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(57) Sang ché dé cap dén vi sinh vat hitu ich cho viéc phan hily dau va chat béo, va
phuong phap str dung vi sinh vat nay. Theo két qua sang loc, _chung Yarrowia lipolytica c6
kha ning dong hoa tét axit béo tu do. Hiéu qua phan huy dau va chét béo dat duoc bang
cach cho chung Yarrowia lipolytica hoat dong trong diéu kién c6 su c6 mat ciia san pham
thity phan dau va chét béo, hodc trong diéu kién dau hoic chit béo duoc phan hiy thanh
axit béo va glyxerol.
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Linh vue ky thuit duge dé cip

Sang che dé cap dén qua trinh phan huy dau va chat béo. Cu the 1a, sdng che dé cép
dén vi sinh vat thudc chi Yarrowia, hitu ich doi voi qué trinh phén hiy dau va chat béo trong
nudce thai, thiét bi thu dau md hodc cac nguodn tuong tu, tic nhan phan hity dau va chat béo

va phuong phap phan hiy va loai bo dau va cht béo nhd str dung vi sinh vat, va tuong tur.
Tinh trang ky thuit ciia sing ché

Phén hity ddu va cht béo bing vi sinh vat duoc ding trong qua trinh xi Iy nudc thai
va cac qua trinh xtr ly tuong tu. Cu thé 13, khi xem xét thiét bi thu ddu m& 1a thiét bi xu ly
duoc cau hinh dé loai bo cac thanh phan dau va chit béo ¢6 trong nudc thai tir nha bép cia
céc nha hang cong nghiép bing céch tach rin-long, ngudn nudc thai ny 1a nguyén nhan gy
ra mui hoi va thu hit con tring ¢6 hai, c6 yéu cau vé cong stic va chi phi cho viéc thu thap
va van chuyén phan ddu dugc tich ra, va viéc bao dudng nhu lau chui va céc cong viée
tuong tu, thiét lap cong nghé tién tién dé loai bo dau trong thiét bi thu ddu m& la mong mudn
clia c4c nganh cong nghiép, chii yéu 1a nganh cong nghiép nha hang, va theo d6 tmg dung
cong nghé phan hily dau va chit béo bang vi sinh vt dugc thir nghiém. Tuy nhién, do nudc
thai tir nha bép clia cac nha hang cong nghiép chira diu va chét béo nhin chung 1a ¢6 ndng
d6 1g/L hodc cao hon, hodc ¢ ndng do cao bang 10g/L hodc cao hon, va nudc thai trong
nhiéu thiét bi thu ddu md c6 thoi gian luu trir ngan khoang 10 phut, nén rat kho dé xur 1y dau
trong thiét bi thu ddu md, vi vy tdc nhin phan hiy diu va chét béo du dé st dung thuc t&

van dugc mong doi.

Trong bdi canh nhur vay, mot trong s6 cac tac £ia sang ché da bao cdo mot loai vi sinh
vat méi (Burkholderia arboris) tiét lipaza, triaxylglyxerol hydrolaza, ddy 1a mot loai vi sinh
vét ¢ hiéu qua trong viée xtr Iy nudc thai chira dau va chit béo (Tai liéu sang ché 1). Mt
khéc, thc gia sang ché niy ciing dd béo céo cich thirc dé thic ddy su phan hily dau va chit
béo bang cach sir dung két hop vi sinh vat c¢6 dic tinh dong héa glyxerol tbt (Tai lidu sdng

ché 2).

It
A

Tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: JP 2010-227858 A
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Tai lidu sang ché 2: JP No. 2010-227849 A
Tai liéu sang ché 3: JP 2011-160713 A

Tai lidu sang ché 4: JP 2561441 B1

Tai lidu sang ché 5: JP 2006-42774 A

Tai liéu sang ché 6: US 2006/094092 A1

r
A

Tai liéu phi sang ché
Tai liéu phi sang ché 1: J. Mol. Catal. B. Enzym. Vol. 71 No. 3-4, p. 166-170, 2011

Tai liéu phi sang ché 2: Eur. J. Lipid. Sci. Technol. Vol. 112, No.11, p. 1200-1208,
2010

Bin chat ky thuiit cia sang ché
Céc van dé dugc giai quyét boi sang ché

Phan tmg thity phan triaxylglyxerol, la thanh phan chinh c¢6 trong déu va chit béo, 1a
mdt phan tng thuan nghich, va khi su phan hily dau va chat béo dién ra, thi c4c axit béo va
glyxerol 1a san pham thily phan cua triaxylglyxerol tich tu lai, din dén tbc do thuy phén
giam xudng. Theo k¥ thudt néu trong Tai lidu sang ché 2 néu trén, thi sy phan hity dau va
chit béo dugc thuc day bang cach loai b glyxerol, 1a mot trong cac san phim ctia qué trinh
thdly phan, nho vi sinh vat ¢6 kha ning dong hoa glyxerol cao. Tuy nhién, trong sin phim
thiy phén thi luong axit béo ap ddo hon so vdi glyxerol. Ban than céac axit béo duoc giai
phéng ra (axit béo tr do) ciing 14 cac thanh phan diu, do d6 ching nén dugc loai bd cung
voi triaxylglyxerol. Ddc biét trong trudong hop khi str dung vi sinh vét c6 kha nang thity phan
triaxylglyxerol cao nhu vi sinh vat d4 bao cao trong Tai liéu sang ché 1, thi su tidu thu cac
axit béo boi vi sinh vat khong thé bt Kip so vdi su tao thanh céc axit béo méi, do d6 mot
lugng 16n céc axit béo tu do tich tu lai trong bé xir ly, diéu ndy din dén lam giam hiéu qua
phan hily ddu va chét béo. Tai liéu sang ché 6 boc 16 axit arachidonic (ARA) tao ra boi
chiing vi khudn Yarrowia lipolytica trong dé gen ma hoa lipaza c6 thé bi pha vor dé giam

thi€u su thodi bién ciia ARA tich tu trong t€ bao.

Vi vy, muc dich cua sang ché la dé xuat mot loai vi sinh vat hitu ich cho viéc phan

huy va loai bo dau va chat béo higu qua, va str dung chiing, dé giai quyét van dé néu trén.
Phuong phép gidi quy¢t van dé

Theo muc dich néu trén, cic tic gid sing cheé dad nghi dén viéc st dung vi sinh vat c6
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kha ning thiy phan triaxylglyxerol cao két hop véi cac tac nhan thily phan triaxylglyxerol
khac (hdn hop chira lipaza va cac loai twong tu), va nghién clru dé thu duoc mét loai vi sinh
vat ¢6 kha nang ddng héa axit béo cao. Cu thé 13, cic vi sinh vat duge sang loc tlr phén dau
md trong bé thu diu m&, va cdc mau méi trudng nhu dét, bun va nudc hd, béng cach dung
kha nang dong héa axit béo lam chi thi, va cac dic tinh d& dugc nghién clru cling nhu cac
loai vi khuén da duoc xac dinh. Két qua 13, nhiéu chung Yarrowia lipolytica duge xac dinh 1a
céc vi sinh vat c6 kha ning dong hoa axit béo cao. Nhin chung, ching Yarrowia lipolytica
duoc biét dén 1a vi sinh vat tiét lipaza, va tmg dung ctia ching trong viéc phan hiy dau va
chét béo cling da dugc ghi nhan (nhu trong cac tai li€u sang ché 3 dén 5 va Tai liéu phi sang
ché 1 va 2, va cac tai lidu tuong tu). Pang ngac nhién 14, tit ca cac chung Yarrowia lipolytica
déu duoc xéc dinh thanh cong la c6 kha ning ddng hoa axit béo, nhung khong biéu thi kha
nang phan hay du va chét béo (tuc 1a khong tiét lipaza). Chua c6 bo céo nio trude do vé

chung Yarrowia lipolytica chi ra dac tinh nay.

Céc tic gia sang ché con nghién ctru va phat hién ra ring ching Yarrowia lipolytica
dugce xac dinh thanh cong 1a ¢6 kha nang phat trién cong sinh ciing véi chiing Burkholderia
arboris, ching nay c6 kha nang thuy phan triaxylglyxerol cao, va ching Yarrowia lipolytica
con thic ddy su phan hiy ddu va chit béo khi sir dung két hop v6i ching Burkholderia
arboris. Dic biét dang chu v 13, khi st dung két hop hai loai vi sinh vat ndy thi c6 sur cai tién
manh mé& vé hiéu qud phéan huy du va chét béo va su loai bo ¢ thé dat duoc trong moi
truomg nhiét do thip ma diu va chét béo kho phan hiy. Hon nita, dau va chét béo ciing co
thé duoc phan hiy va loai bo hidu qua trong diéu kién ma diu va chit béo c6 mit & ndng do
cao. Xét vé moi truong su dung thuc t& ma diéu kién xtr ly khic nghiét dugc mong doi, thi
hi¢u qua nay co6 thé xem la cuc ky thuan loi trong str dung thuc t&. Trén thuc &, hidu qua voi
nude thai thuc € cling da duoc xac nhan, va tinh hitu dung cling nhu thuc tién clia cac vi
sinh vat (Yarrowia lipolytica) da thu duge cling da duoe xac nhan (xem céac Vi du dudi day).
Mt khéc, diéu nay cling da dugc lam rd trong mot thi nghiém xac minh bfmg cach cho két
hop vi sinh vat da thanh cong thu duge vao mot thiét bi thu dau md, két qua la hi€u qua phan
huy va loal bo dau va chit béo da dugc cai tién manh mé (xem cac Vi du dudi day).

