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TOm tat

Nghién ciru nham xéc dinh céc diéu kién thich hop cho quy trinh san xuat dich thuy
phan 4u tring Rudi Linh den bang ché pham KMINA. Str dung céc vi sinh vt c6 kha
nang tiét ra enzyme protease gidp thuy phan 4u trung Rudi Linh den tao thanh phan bon
giau dinh dudng vai 5 chi tiéu chi tiéu nghién ctiu 1a: ham Iugng ché pham KMINA (1),
ham luong 4u tring Rudi Linh den (2), thoi gian @ (3), nhiét d6 u (4) va do pH (5). Két
qua cho thay cong thirc phdi tron va diéu kién thich hop dé san xuat dich thay phan 4u
tring Rudi Linh den bao gdm: 3 mL ché pham KMINA + 30 g au tring Rudi Linh den
+5 g mat ri + 30 mL nudc, thoi gian u la 25 ngay vai nhiét do 1a 35 °C va pH = 7 cho
ra két qua tot nhat v6i ham luong acid amin tu do dwoc xac dinh bing phuong phap do
quang pho UV-Vis la 718,52 pug/mL. Két qua nghién ciru gop phan xay dung quy trinh
san xuat dich thily phan au tring Rudi Linh den bang ché pham vi sinh KMINA, gop
phan tao thém su phong phi vé cac dong phan bén hitu co co loi cho cay trdng va than
thién véi con nguoi va moi truong.
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1 it van dé

Au tring caa Rudi Linh den (Hermetia illucens) duoc
cho la vé hai [1] va c6 vai trd quan trong trong viéc
phan hiy chét hitu co tuong tu nhu giun d4t, tao ra dinh
dudng cho dat. Ching chuyén hda chét thai hiru co
thanh protein chat lugng cao, gitp kiém soat sau bénh
va ky sinh tring, cung cap nguyén liéu cho san xuit
biodiesel va lam ngudn dinh dudng cho thirc an chan
nudi [2]. Au tring nay chtra khoang 50 % protein, 35
% chat béo, cting cac khoang chét nhu canxi, phét pho,
magié va natri. Thanh phan dinh dudng cua au tring
thay ddi tly theo chat nén nudi dudng.

Mic du ¢6 gia tri dinh dudng cao, viéc 4p dung au tring
Rudi Linh den (ATRLD) dé san xuit dich thiy phan
van chua duoc phd bién. Hién tai, dich thiy phan trén
thi truong chu yéu dugc san xuét tir ca, tran qué, ...
[3,4]. Viéc nudi ATRLD hién nay chi yéu phuc vu cho
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thirc an chin nudi, xir Iy phu pham néng nghiép hoic
san xuat phan bon hiru co [5]. Cac nghién cau qudc té
chu yéu tap trung vao kha niang xir Iy phu pham néng
nghiép cua ATRLD. Mot s6 nghién ctru di sir dung
enzyme protease dé thay phan au trung, nhung didu nay
dan dén chi phi san xuét cao va gia thanh san pham
ciling tang, kho tiép can véi ngudi tiéu ding.

Nghién ciru ndy nham muc dich sir dung ché pham vi
sinh chira cac chang vi sinh vat cd kha ning tiét enzyme
protease dé thuy phan ATRLD. Phuong phéap nay hira
hen s& giam chi phi san xuit so véi viéc sir dung
enzyme protease truc tiép [6]. Nghién ctru ciing s& danh
gia cac yéu td anh huong dén qué trinh thuy phan nham
t6i wu hoa quy trinh san xuat ATRLD. Viéc thiy phan
bang ché pham vi sinh khéng chi gilp giam gia thanh
san phiam ma con nang cao ham lugng dinh dudng
trong dich thuy phan, gop phan tao ra san pham dé tiép
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can hon cho ngudi tiéu ding va dem lai loi ich dang ké
cho san xuat néng nghiép. Do d6, viéc thiy phan
ATRLD bang ché pham vi sinh tré thanh mot giai phap
hiéu qua va mang lai nhiéu loi ich cho san xuat nong
nghiép.

