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Tóm tắt. Gamma - aminobutyric acid (GABA), chất ức chế dẫn truyền thần kinh, được sinh tổng hợp bởi vi khuẩn lactic (LAB), nhóm vi khuẩn được cho là có tính an toàn nhất trong thực phẩm và dinh dưỡng. Với mục đích làm giảm chi phí sản xuất GABA bởi LAB, trong nghiên cứu này, việc thay thế một số nguyên liệu tự nhiên và điều kiện nuôi cấy ảnh hưởng đến khả năng sinh tổng hợp GABA bởi chủng Pediococcus acidilactici TC7  được nghiên cứu. Hàm lượng GABA trong môi trường nuôi cấy được xác định bằng phương pháp sắc ký lỏng cao áp (HPLC). Kết quả cho thấy hàm lượng GABA đạt cao nhất (30,784  0,104 mM) khi chủng Pediococcus acidilactici TC7 được nuôi cấy trong môi trường các điều kiện thích hợp. Theo đó, thành phần môi trường là MRS có bổ sung dịch thanh long đỏ 50 mL và dịch sữa bò 50 mL, pH ban đầu của dịch môi trường là 6, quá trình lên men sinh GABA được thực hiện ở nhiệt độ 40 oC trong thời gian 72 giờ. 
Từ khóa: Gamma - aminobutyric acid, Pediococcus acidilactici TC7, pH, nhiệt độ, thời gian.

Effect of the replacement of natural material and some factors on Gamma-aminobutyric biosynthesis by Pediococcus acidilactici TC7 Strain
Abstract. Gamma-aminobutyric acid (GABA), an inhibitor of neurotransmitters, is biosynthesized by lactic acid bacteria (LAB), a group of bacteria believed to be the safest in food and nutrition. With the aim of reducing the cost of GABA production by LAB, in this study, the substitution of some natural materials and culture conditions affecting the biosynthesis of GABA by the Pediococcus acidilactici TC7 strain was investigated. The GABA content in the culture medium was determined by high-pressure liquid chromatography (HPLC). The results showed that the GABA content reached its highest (30,784 ± 0.104 mM) when the Pediococcus acidilactici TC7 strain was cultured in the medium under suitable conditions. Accordingly, the medium composition is MRS supplemented with 50 mL of red dragon fruit juice and 50 mL of cow's milk solution; the initial pH of the medium is 6, and the GABA-producing fermentation is carried out at 40 oC for 72 hours.
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1. Đặt vấn đề
Việc sử dụng LAB làm giống khởi động cho quá trình lên men thực phẩm đã trở nên phổ biến. Chúng có thể sinh ra  lactic acid trong môi trường nên có tác dụng bảo quản và tạo hương vị dễ chịu cho sản phẩm [1]. Hơn nữa, LAB thường được sử dụng để sản xuất thực phẩm chức năng do chúng có  tiềm năng probiotic cũng như tạo ra  môi trường lên men có chứa vitamin (ví dụ: thiamine, nicotin, acid folic, pyridoxine và vitamin B12), amino acid, exopolysaccharide và acid béo mạch ngắn (short-chain fatty acid, SCFA) [2][3]. Bên cạnh đó, LAB có thể sinh tổng hợp GABA [4][5], chất ức chế dẫn truyền thần kinh, hạ huyết áp, lợi tiểu, an thần, tăng cường khả năng miễn dịch, điều trị chứng khó ngủ, trầm cảm [6][7].  Vì thế, hợp chất này là một trong những thành phần có hoạt tính sinh học được sử dụng phổ biến nhất trong thực phẩm lên men [8]. GABA có thể được sinh tổng hợp bởi động vật, thực vật và vi sinh vật. Việc sản xuất GABA của LAB đặc biệt được quan tâm do tính an toàn và chi phí sản xuất thấp. 
Khả năng sinh tổng hợp GABA của LAB phụ thuộc vào tính đặc hiệu và hoạt động của các enzyme nội bào khác nhau bao gồm enzyme glutamic acid decarboxylase (GAD) [9]. Hệ thống enzyme nội bào phức tạp này dẫn đến hoạt động sinh tổng hợp GABA có sự khác nhau trong mỗi chủng vi sinh vật phụ thuộc vào các điều kiện nuôi cấy [10]. Do đó, việc nghiên cứu xác đinh  các điều kiện nuôi cấy là  vô cùng quan trọng để thu được hàm lượng GABA cao trong môi trường.