Sang ché thé hién dudi day chu yéu dua trén cac thanh tuu néu trén va dé xuét cic
phuong 4n dugc dic trung trong yéu ciu bao hd, ma xac dinh sang ché.

[1] Phuong phap phén hily va loai bo ddu va chit béo, bao gdm viéc cho ching
Yarrowia lipolytica 14 chiing ¢6 kha nang dong hoa axit béo tu do tiép xtic véi axit béo 1a san

phdm thily phan cla triaxylglyxerol hodc véi axit béo va glyxerol dugc thiy phan tir
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triaxylglyxerol, trong d6 chung Yarrowia lipolytica khong tiét lipaza va la mot ching dugc

chi dinh bdi s6 dang ky NITE BP-1167.

[2] Phuong phép theo muc [1], trong d6 chung Yarrowia lipolytica dugc chi dinh
bang s6 dang ky NITE BP-1167 c¢6 kha ning phat trién cong sinh cling v6i ching
Burkholderia arboris.

[3] Phuong phép theo muc [1] hodc 2], trong do ¢ su c6 mét clia glyxerol lipaza
trong qua trinh thuy phan cua triaxylglyxerol thanh axit béo

[4] Phuong phap theo muc bét ky trong s& cac muc tir [1] dén [3], trong d6 c6 su c6
mit cla vi sinh vét c6 kha ning tiét lipaza trong qua trinh thity phan triaxylglyxerol thanh
axit béo va glyxerol.

[5] Phuong phéap theo muc [4], trong d6 vi sinh vat 1a chung Burkholderia arboris,
t6t hon 1a ching Burkholderia arboris 1a ching c6 s6 ding ky 1a NITE P-724.

[6] Phuong phéap theo muc bt ky trong s6 cac muc tir [1] dén [5], trong d6 con ¢o vi
sinh vét co kha nang dong héa glyxerol dugc str dung két hop.

[7] Phuong phap theo muc [6], trong d6 vi sinh vat ¢ kha ning ddng hoa glyxerol 1a
ching Candida cylindracea, t6t hon 1 trong d6 ching Candida cylindracea 1a chiing c6 sb
déng ky la NITE P-714.

[8] Phuong phap theo muc bt ky trong sb cac muc tir [1] dén [7], trong do du va
chit béo 1a ddu va chat béo trong nudc thai hodc thiét bi thu ddu ma.

[9] Phuong phéap xur ly nudc thai, bao gdm viéc phan hiy va loai bo diu va chit béo
trong nudc thai biang phuong phap theo muc bét ky trong s6 cac muc tir [1] dén [8].

[10] Phuong phap lam sach thiét bi thu diu md, bao gdm viée phéan huy va loai bo
dau va chét béo trong thiét bi thu dau mo béng phuong phép theo muc bét ky trong sb cac
muc tir [1] dén [8].

[11] Chung Yarrowia lipolytica cé cac dac tinh sau:

(1) Ching Yarrowia lipolytica ddng hda axit béo tir do;
(2) Ching Yarrowia lipolytica khong tiét lipaza; va
(3) Chang Yarrowia lipolytica c6 thé phat trién cong sinh cing véi ching

Burkholderia arboris, trong dé chung Yarrowia lipolytica 1a ching c6 sb dang ky 1a NITE
BP-1167.
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[12] Tac nhan phan hiy dau va chét béo chira chung Yarrowia lipolytica theo muyc

[11] la tAc nhan cé hoat tinh.

[13] Téc nhan theo muc [12] con bao gém thanh phan thily phan triaxylglyxerol

thanh axit béo va két hop voi glyxerol.

Cling dugc boc 10 ¢ day la bo kit bao gém thanh phﬁn thir nhét chta ching Yarrowia

lipolytica, va thanh phan thir hai chira thanh phan néu trén.
M0 ta van tat cdc hinh vé

Fig.1 biéu thi két qua phan tich phat sinh loai cta ching Yarrowia lipolytica (Y.

lipolytica) 1A1.

Fig.2 biéu thi so sanh vé kha nang phan huy axit oleic ctia 12 chiing da dugc sang loc.
Axit oleic con lai trong mi trudng nudi cdy duge phan tich bing phuong phap sic ky 16p
mong (TLC).

Fig.3 biéu thi kha ning phat trién ctia ching ¥, /ipolytica 1A1. Sy phét trién thu dugc
trong méi truong nudi cdy thach véi nong do 10g/L (1%) dau chiét xudt tir cdy cai dau (cao
hon) va 10lg/L (1%) axit oleic (thdp hon) tuong Gmg dugc bd sung lam ngudn cacbon.

Chung Burkholderia arboris (B. arboris) SL1B1 dugc st dung lam vi sinh vat so sanh.

Fig.4 biéu thi su phan huy dau va chét béo hoat dong & 28°C (lugng dau va chit béo
1a 10g/L). So sanh trudng hop khi nudi ciy riéng & chiing B. arboris SL1B1 (trai) va truong

hop khi nudi ciy hdn hop ching B. arboris SL1B1 va ching Y. lipolytica 1A1 (phai).

Fig.5 biéu thi su phan huy dau va chét béo hoat dong ¢ 22°C (luong dAu va chét béo
1a 10g/L). So sanh truong hop khi nudi cdy riéng 1& ching B. arboris SL1B1 (tréi) va khi
nudi céy hén hop ching B. arboris SL1B1 va ching Y, lipolytica 1A1 (phai).

Fig.6 bicu thi su phan hty ddu va chit béo hoat dong & 22°C (luong dau va chét béo
1a 30g/L). So sanh trudng hop khi nudi ciy riéng 1& ching B. arboris SL1BI (trai) va khi
nudi cay hdn hop ching B. arboris SLIB1 va chung Y. lipolytica 1A1 (phai).

Fig.7 biéu thj lugng gid tri hexan trung binh giam trong thir nghiém phan huy dau va
chét béo trong nudc thai thuc t€ nho hdn hop vi sinh vat. Hon hop vi sinh vat bao gdm
ching B. arboris SL1B1 va chung Y. lipolytica 1A1 duoc cho nhiém vao nudc thai thuc té
va dugc cho phan (mg. Lugng gid tri hexan trung binh giam dugc do & thoi diém sau 12 gid

(trdi) va sau 18 gio (phai).
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Fig.8 biéu thi su thay doi vé sb lugng cic t& bao phat trién dugc & thoi diém sau 12
gidy va sau 18 gio ddi véi cac té bao phat trién duoc da dugc nhiém. Hon hop vi sinh vat gdm
chung B. arboris SL1B1 va ching Y. lipolytica 1A1 dugc nhidm vao nudc thai thuc € va
phan tng dién ra. So sanh s6 luong t& bao phat trién dugc & thoi diém sau 12 gio va sau 18
gio.

Fig.9 biéu thi két qua xét nghiém trong mot thiét bi thu dau m&. Hon hop gém ba loai
vi sinh vt 1a ching B. arboris SL1BI1, ching Candida cylindracea SL1B2 va ching Y.
lipolytica 1A1 duoc nhiém vao trong thiét bi thu ddu m&, sau d6 do gié tri hexan trung binh
theo thoi gian. D& so sanh, phin thir nghiém khong nhi€m hdn hop vi sinh vét (Vi du so
sanh 1) va phﬁn thtr nghiém ¢6 nhiém hén hop hai loai vi sinh vat la ching B. arboris

SL1B1 va chiing Candida cylindracea SL1B2 (Vi du so sanh 2) dugc dua ra.
M3 ti chi tiét siang ché

Sang ché dé cap dén cac phuong an duge cu thé hoa dau hiéu ky thuat bdi céc yéu

ciu bao hd, theo dé cac yéu cau bao hd xac dinh sang che.
1. Phuong phéap phéan hty va loai bé dau va chit béo

Khia canh thr nhit cta sdng ché dé cap dén phuong phap phan hiy va loai bé dau va
cht béo. Phuong phap phan hiy va loai bo dau va chat béo theo sang ché duoc sir dung dé
xur ly dau va cht béo ¢6 trong nudce thi, st dung dé 1am sach thiét bi thu dau md va cac
muc dich tuong tu. Cu thé 13, sang ché c6 thé dugce (mg dung dé xir Iy nude thai ¢ chita dau
va chét béo nhu nude thai tir cac nha hang, bénh vién, khach san, va tuong tu, nudc thai hd
gia dinh, nudce thai cong nghiép va nude thai chdy tr cac nha may ché bién thuc phim, cac
nha may ché bién diu md va cac ngudn tuong tu, hodc dé phan hiy va loai bo dau va chit
béo tich tu lai trong thiét bi thu ddu m& trong nha bép hodc tuong tu. Thuat nglt “thiét bj thu
ddu md” chi mot hé théng cd tac dung tach va thu diu va chit béo trong nude thai, va
thudong duge thiét 1ap gdm 3 bé. Bé thir nhét bao gdm mot thi ludi ¢é téc dung gitt cac méu
nguyén lidu thuc phim, dd @n con thia hojc céc vat lidu tuong tu. Bé thir hai ¢6 tic dung
tach phin diu md va phan nude. Nude thai dugce tach khoi phan dau m& duge dua vao bé
thtr ba, tai bé nay céc chét cin ling xudng bi loai bo. Yéu cau phai ldp dat hé thdng thiét bi
thu ddu m& ddi véi cac bép an sir dung chuyén nghiép trong cac nha hang, bénh vién hodc

cac noi tuong tu.

