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Linh vie k§ thuit dwoe dé cap

- N6i chung, séng ché dé cdp dén quy trinh sdn xuat amoniac va/hodc
amoni tr nguyén li€u hitu co bang quy trinh 1én men hodc nudi cady vi sinh vat

st dung quan thé vi sinh vat hdn hop.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Amoniac (NH;) 12 mdt trong sb cac hop chit hoa hoc duoc san xuét
nhiéu nhét trén thé gioi. San luong toan ciu dbi véi san pham nay da dat dén
131 triéu tdn (hé mét) vao ndm 2010 (US Geological Survey 2012). Phan 16n
amoniac san xuét ra dugc sir dung trong cic phén bén ho hoc dé cung cp nito
can thiét cho qué trinh sinh truéng cua cdy trong. Ngoai ra, amoniac cling da
dugc sir dung dé san xuit chét déo, soi va nhua téng hop, chét nd, nhidu hop
chit hoa hoc khac.

Chu trinh nito 12 qua trinh chuyén hoa nito gitta cic dang hoa hoc khéc
nhau cua nd. Qua trinh khoang hoé nito trong cac dai phin ti hitu co, tic 1a
qué trinh chuyén ho4 nito hitu co thanh amoni hodc amoniac, dugc goi la qua
trinh amoni hod. Bugc giai phong nito hitu co duéi dang amoniac 1a mot phan

cuia chu trinh nito, va duoc thuc hién boi cdc vi khuin amoni hoa.

Amoni hoa c6 thé dugc sir dung dé gidi phong nito tir cac chét thai hiru
co. Vi du, don yéu ciu cip patent My s 13/722,228 d3 mo ta phuong phép
amoni hod. Trong phuong phap dwgc mo ta trong don yéu cau cép patent M§
sb 13/722,228, chit hitu co ¢6 mdt trong mdi truong duge cho tiép xuc véi
enzym thuy phan dé tao ra méi trudng chtra chit hitu co da thuy phan hoac

thuy phan mot phan thich hop dé 1én men hodc nuéi cAy vi sinh vat. Qua trinh
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1én men duoc thuc hién véi su c6 mit cia cia it nhat mot vi sinh vat ¢6 kha
nang amoni hod. Vi sinh vat nay c6 thé thudc gidng Aderomonas, Citrobacter,
Clostridium va Entrococcus. Phuong phap nay cho ning suit tao amoni dén
khoang 800 mg/lit.

Cong bd don yéu ciu clp patent Mg s§ US20110126455 di mod ta
phuong phép san xuit nguyén liéu ciy, nguyén liéu nay c6 thé c6 thé duge si
dung trong quy trinh khoang hoa dé san xuit méi trrong thuy canh. Nguyén
liéu cdy duoc tao ra trong quy trinh ndy c6 thé tao ra ndng d6 ion nitrat dén 400
mg/lit va thoi gian cin thiét dé hoan thanh quy trinh khoang hod thuong 1a
khoang 4-8 ngay. '

Do dé, van ¢6 nhu ciu di ton tai tir lau trong linh vuc nay dbi voi céc
phuong phap bd sung ¢ chi phi hop Iy dé san xuét amoniac tir nguyén liéu hitu

co, nhu tir chét thai hitu co, chéng han.
Bin chit ky thuit cia sang ché

Do d6, myc dich cta sang ché, theo céc phuong an khac nhau, d& xuit
quy trinh san xudt amoniac hodc amoni tr nguyén liéu hitu co, trong d6 quy

trinh ndy bao gdm cong doan:

- 1én men, trong diéu kién wa khi hoic ky khi, moi truong nude chira
nguyén liéu hitu co véi sy ¢6 mit ctia mot quan thé vi khuin hdn hop c6 kha
nang amoni hod, trong d6 cong doan 1én men nay duogc thuc hién trong céc diéu
kién, va trong khoang thoi gian di, dé tao ra san phédm 1én men chtra amoniac

hodc amoni;

- trong d6 nguyén liéu hitu co nay chia cac hop chét nito thich hop dé
chuyén hoa thanh amoniac hodc amoni. Tét hon néu cac hop chét nito nay la

amin hoéc protein.

Theo mot s6 phuong an nhét dinh ctia sang ché, quy trinh nay dugc thuc
hién & nhiét do nam trong khoang tir 30 dén 60°C. Tét hon nita néu quy trinh
nay duoc thyc hién ¢ nhiét do ndm trong khoang tir 40 dén 55°C, hodc tir 40
dén 50°C.
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Theo mdt s6 phwong 4n nhét dinh cia sang ché, quy trinh nay dugc thuc
hién & d6 pH nam trong khoang tir 5 dén 11. T4t hon nita néu quy trinh nay

dugc thuc hién & d6 pH nam trong khoang tir 6 dén 9.

Theo mét s6 phuong 4n nhét dinh cia sang ché, quy trinh 1én men nay
c6 thé duoc thuc hién trong diéu kién ky khi hodc wa khi trong buéng hodc
thung phan ung thich hop trong khoang thoi gian va khoang nhiét do hitu hiéu

dé khu nguyén liéu hitu co mot cach hiru hiéu.

Tét hon néu quy trinh ndy dugc thuc hién véi quan thé vi khudn hén hop
chira quan thé vi khudn hén hop vé co ban twong tu v6i quan thé vi khuin hén
hop dugc chon tir nhém bao géln HI, C1, P1, S1, Al, PB-M, MF-M, FO1 va
FI1. T6t hon néu quan thé vi khuén hdn hop vé co ban twong tur ndy c6 hé sb
tuong quan 14 0,80, t6t hon nita néu hé sé trong quan 1a 0,90, va tham chi t6t
hon nita néu hé s tuong quan 13 0,95, so v6i quan thé vi khudn hdn hop duoc
chon tir nhém bao gom H1, C1, P1, S1, A1, PB-M, MF-M, FO1 va FI1.

Theo mot sé phuong 4n nhét dinh, quan thé vi khuén hdn hop nay 1a vé
co ban tuong tw v6i quan thé vi khudn hdn hop S1 (sé hidu luu giir CBS sb
(CBS Accession No.) 136063). Tt hon néu quéan thé vi khuin hén hop vé co
ban tuong tw v6i S1 nay c6 hé sd tuong quan 1a 0,80, t6t hon nita néu hé s
tuong quan 1a 0,90, va tham chi t6t hon nita néu hé sb twong quan 1a 0,95, so

v6i quan thé vi khun hdn hop S1.

Theo cac phuong 4n khac, it nhit mot ntra céc té bao trong quan thé vi
khuan hén hop nay chita Sporanaerobacter acetigenes va/hoic Clostridium
Spp.

Theo mot phuong 4n khic, quin thé vi khudn hdn hop nay chira
Sporanaerobacter acetigenes v6i lugng khoang 50-95% va Clostridium spp véi
luong khoéang 3-35%. Lugng luy tich ctia Sporanaerobacter acetigenes va/hoac
Clostridium spp 13 70% hoidc 16n hon. Tét hon néu quan thé vi khuén hdn hop
nay chira Sporanaerobacter acetigenes vé&i lugng khoang 50-90% va

Clostridium spp véi lugng khoang 5-15%.
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Theo mot phwong 4n khac, luong lu§ tich cia Sporanaerobacter
acetigenes va/hodc Clostridium spp 1a 85% hoac 16n hon. Theo mot phuong 4n
b sung, quan thé vi khuin hdn hop nay chira it nhit 1a 90% céac vi khuén thudc

bo Clostridiales.

Tbt hon néu quy trinh theo sang ché con bao gdm cong doan thu hoi
amoniac hodc amoni, bang phuong phap co hoc hodc bang cach két tua, tir san
phim 1én men. Amoniac hodc amoni dugc tuy y thu hoi bang cac bude bao

gom:
(a) tdch cac san pham 1én men ran va 16ng;

(b) thu hdi san phim 1én men léng chira amoniac hodc nudc chira amoni
hodc thu hdi hdn hop khi duogc giai phong trong quy trinh 1én men hodc trong

budc tach (a); va
- (c) thu hoi amoniac hodc amoni.