2 Phuong phap nghién cuu

2.1 Phuong phap xtr ly mau

ATRLD 15 ngay tudi dugc lay tir céng ty Rudi Linh
den Hung Dién Phat rira sach va xay nhuyén. Sau khi
xay nhuyén, tién hanh phdi tron theo khéi lwong céc
thanh phan bao gom: ché phim KMINA + ATRLD
theo ti 18 va cac diéu kién nhu: thoi gian 1, nhiét do, 46
pH cua ting nghiém thire trong thi nghiém, ¢b dinh hai
thanh phan 1a 5 g mat ri duong va 30 mL nudc.

2.2 Thanh phan ché pham vi sinh KMINA

Hinh 1 BA tri thi nghiém thiy phan trong ong phancol
véi 3 lan lap lai

Vi khuén Bacillus spp.: 108 CFU/mL
Vi khuén quang hop Rhodobacter sp.: 4x108 CFU/mL
Vi khuén Lactobacillus spp.: 109 CFU/mL
N4am men Saccharomyces spp.: 2x108 CFU/mL
2.3 Phuong phap thuc hién
Thi nghiém duoc bé tri ngau nhién vai 3 nghiém thic
mai nghiém thirc 3 1an lap lai
2.3.1 Xac dinh ham luong ché pham KMINA thich hop
cho qua trinh thuy phan ATRLD
Thi nghiém dwoc thuc hién theo ting chi tiéu bang cach
sir dung ATRLD sau khi thu hoach dé xay, ép lay dich
va phan tich ham luong dinh dudng ban dau; sau d6
tién hanh thity phan bang cach cb dinh cac yéu té con
lai voi ham lugng co chat 1a 10 g, thoi gian 10 ngay,
nhiét d6 30 °C, d6 pH = 5 va thay d6i ham luong ché
pham KMINA lan luot (1, 2 va 3) mL theo tirng nghiém
thirc nham xac dinh nghiém thirc ¢6 ham luong acid
amin tu do cao nhat
2.3.2 X4c dinh ham luong co chét thich hop cho quéa
trinh thay phan ATRLD

Sau khi x4c dinh dugc ham lwong ché phim KMINA
thich hop cho quéa trinh thay phan ATRLD, tién hanh
b6 sung chi tiéu ham lwong KMINA thich hop vao thi
nghiém sau nham xéac dinh ham lugng co chat thich hop
cho qué trinh thuy phan bang cach cb dinh céc chi tiéu
la thoi gian 10 ngay, nhiét @6 30 °C, d6 pH =5 va thay
d6i ham luong co chét lan luot 10 g, 20 g, va 30 g theo
tirng nghiém thirc nham xac dinh nghiém thic c6 ham
lwong acid amin tu do cao nht.

2.3.3 Xac dinh thoi gian thich hgp cho qua trinh thay
phan ATRLD

Sau khi x4c dinh dugc ham luong co chét thich hop cho
qua trinh thay phan ATRLD. Tién hanh bé sung chi tiéu
ham luong KMINA va ham luong co chét thich hop
vao thi nghiém sau nham xac dinh thoi gian thich hop
cho qué trinh thuy phan bang cach ¢é dinh céc chi tiéu
1a nhiét d6 30 °C, d6 pH = 5 va thay ddi thoi gian thay
phan lan luot 15 ngay, 20 ngay, 25 ngay theo tirng
nghiém thtrc nham xac dinh nghiém thic c6 ham lwong
acid amin ty do cao nhét.

2.3.4 Xac dinh nhiét do thich hop cho qua trinh thuy
phan ATRLD

Sau khi xac dinh dugc thoi gian thich hgp cho qua trinh
thay phdn ATRLD, tién hanh bd sung chi tiéu ham
lvong KMINA, ham luong co chét va thoi gian thich
hop vao thi nghiém sau nhim xac dinh nhiét d6 thich
hop cho qué trinh thay phan bang cach cb dinh chi tiéu
d6 pH: 5 va thay dbi nhiét do lan luot 25 °C, 30 °C, va
35 °C theo tirng nghiém thirc nhim xac dinh nghiém
thirc c6 ham luong acid amin ty do cao nhat

2.3.5 Xac dinh @6 pH thich hop cho qua trinh thuy phéan
ATRLD

Sau khi xac dinh duogc nhiét d6 thich hgp cho qua trinh
thay phdn ATRLD, tién hanh bd sung chi tiéu ham
lugng KMINA, ham lugng co chat, thoi gian va nhiét
do thich hop vao thi nghiém do pH lan luot pH = 6, pH
= 7, pH = 8 theo tirng nghiém thic nham xac dinh
nghiém thirc c6 ham lugng acid amin ty do cao nhat.
2.4 Phuong phap xac dinh ham Iugng acid amin tuy do
Budc 1: iy 1 mL mau cho vao dng nghiém

Budc 2: thém 1 mL dém borat pH =9 va 5 mL phenol
6 % roi dem lac trong nudc lanh 5 phut.