Trong nghiên cứu trước đây, điều kiện thích hợp để chủng Pediococcus acidilactici TC7 sinh tổng hợp GABA cao là mật độ tế bào ban đầu 107 CFU/mL, môi trường MRS bao gồm: pepton (10 g), beef extract (10 g), yeast extract (5 g), glucose (20 g), sorbitan monooleate (Tween 80) (1 g), di-potassium hydrogen orthophosphate (2 g), MgSO4.7H2O (0,2 g), MnSO4.4H2O (0,05 g), ammonium citrate (2 g), sodium acetate-3H2O (5 g), nước cất (đủ 1 lít), pH 6,2 [18][11] có bổ sung 1,5% monosodium glutamate (MSG), 2% saccharose, 2% peptone [12]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi thử nghiệm thay thế hàm lượng saccharose  bổ sung trong môi trường thích hợp bởi một số  dịch trái cây có chứa hàm lượng saccharose cao như dịch thanh long đỏ [13], dịch dưa hấu [14] và dịch dứa [15]. Đồng thời hàm lượng peptone bổ sung được thay thế bằng các nguồn giàu protein như sữa bò [16] và sữa đậu nành [17]. Mục đích của việc thay thế này là làm giảm chi phí môi trường nuôi cấy từ đó tăng hiệu quả kinh tế. 
2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu
2.1. Vật liệu 
Chủng Pediococcus acidilactici TC7 được cung cấp bởi Phòng Thí nghiệm Vi sinh Viện Công nghệ Sinh học, Đại học Huế. Chủng này có khả năng sinh tổng hợp GABA cao so với các chủng đã khảo sát [12].
Thanh long đỏ, dưa hấu, dứa (mua trên thị trường của thành phố Huế), sữa tươi TH, sữa đậu nành Vinamilk. Dịch trái cây thu được sau khi ép trên máy Kangaroo KG1B6. Dựa vào hàm lượng đường khác nhau của mỗi loại trái cây khác nhau để tính thể tích thay thế. 
2.2. Phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Phương pháp bố trí thí nghiệm nghiên cứu ảnh hưởng của một số yếu tố đến khả năng sinh tổng hợp GABA của vi khuẩn lactic 
Ảnh hưởng của các điều kiện nuôi cấy đối với quá trình sinh tổng hợp GABA cao của chủng LAB được thực hiện tuần tự theo từng yếu tố một, có nghĩa là khi thực hiện thay đổi yếu tố này thì các yếu tố khác được cố định. Bố trí thí nghiệm thay thế hàm lượng saccharose và peptone bổ sung tương ứng với hàm lượng trong dịch ép trái cây và dịch sữa được thể hiện trên Bảng 1. Các dịch ép bao gồm thanh long đỏ, dưa hấu và dứa có hàm lượng đường khác nhau tuỳ vào mỗi loại trái cây. Các điều kiện nuôi cấy được khảo sát ở các mức như sau: pH ban đầu (4, 5, 6, 7 và 8), nhiệt độ nuôi cấy (30, 35, 40, 45 và 50 oC) và thời gian nuôi cấy (0, 24, 48, 72, 96 và 120 giờ). Hàm lượng GABA trong môi trường nuôi cấy được xác định bằng phương pháp HPLC [18].