Cac vi du vé dau va chat béo dugc xur ly c6 thé bao gdm céc loai dau thuc vat (nhu

dau bong, dau hat cai dau, dau ddu nanh, dau bap, dau 6-liu, dau cay rum, dau gao, dau me,
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dau co, dau dira, déu dau phong va céc loai diu tuong ty), m& dong vt (nhu md lon, md bo,
md sita va cac loai m& tuong tu) va dau ca. Cac san phé”im dugc ché bién tir cac loai dau va
chét béo nay (nhu bo thuc vat, bo, va céc loai tuong tu) cling co thé 1a cac dbi tuong duoc
xu ly.

Pic trung quan trong clia phuong phép phan hily va loai bd dau va chit béo theo
sang ché do 1a, ching Yarrowia lipolytica 1 ching ddng héa axit béo tur do cho tiép xtc véi
axit béo 1a san phim thiy phén cua triaxylglyxerol (sau ddy goi la “diéu kién thir nhét”),
hodc véi axit béo va glyxerol dugc thiy phan tir triaxylglyxerol (sau ddy goi la “diéu kién
thir hai”), trong d6 chung Yarrowia lipolytica khong tiét lipaza va la ching duoc chi dinh
bang sb dang ky NITE BP-1167. Thudt ngit “dé hoat dong” nhu duoc st dung & day chi su
hinh thanh trang thai cho phép tiép xtic véi axit béo tu do 14 san pham thity phan clia dau va
chit béo. Cu thé 14, hdn hop chta chiing Yarrowia lipolytica ddng héa axit béo tu do, hodic
cac chung tuong tu dugc dét hodc b6 sung, hodc hd trg ma ching Yarrowia lipolytica duge
¢b dinh hodc dugc bd tri trong mot dudng 611g dan nudc thai, trong bé luu nudc thai, thiét bi
thu diu m& hodc tuong . Cling ¢6 thé xir ly bé xir ly phan hiy chuyén dung khac bén

ngoai thict bi thu dau md.

Theo sdng ché, nho st dung ching Yarrowia lipolytica ¢6 kha nang dong hoa cac
axit béo tu do cao, ma axit béo tu do dugc tao ra boi su thuy phéan triaxylglyxerol da dugc
loai bé. Ngoai ra, su tich lily cdc axit béo tur do cling di dugc ngan chin, nho d6 ddy manh
dugc su thiy phan triaxylglyxerol. Trong trudong hop diéu kién thir nhit duoc thng qua,
thudng thi triaxylglyxerol dugc thity phan trude, sang ché duoc ting dung. D4i véi viee thiy
phan triaxylglyxerol, thi lipaza hogc vi sinh vat c6 kha ning tiét lipaza (xem phin giéi thich
dudi day) cod thé duoc su dung. Mat khdc, trong truong hop diéu kién thr hai duoc thong
qua, theo nhu I€ thudng 1a c6 surcd mat clia trang thai ma lipaza hodc vi sinh vét c6 kha nang

tiét lipaza dugc tao thanh.

Trong trudng hop khi mét trong cac diéu kién duge dap tng, thi nhidu lipaza c6 thé
duoc sir dung, va ot hon 1a sir dung hop phén chira lipaza thuong mai sin c6. Céc vi du v&
hop phan chira lipaza cé thé bao goém lipazalipaza A10FG (dugc san xuét bdi Yakult
Pharmaceutical Industry Co., Ltd.), lipaza AL, lipaza OF va lipaza MY (cac hop phéan nay
duoc san xuét bai Meito Sangyo Co., Ltd.), Lipolase, Lipex, Resinase, Lipozyme, Patalase,
Lipopan va Lecithase (cac hop phan niy duoc san xuit boi Novozymes Japan Ltd.), lipaza
AS “Amano”, lipaza AYS “Amano”, lipaza PS “Amano”, lipaza AK “Amano”, lipaza PS

“Amano”, lipaza A “Amano”, lipaza AY “Amano”, lipaza G “Amano”, lipaza R “Amano”,
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lipaza DF “Amano” va lipaza MER “Amano” (cac hop phan nay dugc san xuit bdi Amano
Enzyme, Inc.). Mat khac, cdc chi nhu chi Bacillus, chi Burkholderia, chi Acinetobacter, chi
Pseudomonas, chi Alcaligenes, chi Rhodobacter, chi Ralstonia, chi Acidovorax va céc chi
tuong tu duoc st dung lam céc vi sinh vét c6 kha ning tiét lipaza. Trong s& nay, tot hon 1 sir
dung cac vi sinh vat thu¢c chi Burkholderia. Vi du déc trung vé céc vi sinh vat thude chi
Burkholderia la ching ching Burkholderia arboris SL1B1. Chung nay da duoc luu trir tai
Vién Cong nghé va Panh gia qudc gia, Kho luu trit vi sinh vét sang ché véi sd dang ky 1a
NITE P-724, va ¢6 thé duge chia nho béng cach trai qua céc tht tuc xac dinh trude. Chiing
ndy phan hily du va chét béo & tée do cao. Ngoai ra, chiing ndy tham chi con c6 thé phat

tricn va phan huy dau va chat béo trong diéu kién axit yeu.

Kha nédng tiét lipaza cta vi sinh vat co thé duoc xac dinh béng cach do hoat tinh
lipaza trong dich nudi cdy da thu duge, bang cach ly tim phan moi trudng nudi cdy chira vi
sinh vat. Hoat tinh lipaza c¢6 thé duoc xac dinh bang céch tién hanh phan ting enzym nhd sir
dung 4-nitrophenyl palmitat (4-NPP), la mot este cua axit palmitic va 4-nitrophenol, dong
vai tro 1a chit nén, va xac dinh luong 4-nitrophenol duoc tao ra bdi qua trinh thiy phéan este
nho do su hip thu & 410nm. Pau tién, bd sung 4-NPP (18,9mg) vao 3% (tinh theo thé
tich/thé tich) Triton X-100 (12mL) réi hoa tan ¢ 70°C thu duge dung dich chét nén. ImL
~dung dich chét nén nay, 0,9mL nudc trao doi ion va ImL ctia dém GTA 150 mM (thu duoc
bing cach cho NaOH hozc HCI vao 150 mM axit 3,3-dimetylglutaric, 150mM Tris va 150
mM 2-amino-2-metyl-1,3-propanediol, 16i diéu chinh méi trudng pH 6) duge dat vao trong
mot binh nho, gitr 4m ¢ 28°C trong 5 phut. B6 sung 0,1mL dich nu6i cdy, rdi xéc dinh gié tri
& 410nm khi khudy. Hoat tinh lipaza thu duoc bing cach do hoat tinh nhd x4c dinh luong
enzym tao ra lwmol 4-nitrophenol la mot don vi (U), va do s6 don vi trong mdi 1mL dich
nudi ciy.

Kha néng phan huy triaxylglyxerol va axit béo cua vi sinh vét ¢6 thé duge danh gia
bfmg cach xac dinh lugng axit béo thu dugc trong triaxylglyxerol con ton tai trong moi
trudng nudi cly va axit béo tur do duge tao ra boi qua trinh thiy phén, nhe phuong phép sic
ky khi. Phuong phap dic trung dé dinh lugng dugc chi ra dudi ddy. Thir nhit, tao moi
truong axit cho ImL dich nudi cdy bang axit hydrocloric, rdi bd sung 2mL. Khuiy hdn hop
trong 2 phut i ly tam, sau d6 chuyén 1mL 16p clorofom sang mot binh chira khac va ¢6 dic
bing cach lam bay hoi dung moi. B& sung 2mL dung dich metanolysis (ti 1& metanol : axit
sulfuric 1 17 : 3), lam nong hdn hop & 100°C trong 2 gidy, nho do triaxylglyxerol va axit béo

tu do dugc este hoa metyl. Sau d6 bd sung 2mL clorofom va ImL nudc tinh khiét, khudy
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hén hop rdi phan tich 16p clorofom bing phuong phap sic ky khi dé dinh luong mety! este

trong axit béo.