Trong quy trinh theo sang ché, tbt hon néu nguyén liéu hitu co mot hodc
nhidu nguyén liéu trong s céc nguyén li€u sau: bot thit va xwong (meat and
bone meal — MBM), bdt dong vat, san phém phu ctia dong vat, chat thai 10 md,
nudc sita, chit thai do thi, cac loai chét thai cia cong nghiép thuc phém va lén
men va t6 hop cia chung. Céc loai chét thai cua cong nghiép thuc phim 13 san
phém phu cua dong vat, bot dong vat va chét thai thuc phém, chéng han.

Theo mot phuong an khac nita, sang ché d& cap dén quén thé vi khuin
hdn hop vé co ban twong tw v6i quan thé vi khuén hdn hop dugc chon tir nhém
bao gom H1, C1, P1, S1, A1, PB-M, MF-M, FOI va FI1. Tét hon néu quin thé

Vi khuén hén hop nay 1a vé co ban tuong tu véi quan thé vi khuin hdn hop S1.
MG t& viin tit cAc hinh vé

FIG.1 1a so d6 minh hoa viéc x4c dinh khoang nhiét d6 téi wu d& amoni
hoa nito trong protein ctia bt thit va xwong (“MBM?”) bdi cac quan thé vi
khuén hén hop AL, C1, HI, P1 va S1 trong Vi du 1. Két qua duoc thé hién dusi

dang ty 1& phan trim nito duoc chuyén ho4 thanh amoniac, tirc 12 hiéu sudt
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amoni ho4 sau khi 0 trong thoi gian 7 ngay & cac nhiét do khac nhau. Céc thanh
sai s thé hién d¢ 1éch chuin gitra hai mau lip sinh hoc. Khoang nhiét do t6i uu
dé amoni hoa boi Al, C1, H1 va P1 1a 37-55°C, va d8i vé6i S1 1a 37-60°C. Chir
“RT” duoc dung dé thé hién nhiét do trong phong.

FIG.2 13 so dd minh hoa viéc x4c dinh khoang d6 pH tdi wu dé amoni
hod nito trong protein cia MBM béi cac quan thé vi khudn hén hop Al, C1,
HI, P1, va S1 trong Vi du 1. Két qué dugc thé hién duéi dang ty 1€ phén tram
nito dugc chuyén hoa thanh amoniac, tirc 13 hiéu suidt amoni hod sau khi u
trong thoi gian 7 ngay ¢ 50°C. Céc thanh sai s6 thé hién do 1éch chuin gifra hai
mau lap sinh hoc. Khoang do pH ti uu d& amoni hoa béi Al, C1, HI, P1, va
S1 14 6-9. Chit “N” duoc dung dé thé hién nito trong cac hop chit duoc chuyén
hoé thanh NHj.

FIG.3A, 3B, 3C, 3D, 3E, 3F, 3G va 3H la cac so dd minh hoa hiéu suit
amoni hod cac nguyén liéu hitu co khic nhau béi ééc quan thé vi khuin hdn
hop H1, C1, P1, S1, va Al trong Vi du 2. Cac thanh sai sé thé hién d6 léch
chuin gitra hai mAu 1ap sinh hoc véi ba mau lip k§ thuét trong moi mau. Céc
nguyén li¢u hitu co 1a: FIG.3A: San phdm phu cia c4, FIG.3B: San phim phu
cua ga gio, FIG.3C: San phém phu ctia bo/lon, FIG.3D: Dich ngam etanol sinh
hoc, FIG.3E: B6t thit va xuong 1, FIG.3F: Bot thit va xuong 2, FIG.3G: Bot c4,
FIG.3H: Bot long vii. Két qua dugc thé hién duéi dang ty 1& phﬁn tram nito
duoc chuyén hod thanh amoniac, ttrc 12 hiéu suit amoni hod sau khi 0 & 50°C
trong nhitng khoang thoi gian khac nhau. Quén thé S1 1a dang cht ¥ nhét do n6
amoni hod mét cach hitu hiéu cac nguyén liéu dugc thé hién boi FIG.3D va 3G,
trong khi quan thé H1 amoni hoa nhanh cac nguyén liéu duogc thé hién boi
FIG.3C, 3D va 3E. Tém lai, tit ca ndm quin thé déu lam tang hidu sut amoni
ho4 so vé6i cac mau dbi chung khong duoc ciy. Tac dung nay 1a dic biét rd rét
& cac nguyén lidu dugc thé hién béi FIG.3C, 3D, 3E, va 3F. Chit “d” duoc
ding dé thé hién ngay.

FIG.4 1a so d5 minh hoa mtc amoni hod mdi truong 1a san phdm phu

clia ca va mdi truong 1 san pham phy cia ga trong 1o phan ng sinh hoc &
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+50°C khong chtra nguyén liéu cdy 1a vi khuén va st dung quﬁn thé vi khudn
P1 trong Vi du 4. Céc thanh sai sé thé hién d6 léch chuin cia ba lan do

amoniac lap.

FIG.5 la so 46 minh hoa viéc x4c dinh khoang nhiét do dé gdy cam ting
cac quan thé hdn hop tir bot thit va xwong (“MBM”) khong v tring tlr hai nha
san xudt khac nhau (MBM1 va MBM2) trong Vi du 5. Két qua dugc thé hién
dudi dang ty 18 phan tram nito duoc chuyén hoa thanh amoniac, tirc 12 hiéu suat
amoni hod sau khi 1 trong thoi gian 7 ngay & céc nhiét dd khéc nhau. Cac thanh
sai sd thé hién d6 1éch chuin gitta hai mau lip sinh hoc, ngoai trut MBM1 &
45°C va 55°C lan luot v6i 4 va 7 méu lap. Cac quan thé MBM2 dugc gy cam
g mot cach hitu hidu & nhiét d6 nam trong khoang tir nhiét do trong phong
(room temperature — RT) dén 70°C, trong khi MBM1 c¢6 nhiét do tdi wu dé
chuyén hoé nito mot cach hitu hi¢u & 50°C. Chir “RT” duogc dung dé thé hién

nhiét do trong phong.

FIG.6 12 so dd minh hoa mét vi du vé quy trinh amoni hod céc san phém
phu ciia 10 mb trong phan Ban luan, dudi day.
M6 ta chi tiét sang ché

Sang ché d& xut phurong phap chiét nito tir cac nguyén liéu hiru co bang
cach amoni hoa béi cac quan thé vi khudn hdn hop. Nguyén lidu hitu co ¢6 thé
12 nguyén liéu hitu co gidu protein bat ky, vi du, nguyén liéu hitu co ¢6 ngudn
géc tir dong vat hodc thuc vat. Pé hidu sang ché rd hon, cac thuat ngit duéi day
duogc dinh nghia. Trir khi c6 quy dinh khéc, cac thudt ngit néu dudi diy dugce sir
dung va dinh nghia nhu dugc trinh bay. Phén dinh nghia cho céc thuat ngit
khac c6 thé dugc thé hién trong toan bd ban mo ta sang ché. Can hiéu rang tat
ca céac thudt ngit & sd it cling bao ham dang s6 nhiéu, thé chu dong va thi qua
khtr ctia thudt ngit nay, trir khi c¢6 quy dinh khéc.

Thuét ngit “hop chit nito” duoc dung dé chi cac hop chét nito thich hop

dé chuyén hoa thanh amoniac hoic amoni bang quy trinh theo sang ché, vi du,

nito hitu co, bao gdm amin, protein va cac chat tuong tu. Vi du vé nguyén liéu
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hitu co nhu vay bao g@)m nguyén liéu chta amin, vi du, nguyén li€u protein
nhu, bot thit va xwong (MBM), chét thai 10 md, nude sita, chat thai do thi, bot
c4, cac loai chét thai cia cong nghiép thuc phém, vi du, san phérn phu cta dong
vat va thuc vat bao g6m, nhung khong chi gidi han &, bdt ctia thit va xuong, ca,
va long vi, cling nhu cu cai dudng, cdc cdy ho diu, qua, va chét thai cta cong
nghiép duong. Nhu dugce st dung & day, thuat nglt “MBM” “bdt thit va xuong”
12 nhu dugc dinh nghia trong Quy ché sé 142/2011 cta Uy ban chau Au, “bot
thit va xuong nghia 1a protein dong vat thu dugc tir viéc xir Iy cdc nguyén li€¢u
thuéc Nhém (Category) 1 hoic Nhom 2 theo mét trong sb trong sb cac phuong

phap xur ly dugc quy dinh trong Chuong III cia Phu luc IV”.