Bảng 1. Thay thế hàm lượng saccharose và peptone bổ sung bởi dịch trái cây và dịch sữa
	Nguyên liệu bổ sung
	Hàm lượng đường (trong dịch trái cây) và protein (trong dịch sữa) (%)
	Thể tích dịch thay thế saccharose và peptone bổ sung 
(mL/100 mL môi trường)

	Dịch dưa hấu
	6
	33

	Dịch thanh Long đỏ
	4
	50

	Dịch dứa
	10
	20

	Dịch sữa bò
	4
	50

	Dịch sữa đậu nành
	4
	50


2.2.2. Phương pháp phân tích hàm lượng GABA 
Dịch nổi thu được từ dịch nuôi cấy sau khi ly tâm (12.000 vòng/phút, 4 °C,  5 phút) được pha loãng 10 lần với nước khử ion để chuẩn bị phân tích. Các protein hòa tan được loại bỏ khỏi phần nổi phía trên bằng cách thêm 1 mL axit sulfo-salicylic 3% và ly tâm ở tốc độ 6.000 vòng/phút trong 5 phút. Việc tạo dẫn xuất của GABA được thực hiện theo mô tả của Syu và cộng sự (2008) [18]. GABA trong phần nổi phía trên được tạo dẫn xuất bằng cách dabsyl hóa với 4 mM 4-dimethylaminoazobenzen-4-sulfonyl chloride ở 70°C trong 20 phút. Sau đó, 0,5 mL ethanol được thêm vào hỗn hợp phản ứng. Phản ứng được kết thúc bằng cách ủ trong bể nước đá. Dung dịch dabsyl-GABA được ly tâm ở tốc độ 16.000 vòng/phút ở 4 °C trong 5 phút và lọc qua màng 0,22 μm trước khi phân tích trên HPLC. GABA tinh khiết (của hãng Sigma) được sử dụng làm chất chuẩn. Hệ thống HPLC để định lượng dabsyl-GABA bao gồm bơm phân phối dung môi Shimadzu LC-20A (Shimadzu, Nhật Bản), cột Supelco C18 (đường kính trong 250 m × 4,6 mm, kích thước hạt 5 μm) và đèn UV Shimadzu SPD-20A Detector UV- Vis đặt ở bước sóng 465 nm. Pha động là dung dịch đệm ammonium acetate 25 mM chứa 0,1% acetic acid/acetonitril (26/74 (v/v)). Phép phân tích được thực hiện với chế độ rửa giải có tốc độ dòng 1 mL/phút. Cột được duy trì ở nhiệt độ 55 °C. 
2.2.3. Phương pháp xác định mật độ tế bào
Mật độ tế bào trong huyền phù sinh khối được xác định bằng phương pháp đo độ đục (đo mật độ quang (OD)) ở bước sóng 600 nm. OD = 1 tương đương với 8.108 CFU/mL. Từ đó tính toán lượng tế bào tiếp giống vào môi trường nuôi cấy [19].
2.2.4. Phương pháp xử lý số liệu 
Các thí nghiệm được lặp lại 3 lần. Số liệu được xử lý thống kê ANOVA trên phần mềm SPSS 20. Sai khác thống kê giữa các trung bình được xác định bằng Duncan’s test. Giá trị độ lệch chuẩn (SD) giữa 3 thí nghiệm lặp lại cũng được tính toán trên phần mềm này.
3. Kết quả và thảo luận
3.1. Ảnh hưởng của việc thay thế saccharose bởi dịch trái cây lên khả năng sinh tổng hợp GABA của chủng P. acidilactici TC7
Kết quả (Hình 1) cho thấy sự thay thế đường bởi các loại dịch trái cây khác nhau (dịch thanh long đỏ, dịch dưa hấu và dịch dứa) bổ sung vào môi trường MRS đều làm cho hàm lượng GABA tăng (Hình 1). Sự tăng này là không giống nhau và sự sai khác giữa các công thức thí nghiệm đều có ý nghĩa thống kê (p<0,05). Sự khác nhau này có lẽ là do thành phần vitamin và khoáng chất trong các loại dịch trái cây khác nhau là không giống nhau [13] [14] [15]. Trong đó, hàm lượng GABA sinh ra bởi P. acidilactici TC7 đạt giá trị cao nhất là 21,361 ±0,145 mM khi ta bổ sung vào môi trường nuôi cấy dịch thanh long đỏ. Với thí nghiệm có bổ sung dịch dưa hấu và dịch dứa thì hàm lượng GABA thu được là thấp hơn, lần lượt là 19,362 ± 0,195 mM và 19,452 ± 0,235 mM. Đã có nhiều nghiên cứu trước đây về vấn đề này và cũng cho kết quả tương tự như là Kim và cộng sự (2009) [20] đã cho rằng nước quả mâm xôi đen thích hợp để chủng L. brevis GABA100 tạo ra hàm lượng GABA tối đa (26,5 ± 2,8 mg/mL) ở độ pH ban đầu là 5,5. Lactococcus lactis và Lactobacillus rhamnosus được nuôi cấy trong môi trường dịch đậu đỏ lên men sẽ có khả năng sinh tổng hợp GABA với hàm lượng cao. Điều kiện lên men ở 30 oC trong 24 giờ, mật độ tế bào ban đầu là 108 CFU/mL, bổ sung vào môi trường lên men 4% sucrose và 4% chiết xuất nấm men thì lượng GABA thu được đạt cực đại (49,44 mg/100 mL) [21].