Kha nang thuy phan triaxylglyxerol va phan hily hoan toan axit béo cua vi sinh vat
duoc do biang cach phan tich triaxylglyxerol con lai trong mdi trudng nudi cdy va axit béo 1a
san phim thty phan ctia no, bang phuong phép sic ky 16p méng (TLC). Phuong phép dic
trung dugc chi ra dudi diy. Cho 40mL etyl axetat vao 20mL dich nudi ciy, hdn hop nay
duoc tao moi truong aixt bang cach bd sung axit hydrocloric rdi khudy trong 10 phut. Sau do,
o dic 20mL 16p etyl axetat va hoa tan trong 4mL clorofom, rdi ldy 2ul phan tich bang
phuong phép TLC va bd sung dung dich clorofom : axeton (theo ti 1& 96 : 4). Pong vai tro la
chit nén chuén cho triaxylglyxerol va axit béo, axit trioleic va axit oleic ciing ¢ thé duoc
tudn tu st dung. Sau khi b6 sung, xit 4% dung dich etanol (tinh theo trong luong / thé tich)
ctia axit 12 molybdo (IV) phosphoric vio ngay sau do, rdi lam néng ¢ 100°C trong 30 pht,

nho d6 triaxylglyxerol va axit béo tu do duge hién thi.

Nhu duge chi ra trong phan Vi du dudi day, két qua xét nghiém ctia céc téc gia sang
ché da x4c minh ring ching Yarrowia lipolytica da duoc xac dinh c6 kha ning ddng hoa t6t
axit béo tu do va khong tiét lipaza. Dua trén thyc té nay, theo mot phuong an clia sang ché,
ching Yarrowia lipolytica c6 dac tinh khong tiét lipaza duoc str dung. Mat khéc, két qua xét
nghiém cua cic tac gia sang ché ciing xac minh ring ching Yarrowia lipolytica da thu dugc,
c6 thé phat trién cong sinh cling voi chiing Burkholderia arboris va dat dugc hiéu qua phin
htly va loai bo dau va chét béo. Dua trén thyc té ndy, ching Yarrowia lipolytica cb thé phat
trién cong sinh cling véi chiing Burkholderia arboris uu tién duge st dung. Ngoai ra, trong
truong hop nay, chung Burkholderia arboris duge s dung két hop. Cac vi du déc trung vé
chiing Yarrowia lipolytica c6 thé phat trién cong sinh cling v6i ching Burkholderia arboris
la ching 1A1, ching 8A1, ching 8D1 va chiing 24B2, cic chiing nay dugc chi ra trong phan
Vi du dudi day. Trong s6 nay, tot hon 1a st dung ching 1A1 ¢6 hiéu qua cao khi dung két
hop voi ching Burkholderia arboris SL1B1. Chung nay da dugc luu trlt vao kho chtra cé

tham quyén da duoc xac dinh trudce néu duoi day.

Vién luu trit: Vién Cong nghé va Danh gid quoc gia, Kho luu trt Vi sinh vét Sang

ché (2-5-8 Kazusa Kamatari, Kisarazu-shi, Chiba 292-0818 JAPAN)
Ngay cung cip: 25 thang 11 nim 2011
Sé dang ky: NITE BP-1167

Theo mot phuong dn nita ctia sdng ché, vi sinh vat dong hoa glyxerol, la mét trong
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e 9

céc san phdm thily phan cta triaxylglyxerol dugc sir dung két hop dé ngin ngira viée giam

14
A A
7

téc do phan hiy diu va chét béo do sy tich liiy glyxerol. Vi sinh vat & ddy khong dic biét
i1 han, mién 1a no c6 thé déng héa glyxerol, vi du cac vi khuén thuc, ndm men va nim soi
c6 thé duge su dung. Tét hon 1a st dung nim men thudc chi Candida. Vi du dic trung vé
nim men thudc chi Candida 1a ching Candida cylindracea SL1B2 (Tai liéu séng ché 2).
Chiing nay duoc luu tri tai Vién Cong nghé va Panh gid qubc gia, Kho luu trit Vi sinh vat
Sang ché voi s6 dang ky 1a NITE P-714, va c6 thé dugc chia nhd do phai trai qua cac th tuc
xac dinh trude. Ching ndy c6 kha ning dong hoa glyxerol cao, va cling c6 dic tinh c6 thé
phét trién cong sinh cling v&i Burkholderia arboris. Theo do, st dung két hop véi chiing
Candida cylindracea SL1B2 la dac bigt uu tién trong phuong dn ma chung Burkholderia
arboris dugc st dung (cu thé 13, theo phuong dn ma ching Burkholderia arboris 1 ching ¢6
kha nang tiét lipaza duoc str dung dé tao thanh diéu kién ma triaxylglyxerol dugc thity phan
thanh axit béo va glyxerol). Vi du dic trung vé Burkholderia arboris & dy la ching
Burkholderia arboris SL1B1 noi trén (voi s6 ding ky 1a NITE P-724).

Kha nang phan hty hoan toan glyxerol cua vi sinh vt co thé dugc do bing cach dinh
luong ndng do glyxerol trong dich nudi ciy nho mot qué trinh enzym. Pé tién hanh viéc
dinh lugng nay, co thé sur dung mét bd dinh luong thuong mai ¢ san trén thi trudng nhu
Fkit-glyxerol (duoc san xudt boi Roche). Ngoai ra, kha ning dong héa triaxylglyxerol, axit
béo va glyxerol ctia vi sinh vat c6 thé dugc xac dinh bing cach nghién ctru tiém ning phat
trién trong méi trudng nudi cdy co chira tudn tu triaxylglyxerol, axit béo va glyxerol déng
vai tro 1a ngudn cacbon. Phuong phap nghién cu tiém nang phét trién bao gdm viéc do mat
d6 quang hoc clia céc t& bao vi sinh vat da duoc minh hoa, nhung phuong phap nay khong
thich hop véi mét vai trudong hop khi dich méi trudng nudi cdy tro nén duc do su nhii trong
hoa chit nén trong truong hop triaxylglyxerol hodc axit béo dugc sir dung lam ngudn
cacbon. Phuong phap linh hoat hon 1a phuong phép do don vi tao dong (CFU) da duoc
minh hoa. Mot lugng xdc dinh cua dich khong bi pha lodng va dich pha loang cua moi
truong nudi cdy duoc trai trén moi trudong nudi cdy thach, va tién hanh dém cac dong tao

thanh bang moi truong nudi cay tinh.

Diéu kién nhiét do ap dung phuong phip phan hily va loai bd diu va chit béo theo
séng ché khong dic biét gidi han mién 1a ching Yarrowia lipolytica dugc st dung co thé
phat trién va déng hoa axit béo tu do. Nhiét do 5t hon 1 ndm trong khoang tir 20°C dén
40°C. Chiing Yarrowia lipolytica 1A1 biéu thi hoat dong tot trong diéu kién nhiét do thip ma

& nhiét do nay hiéu qua phan hty dau va chit béo giam. Dac biét trong trudng hop khi
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chung Burkholderia arboris SL1B1 duoc st dung két hop, thi su phat trién cua chung
Burkholderia arboris SL1B1 ciing dugc thuc déy, va do d6 hiéu qua phan huy va loai bo dau
va chit béo cling tang 1én dang ké nhu di so sanh v6i trudng hop khi chiung Burkholderia

arboris SL1B1 duogc su dung riéng r€.

Truong hop khi st dung két hop hai hodc nhiéu loai vi sinh vat, chéng han truong
hop khi stir dung két hop ching Yarrowia lipolytica va Burkholderia arboris, va truong hop
khi ching Candida cylindracea duge sir dung két hop, thi cc vi sinh vat tuong tng duge
nudi cdy riéng r& va cho str dung. Ngoai ra, hdn hop (tac nhan vi sinh vat hdn hop) c6 thé
duoc didu ché trude va sir dung. Trudng hop khi st dung két hop ba hogc nhiéu loai vi sinh
vat, thi khong cin thiét phai tao tit ca cac vi sinh vat vao trong mot tac nhan vi sinh vat hén
hop (tic la, trong rudng hop st dung ba loai vi sinh vat, thi ¢ thé diéu ché mét tac nhén vi
sinh vt chra mot loai vi sinh vt va mét tac nhén vi sinh vat chira hai loai vi sinh vat khac,

roi két hop sir dung cdc tdc nhan vi sinh vt nay).