Nhu duge st dung & ddy, thuat ngir “bot dong vat” 1a bot duogc san XuAt
tir nguyén liéu dong vat (nhu chét thai 16 mé). Trong cac Vi du dudi ddy, “bot
dong vat” 1a nguyén liéu dang bot. Theo mot quy trinh san xuét, bot 1a chét thai
10 mé va duge chiét hoi 4m (tirc 1a sdy kho), sau do nghién chét rin da sy kho

nay.

“Nguyén liéu c6 ngudn gbe tir thue vat” duoc dinh nghia nhu sau: “Dich
ngam etanol sinh hoc” (St1 Oy, Phan Lan) dugc dung dé chi chét thai 1én men
thu duge tir qua trinh san xuét etanol sinh hoc. “Sinh khdi Ita mach” (Senson
Oy, Phén Lan) 13 san phidm phu cua qua trinh san xudt nuéc @ men, va “dich
ngam lta mach” (Senson Oy, Phan Lan) 13 san pham phu qua trinh san xuét

enzym lia mach. “Sinh khéi lta mi” (CropEnergies AG, Cong hoa Lién bang

N
Ay

Dric) va “ba cdi dau” (Mildola Oy, Phan Lan) 1a nguyén lidu dugc san xuit dé

dung lam thirc an cho dong vit.

Nhu dugc st dung & ddy, thuat ngit “thirc dn cho dong vat” mo ta thuc

pham dugc ché bién dé dung 1am thire an cho dong vat.

Céc thuat ngir “Ién men” hodc “qua trinh 1én men” dugc dung dé chi quy
trinh, trong d6 cdc phén tlr hitu co ¢6 vai trd lam ca chit cho 14n chit nhan dién
ttr. Pidu nay khac nhau & qua trinh ho hép, trong d6 phan tir chuyén héa tir
phan tir chét dinh dudng chuyén dién tir cia nd sang oxy (ho hip ua khi) hodc

céc phan ti/ion v6 co khac nhu nitrat, sulfat, cacbon dioxit hodc sit (III) (ho
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hép ky khi). Trong qué trinh 1én men, phén tir chit dinh dudng duoc khir thanh
cac phén tir hitu co nhé nhu axit béo va ruou dé bay hoi. Thém vao do, thuat
ngit 1én men dugc sir dung dé mb ta qua trinh sinh trudng cta vi sinh vat trén
moi truong sinh trudng trong thung dong kin, tirc 1a trong 10 phan ng hoic

thiét bi 1én men.

Thuat ngt “amoniac” dugc ding dé chi hop chdt NH; dugc tim thdy &
dang khi hodc hoa tan & dang khong ion hod trong méi trudong, nhu moi trudng
nudc, ch.'flng han. Thuit ngt “amoni” dugc dung dé chi ion NH,", tic 1a dang
ion cua NH; duoc tim théy trong dung dich nudc, chéng han. Trong dung dich
nudc, amoni va amoniac ton tai & trang thai can bﬁng phu thudc vao nhiét do va
do pH, vi du nhiét d6 va do pH cang cao, thi ty 1é & dang amoniac cang lén. Vi
ly do nay, & day, khi d& cap dén quy trinh va/hoic vi sinh vat amoni hod theo
séng»ché va san phim cua no, thuat ngit “amoniac” can duogc hiéu 12 bao ham
ca NH; va dang NH," cua hop chét nay, trr khi ¢6 quy dinh khac. Vi du, ph?m
md ta cdc vi sinh vat amoni hod c6 kha ning “sin xudt amoniac” hodc “san
xuét amoni” duoc hiéu 1a bao ham viée san xudt NH; va/hoic NH, ' theo trang

thai can bang NH3/NH," phét hién thiy trong moi trudng cu thé nay.
p y trong g y

Thuat ngir “amoni hod” dugc dung dé chi qua trinh khoang hod nito
trong cic dai phan ti hitu co, tic 13 chuyén ho4 nito hitu co thanh amoni hodc
amoniac. Qua trinh nay duoc thuc hién bai cac vi khudn amoni hoa va bao gém
budc thuy phan protein thanh axit amin nhd enzym, va giai phéng nito dudi
dang amoni/amoniac nh¢' phan tng loai nhém amin va phan tng tach. Khung
cacbon cua axit amin duoc 1én men thanh axit hitu co, dong thoi giai phéng

cacbon dioxit va hydro.

Nhu c6 thé dugc sir dung & ddy trong ngit canh thu hdi amoni va
amoniac tlr san phim 1én men hodc nudi cdy, thuat ngit “dang hop nhét” dugc
ding dé chi viéc chuyén hoa ion amoni thanh mot dang hod hoc khac nhu
amoniac (NHs) khong ion va/hoic hop chit chira nito da biét bat ky trong linh

vuc nay, vi du hop chét lan luot dugc tao ra béng cach cho amoniac phan tng
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véi axit nitric, axit sulfuric, axit clohydric, hodc axit phosphoric, hodc hgp chét
bét ky khéc twong tmng.

Céc quan thé vi khudn hdn hop amoni hod bao gdm quan thé H1, C1,
P1, S1, Al, PB-M, MF-M, FO1 va FIl va céac thé bién di cda ching, va cac

quan thé nay s& duoc mo ta chi tiét trong phan duéi day.

Viéc phan tich quan x4 vi khuin ctia c4c quan thé hdn hop H1, C1, P1,
S1, va Al duoc tién hanh trén ADN thu dugc bang cach chiét biang phenol-
cloroform-rugu isoamylic tir hdn hop nuéi cay vi khudn, trong do6 cac té bao
dugc phé vo bang cach gy va dap véi hat. Cac quan thé dugc nuodi céy trong
thoi gian bdn ngay ¢ nhiét dd 37°C, 50°C hoic 55°C trong moi truong MBM
v trung [180g bt thit va xuwong (MBM) trong mdi lit nuéc] hodc nguyén lidu
c6 ngudn gde tir dong vat. Thir nghiém trén gen 16S cua vi khuin bang k§ thuat
gidi trinh ty dya trén viéc phat hién muc giai phong pyrophosphat
(pyrosequencing) bang cach st dung amplicon FLX dugc mi hoa bang doan
cai (tag) (by tag-encoded FLX amplicon pyrosequencing — bTEFAP) va viéc
phan tich s6 li¢u vé tinh da dang vi khun duogc thuc hién béi Research and
Testing Lab (Lubbock, Texas, Hoa Ky) theo phuong phap nhu duoc mé ta
trong tai liéu: Dowd et al. 2008a va Wolcott et al. 2009. Cac doan mdi 28F
‘GAGTTTGATCNTGGCTCAG’ (SEQID NO: 1) va 519R
‘GTNTTACNGCGGCKGCTG’ (SEQ ID NO: 2) dugc st dung dé khuéch dai
cac viing bién ddi 16S V1-3 (trong d6 “N” 1a A, T/U, G hogc C) va trong d6 K
1a T/U hoac G).

Viéc phan tich tinh da dang vi khuin cho théy su cO mat cua cac vi
khuan thudc 35 gidng khac nhau (Bang 1). Trong tong sb 53 két qua, 33 két
qua duogc nh@n biét & murc loai va 20 két qua & muc gibng. Bang 2 thé hién céac
gidng va loai vi khuén chiém wu thé trong mdi quan thé. Céc vi khuan thudce 6-
8 giéng tao thanh phin lén cia tit ca cac quéan thé. Clostridium spp. va
Sporanaerobacter acetigenes chiém wu thé & tat ca cac quan thé. G S1 duoc
nuoi ciy & nhiét do 55°C, Caloramator spp. ¢6 mit & mirc d6 phd bién tuong

tu voi Clostridium spp.
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Céc hé sb twong quan (Bang 3) duoc tinh tir s6 liéu duge thé hién trong
Bang 1 bang cach st dung phuong trinh [1], trong d6 X va ¥ duge dung dé chi
hai ma trdn, vi du H1 va C1, ma gifta chiing dugc tinh twong quan, x va y 1a cac
gia tri don bén trong mot ma trdn, va £ va ¥ la gia tri trung binh cta tAt ca céac
gia tri bén trong mot ma tran. Loai khong c6 mit trong quén thé (cac t& bao
trbng trong Bang 1) dugc gan gid tri 0. |

£ x-H) -5

w5 (‘]E [1]

N e 12 S fas
2l —E) E(y-7)

Twong quan (X, ¥Y) =

Thuat ngit “vé co ban tuong tu”, dugc dung cho quan thé vi khuin nhu
dugc mo ta & day, nghia la quén thé vi khudn c6 hé sb tuong quan it nhét 1a 0,8,
khi so sénh vé6i mot hodc nhidu quan thé vi khudn duge xac dinh trong Bang 1.
Tt hon néu quéan thé vi khudn v& co ban twong tu ¢6 hé sb tuong quan it nht
12 0,9, va t6t hon nita néu quﬁn thé vi khuén vé co ban tuong tu c6 hé sb tuong
quan it nhét 14 0,95 khi so sanh v6i mdt hoic nhiéu quﬁn thé vi khuan duoc xac
dinh trong Bang 1. C4c phuong phép thng ké khac dé so sanh cac quan thé

cling c6 thé dugc st dung.