Từ kết quả của nghiên cứu này, chúng tôi chọn thay thế hàm lượng saccharose bổ sung vào môi trường thích hợp là dịch thanh long đỏ (50 mL/100 mL môi trường) để tiến hành các thí nghiệm tiếp theo.
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Hình 1. Ảnh hưởng của việc thay thế saccharose bởi dịch trái cây lên khả năng sinh tổng hợp GABA của chủng P. acidilactici TC7 
Ghi chú: Các tế bào được nuôi trong môi trường MRS và 1,5% MSG, 2% pepton, các loại dịch trái cây khác nhau (50 mL dịch thanh long đỏ, 33 mL dịch dưa hấu, 20 mL dịch dứa),  mật độ ban đầu là 107 CFU/mL ở 37 oC trong 24 giờ. ). Mẫu đối chứng (ĐC) là môi trường nuôi cấy không thay thế dịch trái cây. Các chữ cái in thường không giống nhau thể hiện sự khác nhau có nghĩa thống kê (p < 0,05).
3.2. Ảnh hưởng của việc thay thế peptone bằng dịch sữa lên khả năng sinh tổng hợp GABA của chủng P. acidilactici TC7
Từ đồ thị (hình 2) ta thấy rằng thay thế peptone bởi các dịch sữa khác nhau, hàm lượng GABA trong môi trường cao hơn so với mẫu đối chứng. Trong đó, hàm lượng GABA thu được cao hơn (22,921 ± 0,103 mM) khi trong môi trường có sữa bò so với sữa sữa đậu nành với giá trị GABA ( 21,566 ± 0,137 mM).  Điều đó có lẽ do thành phần dinh dưỡng của sữa bò phù hợp với khả năng sinh tổng hợp GABA của chủng khảo sát hơn so với sữa đậu nành [16] [17].
Việc sử dụng protein đầu nành trong quá trình lên men sinh tổng hợp GABA cũng được thực hiện bởi Lactobacillus brevis bởi Zareie và cộng sự (2019) [22]. Kết quả cho thấy rằng các điều kiện tối ưu để hàm lượng GABA sinh ra cao nhất (1473,44 ppm) bao gồm 5% protein đậu nành, 3% inulin và thời gian lên men 96 giờ ở 37 °C.  
Từ đó,  dịch sữa bò được lựa chọn để thay thế cho lượng peptone trong môi trường nuôi cấy cho các thí nghiệm tiếp theo. Hàm lượng dịch sữa bò thích hợp là 50 mL/100 mL môi trường.
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Hình 2. Ảnh hưởng của việc thay thế peptone trong môi trường nuôi cấy bằng dịch sữa bò và sữa đậu nành lên khả năng sinh tổng hợp GABA của chủng P. acidilactici TC7 
Ghi chú: Các tế bào được nuôi trong môi trường MRS và 1,5% MSG, 50 mL dịch thanh long đỏ, các loại dịch sữa khác nhau (50 mL dịch sữa bò, 50 mL dịch sữa đậu nành), mật độ ban đầu là 107 CFU/mL ở 37 oC trong 24 giờ. Mẫu đối chứng (ĐC) là môi trường không thay thế dịch sữa. Các chữ cái in thường không giống nhau thể hiện sự khác nhau có nghĩa thống kê (p < 0,05). 