Budéc 3: thém 2 mL dung dich NaClO 6 %, dun nong
trong 10 pht ri lac trong nudc da 10 phit [7].

Budc 4: tién hanh do quang & budc song 645 nm. Ham
luong acid amin ty do dugc xac dinh dya vao duong
chuan Gamma-Aminobutyric Acid (GABA).
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2.5 Phuong phép xtr ly s ligu

i

Hinh 2 Mau ham luong gamma-aminobutyric acid
(GABA), trong do: (A) 0 pg/mL; (B) 6.25 pg/mL;
(C) 12.5 pg/mL; (D) 25 pg/mL; (E) 50 pg/mL;
(F) 100 pg/mL; (G) 200 pg/mL; (H) 400 pg/mL
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Hinh 3 D6 thi dwong chuan GABA

S6 liéu thi nghiém duogc thu thap va téng hop bang phan
mém Microsoft Office Excel 2016, phan tich thong ké
theo ANOVA bang phan mém SAS 9.5.

3 Két qua va thao luan

3.1 Xac dinh ham lugng ché pham KMINA thich hop
cho qué trinh thuy phan ATRLD

Bang 1 Két qua khao sat ham lugng ché pham KMINA thich
hop cho qué trinh thuy phan ATRLD
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nhong rudi, ham lwong ché pham cang cao ti Ié thuan
véi ham lugng vi sinh trong cac nghiém thac cang
nhiéu va ti 18 thuan véi ham lwong acid amin c6 trong
san pham dich thity phan. Trong d6, & nghiém thirc 1.3
c6 bd sung ché pham KMINA cao nhét véi 3 mL cho
ra két qua cao nhat véi ham luong acid amin ty do la
201,86 pg/mL so vai hai nghiém thic con lai la nghiém
thirc 1.1 dugc bd sung 1 mL ché pham KMINA va
nghiém thirc 1.2 dwoc bd sung 2 mL ché pham KMINA
cho ra két qua thdp hon véi lan luot 1a 135,67 pg/mL
va 167,09 ug/mL. Két qua nghién ctru trong dong voi
nghién ciru [8]. Tuy két qua nay cho thdy c6 thé khi
tang thém ham lugng ché pham KMINA thi ham luong
acid amin tu do cd thé s tiép tuc tang thém, nghién ciru
nay hudng dén lgi ich vé kinh té va nguoi sir dung ché
pham, néu sir dung nhiéu ché pham thi muc chi phi s&
tang theo. Vi vay, nghién ciru nay dé xuat nghiém thirc
1.3 12 3 mL ché pham la hop Iy va tét nhét va tiép tuc
Xét cac yéu té khac nham tang ham luong acid amin co
trong san pham.

Hinh 4 Maiu do d6 hp thu quang dé danh gia ham
lwong ché pham KMINA thich hop cho qué trinh thay
phan ATRLD, trong d6: (A) Nghiém thac 1.1 véi 1 mL
KMINA,; (B) Nghiém thuc 1.2 vai 2 mL KMINA,;
(C) Nghiém thuc 1.3 véi 3 mL KMINA

Chi tiéu theo doi ) o .
Nghiém KMINA N : 3.2 Xac dinh ham lugng co chat thich hgp cho qua trinh
thire (mL) Ham lugng acid thay phan ATRLD
amin tw do (ug/mL) ] ,
11 ) 135.67 + 2.89¢ Bﬁ!’lg‘Z Keét qua khao sat ham lugng co chat thich hop cho
: 2 2 qua trinh thily phan ATRLD
1.2 2 167,09 4 3,33" B Co Chi tiéu theo doi
1.3 3 201,86 + 5,77¢ Nfll:l}fcm chit | Ham lweng acid amin ty do
CV % 4,32 (8) (ug/mL)
Theo Bang 1, ham luong ché pham cang cao thi kha 21 10 202.81 4 2,07¢
nang thuy phan nhdong rudi cang cao. biéu nay dugc thé
hién qua kha nang cit mach bang cac vi sinh vat tiét ra 2.2 20 239,95 +3,33
enzyme’prote’ase — m@'g loai enzyme thay phén cé kha 2.3 30 272,33 + 5,49
nang cat moi lién két peptide trong cac phén tu
polypeptide, protein va mot sé co chat khac tuong tu CV % 2,83