Bang 3 thé hién tinh tuong tu rat cao gifta tt ca cac quén thé tai do tudi
4 ngay. Phan 16n cua tit ca cac quan thé chi chira mot it loai va gidng van rét
tuong tw nhau trong tat ca cac diéu kién dugc thtr nghiém va céac quén thé tu
nhién co tinh canh tranh cao hon c6 mat trong cac nguyén liéu c6 ngudn gbc tir
dong vat. P1 1a thé hé thtr tdm cua quﬁn thé dugc tao ra tr MBM khong vd

triung, va cho thay van giit dugc cac dic tinh chinh cta quan thé nay.

Viéc phén tich tinh da dang vi khuén dua trén cac phuong phéap phan ti
dé giai trinh tu bi sai Iéch do tinh dic hiéu va tinh phé dung ctia doan mdi
(Dowd et al. 2008b), chang han. Do do, phuong phap da mo ta trén ddy can
duge str dung lam chuén khi tién hanh so sanh véi cac quén thé hdn hop duogc

thé hién trong phin duéi day.

Bang 1. Két qua phan tich tinh da dang vi khuan: cac giéng va loai trong cac
quén thé HI, CL, P1, SI, va Al. Quin thé S1 ciing duoc nudi cly & nhiét do
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37°C (dugc ky hiéu 1a S1-37), 50°C (dugc ky hiéu I1a S1-50, mdt mau lap sinh
hoc cta S1) va 55°C (duoc ky hi¢u 1 S1-55). S1 ciing duge sit dung dé cdy san
pham phu cta ga (CBP), xuong lon va bo nghién (CB), san phim phu cta ca
(MF), san phim phu cta lon-bo (PB) va 16ng vii cua ga (FE), vi ham lugng
20% (trong lwong/thé tich). Té bao tir tit ca cac hdn hop nudi ciy dugc thu hdi
dé chiét ADN tai d¢ tudi la bn ngy. Cac két qua dugc thé hién dudi dang ty

1€ phan trdm so véi quan thé toan phan.

\: Al S1- S1- S1-
Loai Cl1 H1 P1 S1 37 50 55 CBP CB MF PB

FE

Bacillus sp. 0,770 | 0,530 | 1,463 | 0,974 | 0,398 0,763 | 1,183 | 0,105 | 2,203 0,127

0,031

Bacillus 0,224 | 0,106 | 0,506 | 0,394 | 0,085 0,117 0,283 0,049
thermoamylovorans

0,016

Butyrivibrio

Jfibrisolvens 0,021

oshimai

Caldicoprobacter 0,050 | 0,042 | 0,113 | 0,021 | 0,085 | 0,035 | 0,111 | 0,105 0,030 | 0,021

Caloramator fervidus 0,021

Caloramator sp 5,045 | 2,669 | 4,295 | 4,042 | 5200 | 5,765 | 3,608 | 3,351 | 0,126 | 3,378 | 1,623 3,176

1,369

Cgrnobacterl’um 0,021 | 0,015
divergens

Catabacter sp 0,021 0,012 0,030 0,019

Clostridium

. 6,948 6,613 | 4,632 | 1,415 | 4913 | 0,129 | 1,130 | 1,429 | 1,173 6,234
botulinum

0,252

Clostridium

. 5,790 | 6,439 | 6,920 | 11,84 | 8,497 | 10,98 | 2,054 | 0,023 | 2,888 5,983 | 2,933 | 2,162
cochlearium

0,960

Clostridium

. 0,015
gasigenes

Clostridium

. 0,064 0,014 0,063
haemolyticum

Clostridium novyi 0,084

Clostridium

. 0,064 0,021 | 0,057 0,014 0,029
oceanicum

Clostridium

perfringens 0,136

Clostridium sp 0,224 | 0,487 | 0,619 | 0,124 | 0,568 | 0,069 | 0,569 | 1,242 | 0,419 | 0,506 0,168 | 0,672

0,283

Clostridium

0,547 | 0,530 | 1,182 | 0,187 | 0,483 | 0,380 | 2,304 | 0,305 | 3,035 | 1,667 0,220 | 4,120
sporogenes

0,031

Clostridium

thermopalmarium 0,012

Clostridium ultunense | 2,584 | 5,507 | 0,844 | 15,17 | 1,250 | 1,105 | 0,999 1,464 | 0,230 | 0,893 | 1,917 | 0,224

2,202

Corynebacterium

kroppenstedtii 0,015

Corynebacterium

pseudogenitalium 0,015

0,016

Cyanobacterium sp

0,016

Enterococcus faecalis

0,079
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Enterococcus sp

0,063

Faecalibacterium sp

0,019

0,035

0,049

Fervidicola
Serrireducens

0,021

0,014

Garciella sp

0,075

0,085

0,038

0,083

0,028 | 0,069

0,056

0,012

0,060

0,021

0,058

Geobacter grbiciae

0,010

Kocuria sp

0,035

Lactobacillus
crispatus

0,041

Lactobacillus
Jjohnsonii

0,047

Leptospira broomii

0,021

Macrococcus
caseolyticus

1,935

Mabhella australiensis

0,547

0,360

0,338

0,352

0,426 | 0,483

0,500

0,340

0,402

0,115

0,273

0,173

Microbacterium
aurum

0,021

Mycobacterium
hocaicum

0,016

Propionibacterium
acnes

0,012

0,021

0,010

Propionibacterium sp

0,028

Pseudobutyrivibrio
ruminis

0,028

0,015

Pseudomonas sp

Rhodobacter sp

0,019

Ruminococcus sp

0,014

0,016

Sarcina sp

0,016

Sphingomonas
mucosissima

0,021

Sporanaerobacter
acetigenes

77,44

74,26

80,66

53,67

75,87 | 78,63

81,96

85,45

90,62

81,08

90,80

81,17

92,24

Sporichthya sp

0,035

Subdoligranulum sp

0,010

Tepidanaerobacter sp

2,261

1,419

1,219

4,167

0,682

0,791

5,319

0,837

0,253

0,429

0,438

Thermosediminibacte
rsp

0,010

Tissierella
creatinophila

0,021

0,021

Tissierella praeacuta

0,021

0,042

0,023

0,030

0,021

Tissierella sp

4,448

0,381

1,782

2,218

1,677 | 1,001

1,277

0,867

0,398

1,697

0,555

1,003

0,220

Verrucomicrobium sp

0,016
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Bang 2. Céac giéng va loai vi khuin chiém uu thé trong cac quan thé H1, C1,

P1, SI va Al. Cac két qua dugc thé hién dudi dang ty 18 phan tram so v6i quén

thé toan phan.