3.3. Ảnh hưởng của pH ban đầu lên khả năng sinh tổng hợp GABA của P. acidilactici TC7
Độ pH của môi trường nuôi cấy là một yếu tố chính ảnh hưởng đến quá trình sinh tổng hợp GABA của LAB vì nó không chỉ ảnh hưởng đến sự phát triển của vi khuẩn mà còn ảnh hưởng đến hoạt động của enzyme GAD [7]. Do đó, chúng tôi đã nghiên cứu ảnh hưởng của độ pH ban đầu đối với quá trình tổng hợp GABA của P. acidilactici TC7. Kết quả đã chứng minh rằng hàm lượng GABA trong môi trường nuôi cấy tăng đáng kể khi độ pH ban đầu tăng từ 4 lên 6. Hàm lượng GABA cao nhất là 22,609 ± 0,365 mM ở độ pH ban đầu là 6 (Hình 3). Khi tăng pH ban đầu lên 7 và 8, thì hàm lượng GABA giảm xuống lần lượt là 20,201 ± 0,389 mM và 17,789 ± 0,109 mM. Sự giảm này có thể là do vi sinh vật bị ức chế sự phát triển trong môi trường kiềm. Việc tạo ra lactic acid trong quá trình lên men sẽ làm giảm độ pH của môi trường nuôi cấy, điều này cũng ảnh hưởng đến khả năng tăng trưởng của P. acidilactici TC7 và hoạt động của enzyme GAD. Có thể pH ban đầu là 6 thích hợp cho các tế bào P. acidilactici TC7 trong môi trường nuôi cấy, sau đó thúc đẩy sự phát triển của tế bào và chuyển tế bào sang pha tĩnh nhanh hơn so với độ pH ban đầu ở các giá trị khác. Một số nghiên cứu khác cho thấy pH ban đầu thích hợp cho các chủng vi khuẩn khác nhau là khác nhau, Komatsuzaki và cộng sự (2005) [23] cho rằng độ pH ban đầu bằng 5 là pH tối ưu để sản xuất GABA bởi L. paracasei NFRI 7415, trong khi L. brevis GABA100 tạo ra hàm lượng GABA tối đa (26,5 ± 2,8 mg/mL) ở độ pH ban đầu là 5,5 trong quá trình lên men của nước quả mâm xôi đen [20].   
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Hình 3. Ảnh hưởng của pH ban đầu lên khả năng sinh tổng hợp GABA của P. acidilactici TC7
Ghi chú: Các tế bào được nuôi trong môi trường MRS và 1,5% MSG, 50 mL dịch thanh long đỏ, 50 mL dịch sữa bò,  mật độ ban đầu là 107 CFU/mL, pH khác nhau (4, 5, 6, 7 và 8) ở 37 oC trong 24 giờ. Các chữ cái in thường không giống nhau thể hiện sự khác nhau có nghĩa thống kê (p < 0,05). 
3.4. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy lên khả năng sinh tổng hợp GABA của P. acidilactici TC7
Cùng với pH nuôi cấy, nhiệt độ lên men cũng là một yếu tố chính ảnh hưởng đến quá trình sản xuất GABA bằng LAB [7]. Trong nghiên cứu này, P. acidilactici TC7 được cho vào môi trường MSR ở các nhiệt độ nuôi cấy khác nhau, mật độ tế bào ban đầu 107 CFU/mL, môi trường có bổ sung 1,5% MSG, dịch thanh long đỏ và dịch sữa bò (bảng 1) thì hàm lượng GABA đạt được sau 24 giờ lên men tăng lên khi tăng nhiệt độ lên men, hàm lượng GABA tăng rõ rệt từ 30 lên 40 oC (Hình 4). Nhiệt độ tối ưu là 40 °C, tại đó hàm lượng GABA đạt cao nhất là  23,294 ± 0,290 mM, tiếp tục tăng nhiệt độ  nuôi cấy lên 45 °C và 50 °C thì hàm lượng GABA giảm xuống lần lượt là 11,255 ± 0,142 mM và 11,007 ± 0,117 mM. Điều này có thể là do nhiệt độ cao ảnh hưởng đến quá trình trao đổi chất của P. acidilactici TC7, đặc biệt là đối với hoạt động của hệ enzyme GAD [24]. Có thể là, nhiệt độ trên  40 oC có tác động không tốt đến sự phát triển của tế bào, dẫn đến giảm sự tích lũy GABA trong môi trường nuôi cấy, hoặc nhiệt độ lên men cũng có thể ảnh hưởng đến hệ thống GAD của P. acidilactici TC7, điều này cũng được xác định bởi một số nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính của GAD thay đổi theo chủng LAB [24]. Theo Shin và cộng sự (2014) [24] đã chứng minh rằng nhiệt độ tối ưu cho hoạt động của GAD trong L. plantarum ATCC 14917 là 40 oC, trong khi Liu và cộng sự (2021) [25] đã chỉ ra rằng GAD được tinh chế từ L. brevis F109-MD3 có nhiệt độ tối ưu cho hoạt động của nó là 65 oC. Trên thực tế, các chủng khác nhau thậm chí của cùng một loài tạo ra lượng GABA tối đa ở các nhiệt độ khác nhau. Ví dụ, chủng L. brevis GABA 100 tạo ra lượng GABA cao hơn ở nhiệt độ lên men 30 oC so với  37 hoặc 25 oC [20], trong khi nhiệt độ tối ưu để sinh tổng hợp GABA của L. brevis CRL 1942 là 37 oC [26]. Trong nghiên cứu này, hàm lượng GABA cao nhất ở nhiệt độ nuôi cấy là 40 oC. Do đó, nhiệt độ này được sử dụng cho các thí nghiệm tiếp theo.
