	13
	5 tháng
	-20
	9,80x104
	5,10x103
	1,10x104

	14
	
	-5
	5,60x104
	4,50x103
	8,20x103

	15
	
	5
	3,30x104
	4,10x103
	7,60x103

	16
	6 tháng
	-20
	1,20x104
	2,10x103
	6,30x103

	17
	
	-5
	8,10x103
	1,70x103
	1,20x103

	18
	
	5
	5,00x103
	3,80x102
	5,60x102



Kết quả cho thấy, bảo quản bằng sữa gầy 10% trong môi trường Photobacterium (ĐK1) mang lại hiệu quả cao hơn so với ĐK2 và ĐK3. Tương đồng khi bảo quản lỏng, môi trường sữa gầy 10% cũng cho hiệu quả cao nhất, tuy nhiên giá trị cường độ phát quang đo được khi đông khô thấp hơn rất nhiều so với bảo quản lỏng. Trong cùng điều kiện đông khô thích hợp nhất (ĐK1), nhiệt độ bảo quản có ảnh hưởng đáng kể đến khả năng phát quang của vi khuẩn, được thể hiện trên hình 3:
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Hình 3: Sự ảnh hưởng của nhiệt độ khi bảo quản vi khuẩn đông khô với sữa gầy 10% đến độ phát quang của vi khuẩn


Hình 3 cho thấy lưu giữ ở -20ºC có cường độ phát quang lớn nhất và giảm dần theo chiều hướng -20ºC > -5ºC > 5ºC. Như vậy, quá trình thử nghiệm bảo quản vi khuẩn trong trường hợp bảo quản lỏng và đông khô cho thấy cả hai phương pháp đều có khả năng bảo quản vi khuẩn trong thời gian tương đối dài (6 tháng). Tuy nhiên, phương pháp bảo quản lỏng lại mang lại hiệu quả bảo quản và sự ổn định ánh sáng cao hơn đông khô. Đây cũng chính là ưu điểm của phương pháp này so với các sản phẩm nhập ngoại như Microtox Model 2, Microtox FX.
4. Kết luận

Kết quả nghiên cứu điều kiện bảo quản cho thấy phương pháp đông khô và bảo quản lỏng đều bảo lưu giữ được cường độ phát quang của vi khuẩn sau thời gian dài (6 tháng), tuy nhiên bảo quản lỏng có hiệu quả cao hơn so với phương pháp đông khô, phương án bảo quản tối ưu nhất là môi trường sữa gầy 10% kết hợp bọc vi cầu alginate, lưu giữ ở nhiệt độ 5ºC.
Lời cảm ơn
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Study the preservation methods of Vibrio fischeri to 

toxicant detecting kit
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Abstract: 
This study focused on comparing two preservation methods of Vibrio fischeri: liquid storage and freeze- drying storage to find out the optimal condition for kit production. Each preservation method includes: addition of certain nutrients (Sacarose 12%; NaCl 5%; skimmed milk 10% và NaCl 4%; skimmed milk 10% và NaCl 5%; Glyxerol 10%; skimmed milk 10%), component for cell protection and cell stabilization (combined with alginate microcapsules), then stored for six months at temperature -20ºC, -5ºC, 5ºC. The result showed that the liquid preservation method with 10% skimmed milk combined with alginate microcapsules, luminous intensity after 6 months was stable and highest 8.9x104 RLU /ml. 
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