Loai Al Cl HI Pl S1 8317 SS}) 8515 CBP | CB | MF | PB FE
Bacillus spp. 0,994 | 0,635 | 1,969 | 1,368 | 0,483 0,763 | 1,300 | 0,105 | 2,485 0,175 | 0,047
Caloramator spp. 5,045 | 2,669 | 4,295 | 4,063 | 5,200 | 5,765 | 3,608 | 3,351 | 0,126 | 3,378 | 1,623 | 3,176 | 1.369
Clostridium spp. 9,145 | 20,04 | 9,565 | 33,96 | 15,49 | 13,95 | 10,87 | 3,175 | 7,848 | 10,49 | 6,410 | 13,58 | 3,728
Garciella sp. 0,075 | 0,085 | 0,038 | 0,083 | 0,028 | 0,069 | 0,056 | 0,012 0,060 | 0,021 | 0,058
Mahella 0,547 | 0,360 | 0,338 | 0,352 | 0,426 | 0,483 | 0,500 | 0,340 0,402 | 0,115 | 0,273 | 0,173
australiensis
Sporanaerobacter 7744 | 74,26 | 80,66 | 53,67 | 7587 | 78,63 | 81,96 | 8545 | 90,62 | 81,08 | 90,80 | 81,17 | 92.25
acetigenes
gﬁidammbam" 2,261 | 1,419 | 1,219 | 4,167 | 0,682 0,791 | 5,319 | 0,837 | 0,253 | 0,429 | 0,438
Tissierella spp. 4,448 | 0,402 | 1,782 | 2,239 | 1,677 | 1,001 | 1,318 | 0,890 | 0,419 | 1,726 | 0,576 | 1,003 | 0,220
Khéc 0,050 | 0,127 | 0,131 | 0,104 | 0,142 | 0,104 | 0,139 | 0,164 | 0,042 | 0,119 | 0,021 | 0,127 | 2,218
Téng 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

Bang 3. Hé s twong quan giita céc tinh da dang vi khuén cta cac quén thé hdn

hop duoc tinh tir s liéu thé hién trong Bang 1 bang cach st dung phuong trinh

[1].

Al Cl1 HI Pl S1 S1-37 |S1-50 [S1-55 |CBP |CB |MF |PB FE
Al 1 09970 |0,9988 | 0,9606 | 0,9982 | 0,9962 | 0,9975 | 0,9951 |0,9963 |0,9983 |0,9977 | 0,9961 | 0.9968
Cl 0,9970 | 1 09973 |0,9722 |0,9964 |0.9923 | 0,9953 |0,9895 |0,9933 |0,9944 |0,9954 |0,9943 | 0,9940
Hl 0,9988 |0,9973 | 1 09567 |0,9993 |0,9981 | 0,9980 | 0,9946 | 0,9975 | 0.9997 |0,9982 |0,9972 | 0,9969
Pl 0,9606 |0.9722 |0,9567 | 1 0,9607 | 0,9605 | 0,9478 |0,9428 | 0,9513 |0,9520 | 0,9533 |0,9448 | 0,9525
S1 0,9982 |0,9964 |0,9993 |0,9607 | 1 09985 |0,9955 | 0,9898 | 0,9942 |0,9976 | 0,9956 |0,9944 | 0,9936
37 0,9962 |0,9923 |0,9981 |0,9605 |0,9985 |1 0,9910 |0,9898 |0,9917 |0,9970 | 0,9933 | 0,9887 | 0,9910
50 0,9975 10,9953 |0,9980 |0,9478 | 0,9955 |0,9910 | 1 0,9959 10,9982 | 0,9974 |0,9984 |0,9994 | 0,9981
55 0,9951 |0,9895 | 0,9946 |0,9428 | 0,9898 |0,9898 | 0,9959 |1 0,9964 |0,9948 | 09973 | 0,9935 | 0,9995
CBP 10,9963 |0,9933 0,975 | 0.9513 | 0,9942 |0,9917 | 0,9982 |0.9964 | 1 0,9982 | 0,9991 | 0,9974 | 0,9988
CB 0,9983 |0.9944 |0,9997 |0,9520 |0,9976 | 0,9970 | 0,9974 | 0,9948 |0,9982 |1 0,9988 |0,9959 | 0,9977
MF 10,9977 [0.9954 [0,9982 | 0,9533 |0,9956 | 0,9933 |0.9984 |0,9973 |0.9991 |0.9988 |1 0,9967 | 0,9997
PB 0,9961 |0,9943 |0,9972 |0,9448 |0,9944 |0,9887 | 0,9994 |0,9935 |0.9974 |0,9959 | 0.9967 |1 0,9961
FE 09968 |0.9940 |0,9969 |0,9525 |0,9936 | 0,9910 |0,9981 | 0,9995 |0,9988 |0,9977 |0,9997 | 0,9961 | 1

Vi du thye hién sang ché

Céc vi dy duéi day thé hién quy trinh va hop chét theo sang ché.
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Mac du sang ché @3 duoc mo ta chi tiét theo mot sb phuong &n nhat dinh
cua sang ché, song cac vi du dudi day chi nham muc dich minh hoa thém cho
sang ché va khong nham lam gi61 han hodc han ché pham vi hitu hiéu cua sang

r
A

ché.
Vidul
Céc diéu kién t6i wu dé amoni hoa boi cac quin thé hdn hop

Dé x4c dinh khoang nhiét d6 t6i vu dé amoni hoa béi cac quan thé hdn
hop, Al, C1, H1, P1 va S1 duoc nudi céy trong moi truong MBM vo tring
[180g bot thit va xwong (MBM) trong mdi lit nuéc] & 50°C (46 Celcius) ma
khong thong khi trong thoi gian 3 ngay. Cac hdn hop nudi cdy nay, da dat dén
pha sinh trudng tinh, dugc st dung lam nguyén liéu cdy véi ham lugng 5% (thé
tich/thé tich) trong méi truong MBM véi tdng thé tich 1a 60ml (mililit). U hdn
hop nudi cdy da cdy & céc nhiét do khac nhau ma khong thong khi trong thoi
gian 7 ngay.

Quaé trinh sinh truéng ctia cac quan thé vi khudn hdn hop duogc theo doi
bang cach do mirc do tao amoni clia cac quan thé. Ham lugng amoniac t6i da
khoang 8-10 g/lit dwgc x4c dinh lap di 1dp lai trong qua trinh sinh truéng cua
hdn hop nudi cdy trong cac diéu kién da dugc mod ta trén day. Theo d6, khi
ndng dd amoniac dat dén mirc nay, thi didu d6 duoc hidu l1a su chuyén pha sang
pha sinh truéng tinh. Tinh chit da dang cia cac quan thé s& han ché viéc sir
dung cac phuong phap dua trén hdn hop nudi cdy dé dém té bao, va do duc cia
moi truong MBM s€ ngin can viée sir dung phuong phap do mat do quang dé
danh gid mat do té bao. Trong tit ca cac vi du duéi day, “nguyén liéu cdy cia
cac quan thé vi khudn hdn hop” duoc dung dé chi hdn hop nudi ciy vi khudn
da dat dén pha sinh trudng tinh.

Mtrc d§ amoni hoa dugc xac dinh béng cach do néng do amoniac trong
MBM di cdy bing bo thi nghiém Ammonium Test 1.10024.0001 (Merck
KGaA, Darmstadt, Cong hoa Lién bang Puc) theo huéng dan ctia nha san xuét.

Két qua nay dugc khing dinh bing bo thir nghiém Ammonia Assay Kit
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AA0100 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Hoa Ky) theo huéng dan cia
nha san xuét.

Ham luong nito trong MBM duogc x4c dinh bang phuong phép Kjeldahl
boi mot phong thi nghiém duge chig nhén (Novalab Oy, Karkkila, Phin Lan).
Dua trén két qua nay, ham lugng amoniac ti da, tic la néng do ma tai do toan
b nito trong protein da duogc chuyén hod thanh amoniac, duogc tinh. Sau do, ty
1é ph?in tram chuyén hoa nito, tirc 1a mirc d6 amoni hoa nito trong protein, duoc
tinh dua trén néng do amoniac trong cac mau. Cac két qua duoc thé hién trén
FIG.1.

Khodang nhiét d6 tdi vu dé amoni hoa bai Al, C1, H1 va P1 1a 37-55°C
va boi S1 1a 37-60°C. Tuy nhién, SI ¢6 kha ning dung nap nhiét do tét hon so
voi Al, C1, H1 va P1 do S1 giit dugec mdt chat hiéu suat amoni hoa cia né

ngay ca ¢ nhi€t do trong phong (RT, 23°C) va 70°C.