thanh céc acid amin ty do c6 trong thanh phan cua

)
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Két qua phan tich & Bang 2 trén cho thay khi ¢ dinh
ham lugng ché pham KIMINA va cac diéu kién thuy
phan (pH, nhiét do, thoi gian) nhu nhau, ham lugng
acid amin trong mau sau thily phan déu ting l1én tuong
ddng vai viéc tang ham lugng ATRLD. Trong do, &
nghiém thic 2.3 duoc bd sung 30 g ATRLD cho ra két
qua tt nhat voi 272,33 pug/mL. Va & hai nghiém thuc
con lai1a 2.1 va 2.2 dwoc bo sung 10 g va 20 g ATRLD
cho ra két qua lan luot 12 202,81 pug/mL va 239,95
pg/mL. Két qua nghién ciru nay twong ddng véi két qua
[9]. Tuy khoang cach gitta cac nghiém thic 1a 10 g
ATRLD, két qua cho ra cé sy cach biét vé& ham luong
acid amin ty do khong dang ké. Tuy nhién, nghiém thic
2.3 12 tét nhat dé tiép tuc thuc hién céc thi nghiém sau
nham gia ting ham luwong acid amin ty do trong mau
dich thuy phan bang cac diéu kién khac nhu thoi gian,
nhiét @6, pH. Vi néu chi str dung lugng ATRLD thap,
c6 thé trong qué trinh thi nghiém vé thoi gian thi luong
polypeptide, protein va mot sé co chat khéc s& hét va
khong thé tiép tuc thity phan dé tang ham lwong acid
amin ty do trong mau. Nguoc lai, néu luong
polypeptide, protein va mot sé co chit khac van con,
khi nguoi dan su dung con du thi ham lugng acid amin
c6 trong mau sé tiép tuc ting 1én, ting thém dinh dudng
cho cay tréng vao lan sir dung sau [10].

Hinh 5 Mau do do hip thu quang dé dénh gia ham
lugng co chat thich hgp cho qué trinh thay phén
ATRLD, trong d6: (A) Nghiém thuc 2.1 véi 10 g

ATRLD; (B) Nghiém thic 2.2 véi 20 g ATRLD; (C)
Nghiém thirc 2.3 véi 30 g ATRLD
3.3 Xac dinh thoi gian thich hgp cho quéa trinh thuy
phan ATRLD
Bang 3 Két qua danh gia thoi gian thich hop cho qué trinh
thuy phan ATRLD

N Thoi Chi tiéu theo doi
Nghi¢m . - o
thire gla‘n Ham lwgng acid amin tw
(Ngay) do (ng/mL)
3.1 15 285,19 +2,89¢
3.2 20 322,33 +£10,73°