Luong sur dung cta ching Yarrowia lipolytica theo sang ché co thé duoc diéu chinh
trude phi hop vai ddi tuong duoc xir 1y, diéu kién xu ly va tuong tu. Vi du vé luong st
dung, trong trudng hop ap dung phuong phap nay cho nudc thai tr nha mdy (co gia tri
hexan trung binh khoang 300mg/L), thi san phim nudi cdy ching Yarrowia lipolytica c6
ndng do tr 1 x 10* CFU/mL dén 1 x 10° CFU/mL duge bd sung tr ImL dén 100mL cho
mdi 1L thé tich ctia bé xtr ly. Trong truong hop ap dung phuong phép nay cho thiét bi thu
dau md, thi san phim nudi cdy chiing Yarrowia lipolytica c6 ndng do 1 x 10* CFU/mL dén 1
x 10" CFU/mL duoc bd sung wr ImL dén 100mL cho mdi 1L thé tich cua thiét bj thu dau
md. Tuong tu, lugng su dung cua thanh phin duogce str dung két hop c6 thé dugc diéu chinh
phu hop voi doi tuong duoce xur ly, didu kién xr ly va tuong tu. Lugng str dung trong truong
hop khi st dung két hop ching Burkholderia arboris 1a tir ImL dén 100mL san phdm nudi
cdy ¢6 ndng do tr 1 x 10* CFU/mL dén 1 x 10° CFU/mL cho m&i 1L thé tich ctia bé xir ly
(trong trudng hop xir Iy nude thai) hodc tir ImL dén 100mL san phim nudi cdy co ndng do
tr 1 x 10* CFU/mL dén 1 x 10" CFU/mL cho m&i 1L thé tich cua thiét bj thu ddu md (trong
truong hop 1am sach hd diu md). Tuong ty, luong str dung trong trudng hop st dung két
hop chung Candida cylindracea la tir ImL dén 100mL san phim nudi ciy c6 ndng do tir 1 x
10* CFU/mL dén 1 x 10° CEU/mL cho m&i 1L thé tich cta bé xur ly (trong trudng hop xir ly
nude thai), hode tr ImL dén 100mL san phdm nudi cdy ¢ ndng do tir 1 x 10* CFU/mL dén
I x 10" CFU/mL cho mdi 1L thé tich ctia thiét bi thu diu md (trong trudng hop lam sach

thiét bi thu ddu md). Ngoai ra, dé duy tri hiéu luc, t5t hon 1a bd sung hogc thay thé vi sinh
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vét trong mét khoang thoi gian, ching han tir 1 gio dén 7 ngay. Tuong tu nhur luong sir dung
vi sinh vat, tdn sudt bo sung hodc thay thé niy ciing ¢ thé duoc diéu chinh trude phi hop

voi doi tuong dugce xur ly, diéu kién xtr ly va tuong tu.
2. Visinh vat va tdc nhan phan huy dau va chit béo ¢6 kha ning dong hoa axit béo tu do cao

Khia canh thir hai theo sang ché dé cip dén vi sinh vét c6 kha ning ddng héa axit béo
tu do cao, va tac nhan phan hily dau va chit béo chira vi sinh vat 14 thanh phan hoat chit.
Nhu di dé cap & trén, ching Yarrowia lipolytica di duge xac dinh thanh cong boi cac téc gia
sang ché biéu thi dic tinh la ching c¢6 kha ning déng hoa axit béo ty do cao nhung khéng
tiét lipaza. Ngoai ra, cc tic gia sang ché cling da lam 16 ching Yarrowia lipolytica c6 thé
phat trién cong sinh cling voi chiing Burkholderia arboris va c6 thé dat duoc hiéu qua phan
hity ddu va chit béo. Dua trén nhiing phat hién ndy, ching Yarrowia lipolytica duoc dé cap
¢6 cac dic tinh sau: (1) ching Yarrowia lipolytica dong héa axit béo tr do; (2) ching
Yarrowia lipolytica khong tiét lipaza; va (3) ching Yarrowia lipolytica ¢6 thé phat trién cong
sinh cung véi chung Burkholderia arboris, trong dé chung Yarrowia lipolytica 1a ching
dugc chi dinh bing sb ding ky NITE BP-1167. Do ching Yarrowia lipolytica theo sang ché
c6 dac tinh (3), nén chiing nay thich hop dé str dung két hop ciing véi chiing Burkholderia
arboris. Cu thé 1&, ching Yarrowia lipolytica ngan chan su tich liy clia axit béo tu do va
thic ddy su thiy phan triaxylglyxerol, va ciing thic ddy su phat trién cta ching
Burkholderia arboris, bang cach str dung két hop cung véi ching Burkholderia arboris, thi

su phan huy dau va chat béo cling dugc thuc day.

Téc nhan phan hily ddu va chét béo va ching Yarrowia lipolytica theo sang ché duoc
ap dung cho cac san pham thity phéan triaxylglyxerol. Cy thé 13, ching Yarrowia lipolytica
dugc sir dung lam thanh phin hoat chit. Ngoai ra, ching Yarrowia lipolytica v thanh phan
thuy phan triaxylglyxerol thanh axit béo va glyxerol (& dy chi “thanh phan thiy phén
triaxylglyxerol”) dugc st dung két hop. Theo tic nhin phan hiy diu va chét béo cia
phuong an nay, thi sy phan hity du va chit béo duge tién hanh nho thanh phin thiy phén
triaxylglyxerol, trong khi sy tich lily axit béo (axit béo tu do), 1a san phdm thiy phan cia
triaxylglyxerol, dugc ngan chin bdi ching Yarrowia lipolytica. Két qua 13, thu dugc hiéu
qua phan hiy va loai bo diu va chdt béo. Trong phin md ta, cum tir “ching Yarrowia
lipolytica va thanh phéan thuy phan triaxylglyxerol dugc sir dung két hop” hodc “chua két
hop ctia ching Yarrowia lipolytica va thanh phin thiy phan triaxylglyxerol” chi chiing
Yarrowia lipolytica va thanh phan thily phan triaxylglyxerol dugc sir dung két hop. Tac nhin

phén htty dau va chat béo theo sang ché dugce dé cap dién hinh 1a tic nhan hdn hop thu duoc

-13-



26350

bang cach tron ching Yarrowia lipolytica theo sang ché voi thanh phan thiy phan
triaxylglyxerol. Vi du nhu, tic nhan phan huy dau va chat béo thu dugc bang cach tron san
phdm nudi cdy ching Yarrowia lipolytica theo sing ché véi thanh phin thily phén
triaxylglyxerol. Lipaza hodc vi sinh vat ¢ kha nang tiét lipaza duoc st dung lam thanh phén
thily phan triaxylglyxerol. Lipaza va vi sinh vat c6 kha ning tiét lipaza nay da duoc giai
thich trong khia canh thtr nhét theo sang ché. Tt hon la sir dung ching Burkholderia
arboris, va t6t hon nita 1a st dung ching Burkholderia arboris SLIB1 ¢6 s& ding ky la

NITE P-724 lam vi sinh vét c6 kha ning tiét lipaza.

Mt khac, vi dy, tac nhan phan hily dau va chit béo theo sang ché ciing c6 thé duoc
dé cap ¢ dang la mot bo kit bao gdm thanh phin thir nhit chira ching Yarrowia lipolytica va
thanh phan thr hai chra thanh phén thily phan triaxylglyxerol. Trong trudng hop nay, hai
thanh phin nay duoc st dung dong thoi hodc trong cic khoang thoi gian da dinh trude. Tét
hon 1, hai thanh phan nay duoc sir dung dong thoi. Thudt ngir “dong thoi” nhu duge sir
dung & diy khong yéu ciu dong thoi mot cach nghiém nggt. Theo do, khai niém “ddng thoi”
& day bao goém truong hop khi hai thanh phin nay duge str dung trong diéu kién khong c6
su khac biét vé thoi gian, nhu trong phuong an két hop str dung hai thanh phén nay, va sau
do duoc bd sung/str dung hodc tuong tu, va cling bao gém truong hop khi hai thanh phé"m
ndy dugc sir dung trong truomg hop khong c6 su khac biét déng ké vé thoi gian, nhu trong
truong hop khi mot thanh phin duge bé sung/str dung, va sau dé thanh phin con lai duoc bd

sung/sur dung ngay sau do.

T6t hon 1 dé tao tac nhan phan hily dau va chit béo chtra chiing Yarrowia lipolytica,
va str dung thanh phén thay phan triaxylglyxerol két hop, 1a st dung tac nhan phan hily dau
va chat béo. Thoi gian str dung cta tac nhan phan hily dau va chét béo chira ching Yarrowia
lipolytica va str dung thanh phan thiy phén triaxylglyxerol trong trudng hop nay gibéng véi
truong hop duge dé cap ¢ dang 1a mot bo kit néu trén. Cu thé 14, t&t hon 1a hai thanh phin
nay dugc str dung dong thoi, nhung hai thanh phin ndy ¢6 thé duoc sir dung & céc khoang
thoi gian khac biét da dugc dinh trudc. Ngoai ra, nguoc lai voi phuong an néu trén, cling 6t
hon 14 dé tao tac nhan phan hiy diu va chit béo chira thanh phén thiy phan triaxylglyxerol,
va str dung chiing Yarrowia lipolytica két hop, khi tac nhan phan hiy diu va chét béo dugc
st dung. Trong trudng hop nay, thoi gian st dung phi hop véi trudong hop ctia phuong én

néu trén.

Tt hon 1a két hop vi sinh vét dong hoa glyxerol 14 thanh phan thtr ba trong tac nhan

phan hily dau va chét béo theo sang ché. Theo phuong én nay, thi su tich Ity glyxerol, la san
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pham thity phan cua triaxylglyxerol, ¢6 thé duoc ngan chin, va theo d6 tic nhan phéan hily
dau va chét béo co thé dat duoc hidu qué phan huy diu va chit béo. Vi sinh vat d@)ng héa
glyxerol da duoc giai thich trong khia canh thr nhét theo sang ché. Trong khi do, tét hon la
str dung ching Candida cylindracea, va tot hon nita 1a st dung ching Candida cylindracea

SL1B2 ¢6 s6 dang ky 1a NITE P-714 lam vi sinh vét déng hoa glyxerol.