Dé xac dinh khoang d6 pH t5i wu dé amoni hod bdi céc quan thé hdn
hop, Al, Cl,r H1, P1, va S1 duoc nudi céy trong mdi truong MBM vd tring
[180g MBM trong mdi lit nudc] & 50°C ma khong thong khi trong thoi gian 3
ngdy. Cac hoén hop nudi ciy nay dugc sir dung lam nguyén liéu cdy v6i ham
lugng 5% (thé tich/thé tich) trong méi truong MBM vé6i téng thé tich 1a 60ml.
Tiép do, do pH cta cac hdn hop nudi cy nay duoc didu chinh hing ngay dén
gid tri ndm trong khoang tir 5 dén 12. U céc hdn hop nudi ciy & nhiét do 50°C
trong thoi gian 7 ngay ma khong thong khi. Sau do, ty 1é phan trim nito duoc
chuyén hoa thanh amoniac duoc xdc dinh theo phuong phép nhu da mo ta trén
day. Céc két qua duogc thé hién trén FIG 2.

Khodang d6 pH t6i wu dé amoni hoa bi A1, C1, HI, P1, va S1 Ia do pH
nim trong khoang tr 6 dén 9. Tét ca cac quan thé C1, P1 va S1 du cho hiéu
suit amoni ho4 giam & céc gia tri 4o pH duéi va trén do pH t6i wu nim trong
khoang tir 6 dén 9. Tuy nhién, cn Iuu y riang quan thé H1 c6 kha nang dung
nap d6 pH cao t6t hon so véi cac quan thé khac, quan thé nay thé hién mot chat
hoat tinh & d6 pH=11, trong khi A1 c6 kha ning dung nap do pH thép, quin thé
ndy ciing thé hién hoat tinh & do pH=5.
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Pé xé4c dinh cac didu kién oxy téi wu dé amoni hod boi cac quan thé hdn
hop, S1 duge nudi cdy trong méi truong MBM v6 tring [180g MBM trong moi
lit nuGe] & 50°C ma khong thong khi trong thoi gian 3 ngay. Cac hon hop nudi
cy nay duoc st dung lam nguyén liéu cdy voi ham luong 5% (thé tich/thé
tich) trong méi trudng MBM véi tong thé tich 12 60ml. U cac hdn hop nudi ciy
trong diéu kién ky khi (trong binh ky khi v6i AnaeroGen, Oxoid), vi wa khi
(trong lo véi ndp dong kin), hodc wa khi (trong binh Erlenmeyer két hop lic voi
tbc do 90 vong/phut) & +50°C trong 7 ngdy. Tién hanh hai thir nghiém trén miu
lap cta ting diéu kién. Mtc tao amoni ctia hdn hop nudi céy duoc do sau khi
nudi ciy trong thoi gian 3 va 7 ngay bang cach sir dung kit x4c dinh amoniac
bang enzym (Amoniac Assay Kit AA0100; Sigma-Aldrich), va sau do, ty 1é
phan trim nito dugc chuyén hod thanh amoniac dugc xac dinh theo phuong

phép nhu da mo ta trén day.

Miurc d§ tao amoniac ctia quan thé S1 1a khong phu thudc vao mirc oxy
cta hén hop nuoi cay. Hi€u sudt tao amoniac 1a 52,5-55,9% & tat ca cac diéu
kién oxy, sau 7 ngay nudi cay (Bang 4). Tom lai, micc do tao amoni ctia quan

thé S1 1a khong phu thude vao mic oXy cua moi truong.

Béng 4. Ty 1& phan tram nito dugc chuyén hoé thanh amoni béi quén thé S1
dugc nudi cy trong cac didu kién oxy khac nhau. Cac két qua 1a gid tri trung
binh cta hai thtt nghiém trén mu Ip sinh hoc. D6 1éch chuin ctia ba 1dn do lap

lai tr hai mau lap sinh hoc dugc thé hién.

% N dugc chuyén hoé thanh

amoniac
3 ngay 7 ngay
Ky khi 47,6 + 4,8% 53,6 +4,3%
Vi ua khi 40,9+ 3,7% 52,5+3,2%

Ua khi 46,4 + 8,8% 55,9+ 5,4%

Két luan. Pa xac dinh dugc khoang van hanh d& amoni ho4 cac nguyén liéu
protein béi cac quan thé vi khuin hdn hop. Nhiét d6 nim trong khoang tir 30°C
dén 60°C, cu thé hon 12 ndm trong khoang tir 37-55°C va d6 pH nim trong
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khoang tir 5 dén 11, cu thé hon 14 nim trong khoang tir 6 dén 9, 1a tét nhét dé
amoni hoa bang vi khudn béi cac quan thé dugc mo ta & day. Qua trinh amoni
ho4 dién ra trong diéu kién ky khi, vi wa khi, va wa khi bang c4ch sir dung céc

quan thé hdn hop nay.
Vidu?2
Mirc d§ amoni hod gia tdng cua cac nguyén liéu hitru co

Céc quén thé vi khun hén hop HI, C1, P1, S1, va Al dugc st dung dé
amoni ho4 nito trong protein trong cac nguyén liéu hitu co khac nhau, tirc 1a

nguyén liéu c6 ngudn gbc tir dong vat va thuc vat, nhu duge xac dinh duéi day.

MBM c6 nguén géc tir dong vat. Cac MBM (duéi déy lan luot duge ky
hiéu 1a MBM1 va MBM2 duoc san xuét tir san phém phu ctia dong vt theo cac
phuong phap dugc md ta trong Quy ché sb 142/2011 cua Uy ban chau Au, va
bao gdm nguyén lidu co nguy co nhiém khuin thip loai 3 (Quy ché sb
1069/2009 ctua Uy ban chau Au). Cu thé, MBM1 duoc mua tir Findest Protein
Oy, Phén Lan, va MBM2 duoc mua tr SARIA Bio-Industries AG & Co. KG,
Cong hoa Lién bang Dirc. Bot 1ong vii dugc mua tir Findest Protein Oy, Phan
Lan, va bdt c4 1a san pham cua Ba Lan dugc mua tir Henry Teirs Ltd, Phan

Lan.

Céac nguyén liéu tuoi c6 ngudn g tir dong vat. San pham phu tuoi thu
dugc khi giét md c6 ngudn gbe tir ga gid va bo/lon duogce sir dung. San phim
phu ctia ga gio bao g@)ln rudt, mé, gan, tim, dau, huyét, ngon chin, xuong, dbt
séng cd, da cd, va mo ndi tang. San phém phu ctia bo/lon bao gém da, thit, sun,
xuong sun, rudt non, tim, phéi, thin, gan, va m& lon; va thit, xwong sun, khi
quan, phdi, md, va sach bo. San phim phu cua c4 bao gdm chét thai tir c4 bao
gdm xuong, thit, da va noi tang. Long vii nghién 1a 16ng vii da rira va nghién
dén ¢& hat < 2cm. Huyét bo 1a huyét dong lanh loai thuc pham. T4t ca cac

nguyén li€u tir c4, gia cam, lgn va bo déu c¢6 ngudn goc tir Phan Lan.

Nguyén liéu c6 ngudn gbe tir thuc vat. Dich ngam etanol sinh hoc (Stl

Oy, Phan Lan) 14 chét thai 1én men thu duge tir qué trinh san xuit etanol sinh
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hoc, Sinh khdi lia mach (Senson Oy, Phan Lan) 12 san phim phu ctia qué trinh
san xuAt nuéc U men, va dich ngdm Ita mach (Senson Oy, Phin Lan) 1a sén
phdm phu cta qua trinh san xudt enzym lGa mach. Sinh khéi lta mi
(CropEnergies AG, Cong hoa Lién bang Pirc) va b cai dau (Mildola Oy, Phin

Lan) l1a nguyén liéu dung lam thirc an cho dong vit.

Céac nguyén lidu tuoi c6 ngudn gde tir dong vét duge st dung dudi dang
thé dong nhit chira 40% (trong lugng/thé tich) va bot c6 ngudn gde tir dong vat
va nguyén liéu c6 ngudn gbe tir thuc vat duge sir dung véi ndng do 180 g/lit.
Thé dong nhit va dung dich dugc didu ché trong nude may véi tdng thé tich 1a
60ml. Do pH thé dong nhét va dung dich dugc diéu chinh dén do pH=7 bing
NaOH néu d6 pH ban d4u nhé hon 7. Ngoai ra, cac nguyén liéu c6 ngudn gbe
tr thue vat nhu dich ngdm lda mach, ba cai dau, sinh khdi laa mi, va sinh khéi
lda mach hing ngay cin duoc didu chinh do pH dén 7 sau khi cdy do do pH
trong cac nguyén liéu nay bi giam dén gia tri dudi khoang t6i vu dé amoni hoa
béi cac quan thé hén hop. Khéng can diéu chinh d pH cia dich ngam etanol

sinh hoc va tat ca cac nguyén liéu c6 ngudn goc tir ddng vat sau khi cay.