33 25 354,24 + 5,49°
CV % 3,86

Theo Bang 3, thoi gian thuy phan cang cao ham luong
acid amin ty do cang cao. Diéu nay dugc thé hién qua
thoi gian phét trién cac vi sinh vat trong qua trinh séng
d tiét ra enzyme protease c6 kha nang cit mdi lién két
peptide trong cac phan tir polypeptide, protein va mét
s6 co chét khac twong tu thanh cac acid amin ty do c6
trong thanh phan cuia nhong rudi. Trong nghién cau
nay, thoi gian thay phan cang cao ti 1€ thuan véi ham
lwong acid amin tu do c6 trong san pham dich thuy
phan. Vi vay, nghiém thuc 3.3 Ia nghiém thirc cho ra
ham lugng acid amin ty do cao nhat véi 354,24 pg/mL.
Trong khi d6, & hai nghiém thic con lai cho ra két qua
tuong ddi vé6i thdp nhat 1a nghiém thic 3.1 véi 285,19
pug/mL va nghiém thirc 3.2 vai ham lugng acid amin ty
do 14 322,33 pg/mL. Két qua nghién ciru nay tuong
ddng véi két qua [11]. Tuy thi nghiém nay cho thay thoi
gian thuy phan cang lau thi ham luong acid amin tu do
cang cao, khi &én mét gidi han thoi gian ma luong lién
két peptide trong cac phan tir polypeptide, protein va
mot s6 co chat khéc giam thi ham luong acid amin
trong mau dich thay phéan s& khong tiép tuc ting nira.
Vi thé, dé xuét ¢ cac dé tai nghién cuau tiép theo c6 lién
quan dén nghién ciu thay phan ATRLD sg tiép tuc bd
tri thém céc nghiém thirc gia ting sb ngay thay phan
nhdm ting ham luong acid amin ty do cho san pham.
Vi trong nghién ciru nay huéng dén dbi tugng 1a ngudi
tiéu dung, nén nghién ctru chi thuc hién trong thoi gian
1a 25 ngay nham tdi uu thoi gian thay phan gitp nguoi
tiéu dung giam thoi gian cho qua trinh thay phéan. Sau
25 ngay, c6 thé ding duoc san pham va c6 thé tiép tuc
chd néu mudn ting ham lugng acid amin ty do trong
san pham.

Hinh 6 Miu do d¢ hap thu quang dé danh gia thoi gian
thich hop cho qué trinh thity phan ATRLD, trong d6:
(A) Nghiém thirc 3.1 véi 15 ngay; (B) Nghiém thac 3.2
vai 20 ngay; (C) Nghiém thac 3.3 véi 25 ngay
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3.4 Xac dinh nhiét do thich hgp cho qua trinh thay phan
ATRLD
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Bang 5 Két qua khao sat @6 pH thich hop cho qua trinh thiy
phéan ATRLD

Theo s6 lidu dugc cung cap tir Bang 4 trén cho thay, do
ché pham KMINA c6 ham lwong cac vi sinh vat la
Bacillus spp va Lactobacillus spp cao chiém chu yéu
trong ché pham nén khi bé tri nhiét &6 vao ngudng phat
trién thi kha ning thily phan tang 1én dya vao nhiét do
thich hgp cua cdc chung vi sinh vat trén. Trong do, ¢
nghiém thtc 4.3 duoc bd tri & nhiét do 35 °C cho ra két
qua tét nhat voi 511,86 pg/mL. Tiép theo 1a nghiém
thirc 4.2 véi nhiét do 30 °C cho ra ham lugng acid amin
tu do 1a 473,76 pg/mL va & nghiém thac 4.1 véi nhiét
do 25 °C cho ra két qua thip nhét véi 413,76 pg/mL.
Theo két qua trén thich hop voi dic diém sinh truong
va phat trién cua mot s vi sinh vat c6 trong ché pham
véi nhiét do thich hop 1a 37 °C. Két qua nghién ciru trén
cho thay su twong ddng vai nghién cau [12]. Véi nhiét
do6 nay, nguai tiéu dang cd thé san xuat dich thay phan
ATRLP bang ché pham KMINA tai nha bang cach b
tri noi 0 ¢ nhiing noi c6 anh sang mat troi voi nhiét do
trung binh khoang 35 °C.

Hinh 7 Miu do d¢ hap thu quang dé dénh gia nhiét d6
thich hop cho qué trinh thity phan ATRLD, trong do: (A)
Nghiém thirc 4.1 véi 25 °C; (B) Nghiém thuc 4.2 véi 30
°C; (C) Nghiém thirc 4.3 v6i 35 °C
3.5. Xéac dinh do pH thich hop cho qua trinh thay phan
ATRLD
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Bang 4 Két qua danh gi4 nhiét d6 thich hop cho qué trinh n Chi tiéu theo doi
thuy phan ATRLD Nﬁ?l}fcm pH Ham lwgng acid amin tu do
Nghiém | Nuigt ‘ Chi tiéu th.eo d6.i (ug/mL)
thire do (°C) Ham lwgng acid amin tw 5.1 6 671,38 + 6,19%
do (ng/mL)

4.1 25 413,76 £ 9,04° 52 ! 718,52 £239°

4.2 30 473,76 + 4,97° 5.3 8 612,81 +9,08"