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Hình 4. Ảnh hưởng của nhiệt độ nuôi cấy lên khả năng sinh tổng hợp GABA của P. acidilactici TC7
Ghi chú: Các tế bào được nuôi trong môi trường MRS và 1,5% MSG, 50 mL dịch thanh long đỏ, 50 mL dịch sữa bò,  mật độ ban đầu là 107 CFU/mL, pH 6  ở các mức nhiệt độ nuôi cấy khác nhau (30, 35, 40, 45 và 50 oC)   trong 24 giờ. Các chữ cái in thường không giống nhau thể hiện sự khác nhau có nghĩa thống kê (p < 0,05). 
3.5. Ảnh hưởng của thời gian nuôi cấy lên khả năng sinh tổng hợp GABA của P. acidilactici TC7
Nghiên cứu động học của quá trình sản xuất GABA bằng P. acidilactici TC7, pH, mật độ tế bào và hàm lượng GABA trong môi trường được đánh giá 24 giờ một lần trong quá trình lên men ở điều kiện thích hợp. Sau 24 giờ ủ đầu tiên, độ pH của môi trường giảm từ 6,0 xuống 4,77 (Hình 6A), với sự gia tăng mạnh về số lượng tế bào từ 7 lên 9,080 ± 0,006 log CFU/mL (Hình 6B) và sự tích lũy GABA đạt được là 22,894 ± 0,779 mM. Hệ vi khuẩn lactic phát triển mạnh trong môi trường acid, vì vậy, khi pH giảm về pH acid số lượng tế bào tăng lên. Sự tăng lên của số lượng tế bào nên kéo theo sự tăng lên của việc sản xuất GABA (Hình 6C). Những thay đổi về độ pH, mật độ tế bào và hàm lượng GABA tương tự như những thay đổi được báo cáo bởi Lin (2013) [27] đối với L. rhamnosus YS9. Từ 24 đến 72 giờ lên men, số lượng tế bào của P. acidilactici TC7 tăng đều từ 9,080 ± 0,006 log CFU/mL đến 9,225 ± 0,010 log CFU/mL với sự tích lũy hàm lượng GABA dần dần đến mức tối đa là 30,784 ± 0,104 mM.
Sau 72 giờ, sự cạn kiệt chất dinh dưỡng dẫn đến sự suy giảm trong quá trình phát triển tế bào và sinh tổng hợp GABA. Việc giảm thêm độ pH của môi trường sau 72 giờ có tương quan với việc giảm hàm lượng GABA. Đương nhiên, decarboxyl hóa glutamate để tạo ra GABA sử dụng các ion hydro và việc trao đổi thêm GABA kiềm cho glutamate làm tăng độ pH của môi trường [28]. Do đó, việc giảm hàm lượng GABA sau 72 giờ có thể giải thích cho việc giảm thêm độ pH của môi trường.
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Hình 5. Sự thay đổi giá trị pH (A), sự phát triển của tế bào (B) và hàm lượng  GABA (C) trong quá trình lên men của P. acidilactici TC7
Ghi chú: Các tế bào được nuôi trong môi trường MRS và 1,5% MSG, 50 mL dịch thanh long đỏ, 50 mL dịch sữa bò,  mật độ ban đầu là 107 CFU/mL, pH 6  ở 40 oC  trong các khoản thời gian nuôi cấy khác nhau (0, 24, 48, 72, 96 và 120 giờ). Các chữ cái in thường không giống nhau thể hiện sự khác nhau có nghĩa thống kê (p < 0,05). 
4. Kết luận:
Kết quả của nghiên cứu này cho thấy rằng các thông số thích hợp để Pediococcus acidilactici TC7 có khả năng sinh tổng hợp GABA cao là môi trường MRS có bổ sung 1,5% MSG, 50 mL dịch thanh long đỏ và 50 mL dịch sữa bò, pH ban đầu là 6, nhiệt độ 40 °C và thời gian nuôi cấy là 72 giờ. Trong điều kiện thích hợp đó, hàm lượng GABA đạt được là 30,784 ± 0,104 mM. 
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