Cac quén thé vi khuan H1, Cl1, P1, S1, va Al duoc nubi céy trong moi
trrong vo tring [180g MBM trong mdi lit nuéc] & 50°C ma khong thong khi
trong thoi gian 3 ngdy. Cac hdn hop nudi cdy nay dugc si dung lam nguyén
liéu cdy v6i ham lugng 5% (thé tich/thé tich) trong thé dong nhét va dung dich
chtra nguyén liéu hitu co. U nguyén lidu duge cdy va mau dbi chung khong
dugc cdy & nhiét d6 50°C ma khong thong khi.

Mitrc d6 amoni hoa duoc xac dinh béng cach do néng do amoniac trong
cac nguyén liéu hitu co di cdy bang bd thu nghiém Ammonium Test
1.10024.0001 (Merck KGaA, Darmstadt, Cong hoa Lién bang Duc) theo huéng
din ctia nha san xuat. Két qua nay dugc khing dinh bing bd thu nghiém
Ammonia Assay Kit AA0100 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, Hoa Ky)
theo huéng dan ciia nha san xuét.

Ham lwong nito trong cdc nguyén liéu hitu co duoc xac dinh bang

phuong phap Kjeldahl béi mot phong thi nghiém dugce chirng nhan (Novalab
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Oy, Karkkila, Phén Lan). Dua trén két qua nay, ham lugng amoniac t6i da, tirc
la ndng d6 ma tai d6 toan bd nito trong protein di dwoc chuyén hoa thanh
amoniac, dugc tinh cho mdi nguyén liéu hitu co. Sau dé, ty 1& phin trim
chuyén hod nito, tirc 12 mic d6 amoni ho4 nito trong protein, duoc tinh dua

trén néng dd amoniac trong cac mau. Céc két qua duoc thé hién trong Bang 5.

Két luan. Két qua thu duge cho thy muc do amoni hoé gia tang boi cac
quan thé vi khuan hdn hop H1, CI, P1, S1, va Al khi so sénh véi miu dbi
chimg khéng dugc cdy. Cac quan thé vi khuin néi sinh 1a nguyén nhan gay ra
qué trinh amoni hod & mdt mirc do nhét dinh, dic biét 1a & cac nguyén liéu tuoi
c¢6 ngudn gbe tir dong vat, nhung qua trinh nay duoc ddy nhanh nho cc quin
thé hdn hop. Céc nguyén liéu trén co so thuc vét thé hién hoat tinh amoni ho4
ndi sinh & muc rat thép trong cac diéu kién dugc st dung, va loi ich chu yéu

dén tr cac quan the dugc cay.

Céac quan thé HI va S1 dudng nhur 13 cac quan thé c6 hiéu sudt amoni
ho4 cao nhat. Quan thé S1 1a quan thé tao amoni t6t nhat déi véi san phim phu
ctia ¢4, bot c4, va MBM2. Quan thé HI 1a quén thé tao amoni t6t nhat dbi voi
san phdm phu ctia lon/bd, MBM1, va dich ngdm etanol sinh hoc. C4c quan thé
S1 va H1 khong phai 1a quan thé tao amoni kém nhét dbi véi nguyén lidu bét
ky.

Cac hinh v& tir FIG3A dén FIG. 3H minh hoa hiéu suét amoni hoé céc
nguyén liéu hitu co khac nhau béi cc quan thé hdn hop HI, C1, P1, S1, va Al.
Céc nguyén liéu hitu co 1a: FIG.3A: San phdm phu cua c4, FIG.3B: San pham
phu cta ga gio, FIG.3C: San pham phu cia bd/lon, FIG.3D: Dich ngam etanol
sinh hoc, FIG.3E: Bot thit va xuwong 1, FIG.3F: B0t thit va xuong 2, FIG.3G:
Bot c4, FIG.3H: Bot 1ong vil. Két qua dugc thé hién duéi dang ty 1¢ phan trim
nito duoc chuyén hod thanh amoniac, tic 13 hiéu sudt amoni ho4 sau khi 4 &
50°C trong nhitng khoang thoi gian khac nhau. Quén thé S1 1a dang chu y nhit
do n6 c6 kha nang amoni hoa cac nguyén liéu 1an luot dugc thé hién trén
FIG.3A, 3D va 3G, mét cach hitu hiéu, trong khi H1 ¢6 kha ning amoni ho4
nhanh céc nguyén liéu 1an luot dugc thé hién trén FIG.3A, 3C, 3D va 3E. Néi
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chung, tit c4 nam quan thé déu lam ting hiéu sudt amoni hoé so v6i mau déi
ching khong duoc céy. Téc dung nay la déc biét rd rét & cac nguyén li€u duoc
thé hién trén FIG.3C, 3D, 3E, va 3F. FIG.3A, 3B, 3C, 3D, 3E, 3F, 3G va 3H
thé hién két qua dbi voi cac nguyén lidu 1dn luot dwge thé hién trén FIG.3A,
3B, 3C, 3D, 3E, 3F, 3G va 3H.

Bang 5. Hi¢u suét chuyén ho nito thanh amoniac duoc thé hién duéi dang ty 1€
phan trim so véi gia tri t6i da. Tién hanh xéc dinh tai thoi diém 24 gio tir khi
céy ddi véi san phém phu cta c4, ga gio, va lon/bo va bot ca, 48 gid tir khi céy
ddi véi bot thit va xuong, va 168 gio (7 ngay) tir khi cdy déi voi bot 1ong vil,
16ng vii nghién, huyét va tit ca cac nguyén liéu c6 ngudn gde tir thue vat, Cac
mau ddi chimg cta nguyén liéu c6 ngudn gbc tir thuc vat khong duoc didu
chinh d6 pH.

_ . Mau db6i
Nguyén li€u/Quan thé H1 Cl1 P1 S1 Al
ching
San pham phu 14,9 £ 442 + 31,5+ 37,1+ 55,9 + 28,8 £
cua ca 2,1 8,0 5,4 6,0 7,6 2,6
San pham phu 32,7+ 454 + 41,6 + 40,4 + 40,8 + 49,8 +
cla ga giod 3,3 6,6 6,1 4,3 5,9 9,7
Nguyén San pham phu 23,1+ 67,2+ 45,6 + 46,4 + 449 + 35,6 +
liéu tuoi tir | cua lon/bod 2,8 6,6 2,2 3,6 5,8 5,0
dong vat khon khén khon khon
R 43,6 + .g .g s 50,1 + £
Ldng vii nghién 34 xac dinh | xac dinh | xdc dinh 54 xac dinh
o duoc duoc duoc ’ duoc
, 13,1+ 34,6 + 23,1+ 352+ 11,9+
Huyét bo <0,5 '
3,0 4,3 4.4 53 43
14,4 + 26,8 & 30,4 + 23,9+ 29,7+ 19,1 +
Bot 16ng vil
3,1 4,9 5,9 3,7 42 3,5
20,7 & 12,5+ 16,9 + 21,9+ 10,9 +
Bot ca 82+1,1
Bot dong 1,8 1,8 1,9 2,3 1,4
vat 73,2 + 29,9 + 60,0 £+ 534+ 41,5+
MBMI 39+34
13,8 43 14,6 10,6 6,5
15,5+ 48,9 + 454 + 50,7 + 54,7 52,2+
MBM2
3,0 11,0 5,7 9,8 10,9 10,8
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Dich ngdm 10,9 £ 103,7 + 843+ 83,5+ 102,5 + 80,4 +
etanol sinh hoc 2.3 14,1 18,2 10,0 16,7 10,8
khéng khong | khong khong
Dich ngam laa ) ) 61,0+ ]
2,1+1,7 | xac dinh | xac dinh | xac dinh xac dinh
mach 8,4
duoc duoc duoc duoc
khong
Nguyén . 45,7+ 64,1 + ) 51,8+ 58,3+
B3 cai dau 2,5+0,6 xac dinh
liéu tur 6,7 10,2 6,5 13,6
) duoc
thuc véat
khong
) 439+ 48,5+ ) 39,1+ 40,1 +
Sinh kh6iltami | 3,9+1,5 xac dinh
8,7 8,6 10,1 6,4
duoc
, khong khoéng khong khong
Sinh khoi lua 21,6 + ] 61,6 + .
xac dinh | xac dinh | xac dinh xac dinh
mach 3,1 10,1
duoc duoc duoc duogc
Vidu3