Thanh phan lam tang cuong hoat tinh cta vi sinh vat dugc str dung (chang han nhu
ngudn cacbon, nguon nito), tic nhan hat am, thanh phan luu gitr vi sinh vat trong mot
khoang thoi gian dai, tdc nhan khir trung, tdc nhan gia c0, tac nhan chong oxi hoa va céc tac

nhan tuong tu ¢6 thé dugc két hop.

Tac nhan phan hiy ddu va chit béo theo sdng ché dugc dé cap & dang long, dang rin,
hogc dang kho. Cac vi du vé dang long c6 thé bao gdm dich méi trudng nudi cdy vi sinh vat
(dich nay co thé duoe ¢ dic hodc pha lodng néu cin thiét), dang léng thu duge bang cach
thu vi sinh vt tr dich méi trudng nudi cdy bang cach ly tim hodc bing cach tuong tu, ri
phén tin vi sinh vit trong nude, dém hodc méi trudng nudi cdy hodc tuong tw. Pbi v6i dang
ran, dang ran duge khir nude bang cich ly tim, nén ép hodc diing céc céch tuong t, chit rin
& trang thai bot nhiio, hodc chit rin & trang thai sén sét, gibng nhu trang thai trung gian gitia
rin va long, dang kho duoc tao thanh bfmg cach lam kho va cac cach dién hinh tuong tu.
Dang kho c6 thé thu duoc bing cich, ching han, dong kho cac té bao phat trién dudi diéu
kién 4p sudt giam, va cac vi du vé hinh dang dic trung niy c6 thé bao gdm dang bot, vién

nén va vién nang.

Vi sinh vat tao thanh tac nhan phan huy dau va chét béo theo sang ché co thé duoc b
dinh. Cu thé 13, vi sinh vat ¢d dinh tén gia thé 6 thé duoc sir dung. Céc vi du vé vat liéu nén
dugc st dung cho viéc ¢b dinh ¢6 thé bao gdm soi cacbon (dua vao nhua PAN, dua vao
nhua thong, dua vao nhua phenol va tuong wr), nhua polyetylen, nhua polypropylen, nhua
polyuretan, nhua polystyren, nhua polyvinyl clorit, nhya polyvinyl axetat, nhua polyvinyl
alcohol, nhua polyetylen glycol, nhua acrylic, gelatin, natri alginat, carrageenan va dextrin,
va 10 hop cua ching. Pé lam tang tdc do b dinh vi sinh vét hodc lam tang hi¢u qua hoat
dong ctia vi sinh vat, tot hon 14 str dung gid thé xdp, hodic gia thé co soi. Hinh dang cua gia
thé gii han cu thé. Cac vi du vé hinh dang gia thé 1a dang hinh lap phuong, dang hinh hop,
dang c0t, dang hinh cAu, dang hinh dia, va dang tAm. Ddi v6i cong nghé cb dinh vi sinh vét,
cac cudn “Treatment of Waste Water by Microorganism Immobilization Process” (duoc viét
va bién tdp boi Ryuichi Sudo, The Industrial Water Institute)”, “Water Treatment by

Microorganism Immobilization Process - Support Immobilization Process, Entrapping
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Immobilization Process, Biological Active Carbon Process (B sach New Water Treatment
(1)) (duoc viét boi Kazuhiro Mochizuki, Katsutoshi Hori va Hideki Tachimoto, NTS Inc.)”

va cac tai liéu tham khao tuong tu dugc su dung.
Vi du thue hién s:dng ché
1. Sang loc vi khuan phén hity va déng héa axit béo

Dé chon céc vi sinh vat dic trung cho su phan hiy axit béo, téng 36 29 loai mau méi
truong nhu mau diu m& trong bé thu ddu md, mau dét, bun va nudc hd duoc thu lai, va mdi
mau duoc cho vao trong mdi truong nudi cdy thach co chia axit oleic déng vai trd lam
ngudn cacbon duy nhét, rdi thu ldy dong don duge tao thanh va ciy chuyén vao méi trudng
nudi céy tuong ty; cac hoat dong nay duoc thuc hién nhiéu lan, béng céach do thu dugc toan
b6 12 chung vi sinh vat phin hiy va dong hoa axit béo. Mdi chiing trong s6 12 chiing vi sinh
vt ndy duoc cho vao méi trudong nudi cdy long ¢é mudi vo co chira axit oleic dong vai tro 1a
ngudn cacbon chinh, nudi ciy lic & 28°C trong 24 gid, sau do so sanh su phét trién cia vi
sinh vat va kha nang phan huy axit oleic. Ngoai ra, kha nang tiét lipaza duoc xac dinh bang
cach st dung maéi trudng nudi cdy thach c6 mudi vo co chira triaxylglyxerol dé danh gia
higu qua cua vi sinh vt tiét lipaza, mdi trudng nudi cdy nay déng vai trd 1a ngudn cacbon
chinh. Vi sinh vAt tiét lipaza tao nén mot vung rd rang (vong sang) ctia dong dugc tao thanh
& ngoai vi viing ria trén moi truong nudi cdy thach noi trén. Theo dé, vi sinh vat khong tao
thanh vong sdng thi khong c6 kha nang tiét lipaza. Cac chiing 1a img cr vién cho viée phin
huy axit béo dugc biéu thi trong Bang 1. D9 vén duc cta dich moi trudng nuoi céy do duoc
la kha ndng phat trién, con mat do lugng phén tan cac giot dau trén bé mat dich moi truong
nuéi cdy do duge la kha ning phan hiy axit oleic, bing cach danh gia nim cép nhd qua sat
truc quan, va vi sinh vat tiét lipaza 1a ching Burkholderia arboris duge str dung dé so sanh.
Ngoadi ra, dé nhan dang cic chiing mg clr vién ndy, tién hanh do do tuong ddng tir trinh tu
bazo ctia ARN ribosom 16S hodic 26S va dinh 1 tinh chét. Két qua la, nhiéu chung thudc chi
Yarrowia hoiic chi Burkholderia duge chon lam ching (mg cir vién. Han ché hon, thi ching
Yarrowia lipolytica (Y. lipolytica) thich hgp hon lam ching Ung ctr vién. Chiing nay khong
c6 kha ning tiét lipaza va khong c6 kha ning phan hiy triaxylglyxerol, nhung c6 kha nang

phan huy axit oleic t0t va ¢6 kha nang phat trién cao.
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Bang 1
Su hinh | Loai vi khudn tuong dong
. Kha  nang | Kha  ning
SO . . thainh  vong
phét trién phan huy )
sang
Péi Burkholderia arboris
3 3 +
chimg
1Al 4 4 - Yarrowia lipolytica
8A1 5 5 - Yarrowia lz'pblytica
8D1 4 4 - Yarrowia lipolytica
19B1 3 2 - Burkholderia cenocepacia
19C1 3 2 + Burkholderia cepacia
21A1 3 2 - Burkholderia nodosa
22A1 3 2 - Burkholderia nodosa
24B1 2 3 + Burkholderia ambifaria
24B2 3 3 - Yarrowia lipolytica
25A1 3 2 + Burkholderia cepacia
25B1 3 2 + Burkholderia cepacia
25Cl1 3 3 + Burkholderia cepacia

2. Phan loai chung 1A1

Khi quan sat hinh thai, nguoi ta phat hién ra ring ching 1A1 12 ndm men, va ching
1A1 dugc xac dinh la Y. lipolytica nho phén tich phdt sinh loai dya trén trinh tu 26S rADN
va biéu thi tuong ddng 100% véi ching tiéu chuin Y lipolytica NRRL YB-423 (Fig.1).