4.3 35 511,86 +£4,36* CV % 5,34

CV % 2,4 Theo s6 liéu dugc thé hién ¢ Bang 5, cac vi sinh vat

hoat dong manh & pH trung tinh. Theo d6 & nghiém
thirc 5.1 véi pH 6 cho ra két qua trung binh vai ham
lugng acid amin ty do la 671,38 pg/mL. Khi ting do
pH 1én 7 thi ham luong acid amin ty do trong mau dich
thuy phan da tang 1én véi 718,52 pg/mL, day 1a ngudng
pH trung tinh v ciing 1a nghiém thic tét nhét trong thi
nghiém, do trong ché pham KMINA c6 ham luong céc
vi sinh vat la Bacillus spp va Lactobacillus spp cao
chiém chu yéu trong ché pham va cac vi sinh vat nay
hoat dong manh ¢ ngudng pH trung tinh vi thé trong thi
nghiém nay véi nghiém thic pH trung tinh da cho ra
két qua t6t nhat. O nghiém thirc 5.3 véi pH = 8 da cho
ra két qua thdp nhét véi ham lwong acid amin tu do la
612,81 ug/mL. Két qua nghién ctru nay tudng dong voi
két qua [3].

Hinh 8 Mau do d6 hap thu quang dé danh gia do pH
thich hgp cho qua trinh thay phdn ATRLD, trong do: (A)
Nghiém thtic 5.1 véi pH = 6; (B) Nghiém thtc 5.2 véi
pH = 7; (C) Nghiém thtrc 5.3 véi pH = 8

4 Két luan

Két qua nghién ctru da dap tng dwoc muc tiéu dé tai la
xé4c dinh duoc cong thirc phdi tron va diéu kién thich
hop cho qué trinh san xuat dich thay phan ATRLD. Két
qua cho thiy ham Iwong ché phdm vi sinh, ham lugng
Au triing bé sung va cac diéu kién nhu: thoi gian, nhiét
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do, pH c6 vai tro rat quan trong trong qua trinh san xuat ~ gép phan dua ra quy trinh thich hop gip téi vu qua
dich thuy phan ATRLD, gitip gia taing ham lugng acid trinh thity phan ATRLD, tao tién dé san xuat dich thuy
amin ty do c6 trong san pham. Nhu vay sau 5 noi dung  phan ATRLD dap tng nhu cau cua thi truong.

thi nghiém trén, c6 thé dua ra cong thuc thich hop nhat  Léi cdm on

cho qué trinh san xuat dich thuy phan ATRLD vai ty 18 Nghién ctru dugc thuc hién véi su hd tro kinh phi cua
ham lugng ché pham KMINA (mL): ham lugng co chat  dé tai cap Truong - Pai hoc Nguyén Tat Thanh, M4 S6:
(9): mat ri duong (g): nudc (mL) lan luot 14 3:30:5:30  2023.01.167/HD-KHCN.

véi thoi gian u la 25 ngay va pH = 7. Nghién ctu da
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Research the appropriate conditions for producing hydrolyzed larvae of black soldier flies using
KMINA preparations
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Abstract The study aims to identify suitable conditions for the hydrolysis production process of black soldier fly
larvae using the KMINA preparation. Utilizing microorganisms that can secrete protease enzymes to hydrolyze
black soldier fly larvae, the goal is to create nutrient-rich organic fertilizer. The five research parameters are:
KMINA preparation concentration (1), black soldier fly larvae concentration (2), fermentation time (3),
fermentation temperature (4), and pH level (5). The results indicate that the optimal formulation and conditions for
producing hydrolyzed black soldier fly larvae include: 3 mL of KMINA preparation + 30 g of black soldier fly
larvae + 5 g of molasses + 30 mL of water, with a fermentation time of 25 days at a temperature of 35 °C and a pH
of 7. This resulted in the best outcome, with a free amino acid concentration measured by UV-Vis spectroscopy at
718.52 pug/mL. The research findings contribute to the establishment of a production process for hydrolyzed black
soldier fly larvae using the KMINA microbial preparation, enhancing the diversity of beneficial organic fertilizers
for crops in a way that is friendly to humans and the environment

Keywords Black Soldier Fly Larvae, KMINA, Microbial Product, Hydrolyzed Organic Fertilizer, Organic
Fertilizer
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