3. So sanh chi tiét kha ning phan hiy axit oleic

Tién hanh tién nudi cdy timg chung trong s6 12 ching duoc sang loc trudc trong 24
gidy trong mdi truomg nudi cdy co chira mudi v6 co, bd sung 10g/L axit oleic, sau d6 thu lay
vi khuén rdi rira sach, mat do quang hoc OD600 cua huyén phu té bao duoc diéu chinh 1a
0,01, cdy vi khudn vao méi trudng nudi ciy 1éng c6 chira mubi v6 co 16i bd sung 2g/L axit
oleic. Kiém sodt qué trinh nudi cdy & 28°C trong 48 gidy bing cach st dung mét binh chia d6
100mL, sau do do ndng do clia axit béo con lai trong méi trudng nudi céy bang phuong

phap séc ky 16p mong (TLC). Véi muc dich so sanh, ching B. arboris SL1B1, la ching c6
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kha nang phan huy triaxylglyxerol cao, dugc cho thir nghiém. Két qua 13, nguoi ta phat hién
ra ring chung Y. lipolytica 1A1 c6 kha ning phan huy axit oleic rét cao so véi cic chiing

khac c6 chira chiing B. arboris SL1B1 (Fig.2).
4. Kha niang dong hoa axit béo tu do va triaxylglyxerol

Pa x4c minh duoc kha niang phét trién cta Y lipolytica 1A1 nhd su dong hoa
triaxylglyxerol va axit oleic. Su phat trién nay quan sét dugc trén mdi trudng nudi cdy thach
khi b6 sung tudn tur 10g/L (1%) dau chiét xudt tir cay cai dau va 10g/L (1%) axit oleic 1am
nguén cacbon (Fig.3). Chung B. arboris SLIB1 dugc st dung lam vi sinh vét so sanh. B.
arboris ¢6 thé phat trién trén ca hai moi truong nudi cdy nay. Tuy nhién, ching Y. lipolytica
1A1 chi ¢6 thé phat trién trén moi trudong nudi cy axit oleic, ma khong thé phat trién trén
mdi trudng co chira déu chiét xudt tir cay cai dau. Theo do ching Y. lipolytica 1A1 ¢ kha
ning ddng hoa axit oleic, 1a san pham thily phan cta triaxylglyxerol, nhung khong thé tiét
lipaza, vi vy khong thé thay phan triaxylglyxerol, va do dé khong thé phét trién trén moi

truong co chua triaxylglyxerol.
5. Thtr nghiém phan hily dau va chit béo 1

Cho 10g/L dau chiét xudt tir cdy cai diu vao 3L méi trudng nudi cdy c6 chita mubi
v6 ¢o, 10i nudi cdy tinh khiét ching B. arboris SLIB1 hodc nudi ciy hdn hop ching B
arboris SL1B1 va ching Y. lipolytica 1A1 & diéu kién pH 6,0 va nhiét d6 28°C trong mot
thiét bi 1én men, rdi phan tich hoat dong phan hay diu. Viée léy mau duoc thuc hién sau mdi
6 gio, roi kiém tra néng dd axit béo va 11611g dd vi sinh vat. Néng do vi sinh véat duoc xac
dinh bang cach dém khuén lac trén moi truong nudi cdy LB (Luria-Bertani), va phén tich
luong axit béo bing phuong phéap sic ky khi, phan tich cht lugng axit béo bing phuong
phap sic ky khi 1ép mong. Két qua 1a, 10g/L triaxylglyxerol da phan hiy va bién mét hoan
toan trong 30 gid cd trong trudong hop nudi cdy tinh khiét va nudi ciy hdn hop (Fig.4). Trong
nudi cdy tinh khiét, ndng do t bao cta B. arboris 12 10" t& bao/mL. Trong nudi ciy hdn hop,
ca chung B. arboris va ching Y. lipolytica 1A1 déu ¢6 ndng do té bao la 107-108 t& bao/mL.
Thir nghiém nay cho thdy ca hai loai vi sinh vat nay déu ¢6 thé nudi cdy két hop. Tuy nhién,
& ndng do dau va nhiét do nay, thi kha nang phan hiy diu va chit béo cta B. arboris c6 tac
dung day du, va c6 thé khong quan sat duge anh hudng khi tron 1an voi ching Y. lipolytica
1A1.

6. Thir nghiém phan huy dau va chat béo 2

Cho 10g/L dau chiét xuit tr cdy cai dau vao 3L moi trudong nudi cdy cé chira mubi
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vo ¢o, 1o nudi cy tinh khiét chung B. arboris SL1B1 hodc nudi ciy hdn hop véi ching ¥,
lipolytica 1A1 6 diéu kién pH 6,0 va nhiét do 22°C nho str dung mot thiét bi 1én men, sau dé
phan tich hoat dong phéan huy dau. Viéc 1?1y mau duoc thuc hién sau mdi 6 gio, rdi kiém tra
ndng do axit béo va ndng dé vi sinh vat. Str dung phuong phéap phan tich tuong tur nhu trong
Thtr nghiém 5. Két qua 13, mat 42 gio hodc nhidu hon dé hoan thanh viéc phéan hily va bién
mét hodn toan triaxylglyxerol trong nuéi cdy tinh khiét B. arboris, trong khi téc do thiy
phan triaxylglyxerol va tdc do tiéu thy axit béo tién trién nhanh hon trong nuéi cy hdn hop,
va triaxylglyxerol va axit béo tir 10g/L dau chiét xudt tir cay cai dau, hdu hét 1a bi phan huy
va bién mit trong 30 giv (Fig.5). Ngoai ra, mat do vi khudn B. arboris 12 108 t& bao/mL
trong nudi cy tinh khiét, va B. arboris va Y. lipolytica 1A1 ¢b nong d6 t& bao tuong tmg 1a
10° t€ bao/mL va 10° t& bao/mL, trong nudi ¢dy hdn hop. O nhiét do thip 1a 22°C, thi tbc do
déng hoa axit béo ctia B. arboris cham, va axit béo tu do van ton tai tham chi la sau 42 gio.
Biéng cach bd sung chimg ¥ lipolytica 1A1, ching nay 1a mét loai vi khuan ddng hoa axit
oleic, da thu duoc hiéu qua thiic ddy su phan hiy va déng héa axit béo tu do, va khong phat

hién con axit béo sau 36 gio tham chi la bang phuong phép TLC.
7. Thir nghiém phan huy dau va chit béo 3

Cho 30g/L dau chiét xudt tir cdy cai ddu vao 3L moi trudng nudi cdy ¢ chira mudi
v6 co, 1di nudi cdy tinh khiét ching B. arboris SL1B1 hodc nudi cdy hdn hop ciing ching ¥,
lipolytica 1A1 & diu kién pH 6,0 va nhiét do 22°C nh¢ st dung mot thiét b 1én men, rdi
phan tich hoat dong phan hay diu. Viéc iy mau duoc thuc hién sau mdi 12 gid, roi kiém tra
ndng do axit béo va ndng dd vi sinh vat. Stir dung phuong phap phan tich tuong tur nhur trong
Thir nghiém 5. Két qua 13, mat 144 gio dé hoan thanh viéc phan hily axit béo trong nuéi ciy
tinh khiét chiing B. arboris SL1B1, trong khi t5¢ do phan hiy triaxylglyxerol va axit béo
tang lén dot ngdt trong qua trinh nudi cdy hdn hop vai ching Y, lipolytica 1A1, va axit béo
bién mit hoan toan sau 48 gio (Fig.6). Ngoai ra, B. arboris dat mit do & bao 1a 108
bao/mL trong nudi cdy tinh khiét, trong khi ca chung B. arboris va ching Y. lipolytica 1A1
déu tang truong xa hon 1a 10% & bao/mL trong nudi cdy hdn hop. Trong didu kién nhiét do
thép va ¢O su cO mat cua mot lugng lon déu va chit béo, thi su tich [0y mét lugng axit béo
tu do 1a cao, va su phan hiy va dong héa cic axit béo tur do duoe thue ddy dang ké nhe cung

ton tai cta ching Y, lipolytica 1A1.
8. Vi du str dung nude thai thye té

Hon hop vi sinh vat bao gdm chiing B. arboris SLIB1 va ching Y. lipolytica 1A1
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duge nhidm vao nude thai cé chira ddu (khoang 300mg/L gia tri hexan trung binh) tir mot
nha may ché bién thuc pham nao d6, kiém tra sy phan hiy dau va chét béo bing cach nudi
cdy suc khi va lic, kiém soat nhiét do & 30°C va pH 7. Do gid tri hexan trung binh sau 12 gi
va 18 gio. S6 té bao phat trién duoc da nhiém (CFU) duoc biéu thi 1a truc ndm ngang trong
dd thi, va gid tri hexan trung binh giam sau 12 gid va 18 gi¢r duoc biéu thi 1a truc thing dimg
(Fig.7). Gia tri hexan trung binh giam cao hon sd luong 16n té bao phat trién duoc da nhidm,
va trong trudng hop ma sb té bao phét trién dugc da nhiém 14 10° & bio/mL hodc nhiéu hon,
thi chdt duoc chiét xuit boi hexan thong thuong trong nude hdu hét bién mét sau 18 gio
(khoang 300 mg/L gid tri giam ctia hexan trung binh). Ngoai ra, su thay déi vé sé té bao phat
trién dugc sau 12 gio va sau 18 gio ctia té bao phat trién duge da nhidm dugc biéu thi trong
Fig.8. Nguoi ta dd xac dinh dugc ring s6 t bio phat trién dugc tiang 1én theo thoi gian. Bing
cach nay, cling chimg minh duoc ring hdn hop vi sinh vat gdm ching B. arboris SL1B1 va
ching Y. lipolytica 1A1 cling ¢6 hidu qua dbi voi sy phan hily dau va chat béo trong nude
thai thuc €.

9. Kiém tra xac minh trong thiét bi thu dau md

Thuc hién thir nghiém nhiém hdn hop vi sinh vat gém hai loai: ching B. arboris
SLIBI va chung Candida cylindracea SL1B2 hodc hon hop vi sinh vat gdm 3 loai: ching B.
arboris SL1B1, ching C. cylindracea SL1B2 va ching Y. lipolytica 1A1 vao thiét bi thu diu
mé& trong mot nha hang nao d6. Tur khi thiét 1ap thiét bi thu ddu m& tuong tu voi cac thiét b
thu ddu m& da biét thong thudng, thi cac giai thich chi tiét duge bo qua, va phac thao duoc
quy dinh nhu sau. Thiét bi thu ddu md duoc thiét lap boi 3 bé, duoc phén chia boi nhiing
tAm vén, va cac bé tuong (mg dugc két ndi ¢ phan dudi cting. Nudc thai chay vao bé thi
nhit, tiép tuc chay vao bé thir hai va bé thi ba théng qua phdn mo & phia dudi cing cua cac
bé nay, cudi cng chay ra khoi bé thir ba. Stic chira clia cac bé nay 13 200 L, va thoi gian luu
trit trung binh la 12 phit. Dé thic day viéc luu trir vi sinh vat, tién hanh dat than vao phia
day thiét bi thu diu md dé ¢d dinh vi sinh vat vao doé. Hon hop vi sinh vat duoc cung cép
ngay khi dimg hoat dong chay vao va chdy ra clia nude thai tir nha bép ctia nha hang vao
ban dém, va viéc thu thap nude dé do gia tri hexan trung binh dugc thuc hi€n trong qua trinh
hoat dong vao ban ngay. Nhiém 400mL hdn hop vi sinh vat vao bé thir nhdt mdi dém. Két
qua 13, hiéu qua phan hily diu va chét béo di dugc xéc nhan khi bd sung hdn hop 2 loai vi
sinh vat, nhung hiéu qua phan hiy dau va chét béo tang lén theo cAp s& nhan khi bd sung
hdn hop 3 loai vi sinh vt chita ching ¥, lipolytica 1A 1, va sau 3 tudn ké tir khi tién hanh bd

sung hon hop vi sinh Vvat, thi gié tri hexan trung binh thip hon 30 mg/L, 1a gia tr hexan trung
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binh tiéu chuan, va sau do duy tri gia tri thip nay (Fig.9).
Tém tit

(1) i thanh cong thu dugc ching Y. lipolytica 1A1 c¢6 kha ning dong hoa axit béo
tu do cao. Khong gibng nhu ching Yarrowia lipolytica da biét, chung 1A1 nay khong tiét

lipaza. Chung Y. lipolytica 8A1, chung 8D1 va chiing 24B2 cling ¢6 déc tinh tuong tu.

(2) Chung Y lipolytica 1A1 ¢6 thé phat trién cong sinh cling v6i ching B. arboris
SL1BI.

(3) Str dung két hop chung Y, lipolytica 1A1 va ching B. arboris SL1BI tao ra kha
nang phan huy triaxylglyxerol vo cung manh, va cling thich hgp cho viéc xtr ly nudc thai
thuc té. Anh huong clia viée sir dung két hop nay 1a dic biét dang ké trong diéu kién nhiét

do thap hodc ¢6 sur c6 mat ciia mot luong 16n dau va chat béo.

(4) Khi ching C. eylindracea SL1B2 duge sir dung két hop thém vao véi ching ¥,
lipolytica 1A1 va chiing B. arboris SL1BI, thi hiéu qua phan hily con ting nita, va su két

hop nay cling thich hop cho viéc lam sach thiét bi thu ddu ma.
Kha nang tmg dung trong cdng nghiép

Theo phuong phap phan hily va loai bo du va chit béo cia sang ché, thi sy giam tdc
do thiiy phan do sy tich liiy ctia san pham dau va chit béo da phan hay c6 thé duge ngin
chan bai hoat dong clia Yarrowia lipolytica 1a mot chiing ddng héa axit béo tur do, va theo d6
thu dugc hidu qua phan huy va loai bo dau va chit béo. Séng ché c¢6 thé duoc (mg dung dé
xtr Iy nude thai chira du va chét béo, va lam sach thiét bi thu dau m&. Ngoai ra, theo sang
ché, ciing 6 thé phan hiy va loai bo axit béo tur do ¢6 trong san phim thity phan dau va chit

béo, va sang ché cling co6 thé dugce img dung d¢ xur ly dau va chat béo.
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YEU CAUBAO HQ

1. Phuong phap phan huy va loai bo dAu va chit béo bao gdm cho ching Yarrowia
lipolytica la chung vi sinh vt ddng hoa axit béo tw do tiép xtic véi axit béo, la san phdm
thlly phan cua triaxylglyxerol, hodc véi axit béo va glyxerol dugc thiy phén tir
triaxylglyxerol, trong do chung Yarrowia lipolytica khdng tiét lipaza va 1a ching c6 sé ding
ky la NITE BP-1167.

2. Phuong phap theo diém 1, trong d6 ching Yarrowia lipolytica & ching c6 sb dang

ky 1a NITE BP-1167 c6 thé phat trién cong sinh cting v6i chung Burkholderia arboris.

3. Phuong phép theo diém 1 hodc 2, trong d6 ¢6 sy ¢ mét cuia lipaza trong qua trinh

thuy phan cua triaxylglyxerol thanh axit béo va glyxerol.

4. Phuong phap theo diém bat ky trong so cac diém tir 1 dén 3, trong do6 ¢ sy c6 mat
ctia vi sinh vét c6 kha ning tiét lipaza trong qué trinh thiy phan cta triaxylglyxerol thanh

axit béo va glyxerol.

5. Phuong phép theo diém 4, trong do vi sinh vét nay 1a ching Burkholderia arboris,

tbt hon 14 trong do ching Burkholderia arboris 1a ching co sb dang ky 1a NITE P-724.

6. Phuong phép theo diém bét ky trong s& cac diém tir 1 dén 5, trong d6 con c6 vi

sinh vat dong hoa glyxerol duoc st dung két hop.

7. Phuong phap theo diém 6, trong d6 vi sinh vét ddng hoa glyxerol nay la ching
Candida cylindracea, tHt hon 14 trong d6 ching Candida cylindracea 1a ching ¢6 s& ding ky
la NITE P-714.

8. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 7, trong d6 dau va chét

béo la dau va chat béo trong nude thai hodc thiet bi thu dau ma.

9. Phuong phap xtr ly nudce thai, bao gom budc phan hiy va loai bo dau va chét béo
2 p

trong nude thai bing phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 8.

10. Phuong phap lam sach thiét bi thu ddu md, bao gdm budc phan hily va loai bd
dau va chét béo trong thiét bi thu ddu md bang phuong phap theo diém bét ky trong sb cac

diém tir 1 dén 8.
11. Ching Yarrowia lipolytica c6 cac dac tinh sau:
(1) chung Yarrowia lipolytica ddng hda axit béo tu do;

(2) chung Yarrowia lipolytica khong tiét lipaza; va
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(3) chung Yarrowia lipolytica c6 thé phat trién cong sinh cling véi ching
Burkholderia arboris, trong dé ching Yarrowia lipolytica 1a ching ¢6 sb dang ky 1a NITE
BP-1167.

12. Tac nhan phan hty diu va chit béo c6 chia chiing Yarrowia lipolytica theo diém
11 [am tac nhan c6 hoat tinh.
13. Téc nhan theo diém 12, trong d6 tac nhan nay con bao gdm thanh phan thiy phan

triaxylglyxerol thanh axit béo va két hop vai glyxerol.
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TYarrowia lipolytica NRRL YB-423T (U40080)

Candida deformans JCM 16947 (AB197669)
Candida oslonensis CBS 10146" (AM268477)
Candida galli NCAIM Y 014867 (AY346454)
— Candida phangngensis NBRC 1019677 (AB304772)

— Candida hollandica CBS 4855T (AM268482)
Candida alimentaria CBS 101517 (AM268481)
Candida hispaniensis NRRL Y-55807 (AY789654)
Candida incommunis CBS 5604T(U62303)
Zygoascus steatolyticus var. steatolyticus CBS 96407 (AY447019)

Aciculoconidium aculeatum NRRL YB-42987(U40087)
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Fig.2
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Fig.3
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Fig.4
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Fig.5
Nubi cdy tinh khiét B. arboris SL1BI
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Nudi cdy hdn hop B. arboris SLIBI/ Y. lipolytica
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26350

Fig.6

Nudi cdy tinh khién B. arboris SL1B1 Nudi céy hon hop B. arboris SLIBI/ Y. lipolytica I1A1
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Fig.7

GIA TRIHEXAN TRUNG BINH A (mg/L)
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Fig.8

SO DON VI KHUAN LAC CUA TE BAO BA NHIEM (Té bao/ml)
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Fig.9
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(ViDU SO SANH 1) KHONG CO HON HOP VI SINH VAT

S6 ngay sau khi nhigm 0 2 7 14 21 28
Gié tri hexan trung binh (mg/L) 4800 4500 6800 3400 3900 4700
8% | DU SO SANH 2) B. arboris SLIBI + Cundida cylindracea SL1B2

S6 ngay sau khi nhiém 0 2 7 14 21 28
Gid tri hexan trung binh (mg/L) 5200 1500 850 250 110 120

(ViDU) B. arboris SLI1BI +Candida cylindracea SLIB2 + Y, lipolytica 141
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