Amoni hoa nguyén liéu hitu co hdn hop (tac dung ctia ham luong hydrat

cacbon doi v6i qud trinh amoni hod)

DPuong. tic dung cta viéc bd sung glucoza hodc tinh bot dbi véi qua
trinh tao amoniac cia quan thé S1 dugc thi nghiém trén moi treong chira san
pham phu ctia ga véi ham lugng 40% (trong lugng/thé tich). BS sung glucoza
hodc tinh bdt vao mdi trudng véi ndng dd 1%, 5% va 10%. Thém quan thé S1
(dugc nudi cdy trong moi truong MBM 180 g/lit) vao dudi dang nguyén liéu
ciy v6i ham luong 5% (thé tich/thé tich) trong 60ml cac moi treong khac nhau,
va 1 cac hdn hop nudi cdy & nhiét do +50°C trong 2 ngay. Hai thr nghiém trén
mau lip véi ting moi trudng dugce thyc hién. Mac dd tao amoni dugc do sau
thoi gian nudi cdy 2 ngay bang cach st dung kit xac dinh amoniac bang enzym
(Amoniac Assay Kit AA0100; Sigma-Aldrich).

Két qua. Muc do tao amoniac boi quén thé S1 bi tac dong ti€éu cuc khi
bb sung dudng vao moi truong (Bang 6). Khi khéng b sung hydrat cacbon,
hiéu suét tao amoniac 13 60% sau 2 ngdy nudi cay. Viéc bd sung glucoza vao
moi truong 1am gidm hiéu suét tao amoniac dén 34-48%. Viéc bd sung tinh bot

v6i ndng do 1% khong lam giam hiéu suét tao amoniac, nhung viéc b6 sung
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tinh bot véi néng do 5% va 10% lan lugt 1am giam hiéu suét tao amoniac dén
45% va 37%. Hiéu suét tao amoniac thdp c6 lién quan dén do pH giam trong
cac moi truong. Tém lai, mirc dd tao amoni cta quén thé S1 bi tdc dong tiéu

cuc khi thém dudng vao moi trudng sinh trudng.

Bang 6. T4c dung ctia viéc b sung dudng hodc tinh bot ddi v6i qua trinh tao
amoniac ctia quan thé S1 trong mdi truong chira san phdm phu cia ga v6i ham
luong 40% duoc thir nghiém. Mirc do tao amoni dugc do sau thoi gian nudi céy
2 ngay ¢ nhiét d6 +50°C. Cac két qua 1a gia trj trung binh cta hai thir nghiém
trén mau 13p sinh hoc. D6 1&ch chuén cua ba 13n do 1ap lai tir ¢4 hai hai mau lap

sinh hoc dugc thé hién.

Hi¢u suat tao amoniac Do pH

1% glucoza 48,2 +7,8% 7,0
5% glucoza 34,9+ 7,9% 5,8
10% glucoza 34,3 £5,4% 6

1% tinh bot 61,6 %7,3% 73
5% tinh bot 45,2 +7,0% 6,3
10% tinh bdt 36,6 £5,1% 5,5
Khéng cé duong 59,7+ 11,1% 7,3

Céac nguyén liéu hitu co hdn hop. Quén thé S1 duoc st dung dé amoni
hoa hdn hop gdm céc nguyén liéu c6 ngudn gdc tir thuc vat va dong vat. Cac
moi truong nudi cdy chira 5% trong lugng kho duoc didu ché. Mai trudong chira
cac nguyén licu dudi diy, mot nguyén liéu tai mot thoi diém hodc hai nguyén
liGu v6i ty 1€ 50% + 50%: céc san pham phu cia ga da dugc nghién (200 g/lit
riéng r&, 100 g/lit v6i hdn hop 50-50), c4c san phdm phu cua c4 da duoc nghién
(200 g/lit riéng r&, 100 g/lit v4i hdn hqp 50-50), bot tao Chlorella siy kho (50
g/lit riéng &, 25 g/lit v6i hdn hop 50-50), va sinh khéi laa mach (50 g/lit riéng
1§, 25 g/lit v6i hdn hop 50-50). Ngoai ra, sinh khdi laa mach cling duoc phbi
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hop véi céc ty 16 khac nhau véi cac san pham phu ciia ga va ca, sao cho téng
ham lugng trong lugng khd ctia mdi trudng ludn 13 5%. Cac nguyén liéu chira
nito la nhu sau: ga 22,2 g/kg, ca 30,4 g/kg, Chlorella 113,6 g/kg, va lia mach
24,6 g/kg. Cy 7,5ml quin thé S1 duoc nuoi cdy trong moi truong MBM (180
g/lit) vao 150ml tirng mdi trudng. Hai thir nghiém trén mau lip cia ting méi
trudong duoc tién hanh. U cac hdn hop nudi céy & nhiét do +50°C va muc do
tao amoni ctia hdn hop nudi cdy duoc do sau 4 hoic 7 ngay nudi cy bang cach
st dung kit dinh lugng amoniac bang cach x4c dinh enzym (Amoniac Assay
Kit AA0100; Sigma—Aldrich) cho cac mau sinh hoc theo huéng din ctia nha

san xuat.

Két qua (I). Amoni duoc tao ra O tit ca cac nguyén li¢u dugc thu
nghiém va hon hop cta chung. Nito duge chuyén hod thanh amoniac & mtrc
cao nhat (hiéu suit tao amoniac 13 cao nhit) trong cac modi truong chra nguyén
lidu tr dong vat, tirc 1 ga va ca (72-78%). Trong cac moi trudng chira nguyén
li¢u tir thuc vat, tic 1a Chlorella va laa mach, hiéu suét thu duoc la thép hon
(Bang 7). Khi tit ca 4 nguyén liéu dugc phdi hop trong mot moi truong vai ty
1€ 25% + 25% + 25% + 25%, thi hiéu suét tao amoniac 1a 67,5 + 6,7% trong 4
ngay.

Bang 7. Mirc d6 tao amoniac clia quan thé S1 trong cac moi truong chira
nguyén liéu khac nhau va hdn hop cua chung trong 4 ngay. Céc két qua la gia
tri trung binh cta hai thir nghiém trén mau 1ap sinh hoc. Do 1éch chuin cta ba

lan do 1ap lai tir hai miu 1ap sinh hoc dugc thé hién.

Ga Ca Chlorella Sinh khéi lta mach
Ga 78,1 £ 16,6%
Ca 71,9 + 7,9% 80,2 + 4,5%
Chlorella 59,24+9,3% 59,6 +5,4% 36,0 £9,7%
Sinh khéi lua 373+ 11,1% 66,2+ 17,1% 25,7+ 7,6% 23,8 + 5.4%
mach (7 ngay nudi ciy)

Hiéu suét thu duoc trong cac mdi trudng chira lua mach gia tiang khi bd

sung bazo vao mdi trudng trong qué trinh nudi cdy. Khi do pH ctia hon hop
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nudi cdy dugc giit & mirc 7-8 bing céch thém NaOH vao hdn hop nudi ciy (khi
bit ddu vasau 1,4, 5, va 6 ngay nudi cdy), thi hiéu suit tao amoniac sau 4 ngay
nudi ciy 1a nhu sau: 54,5 + 9,0% trong cac moi trudng chlra ga va lda mach,
35,6 + 4,4% trong cdc mdi truong chia Chlorella va laa mach, va 61,2 + 7,1%
trong moi trudng lua mach (sau 7 ngdy nudi cdy). Khi tham khao cac két qua
vé tac dong tiéu cuc cua viéc bd sung hydrat cacbon dbi véi qua trinh amoni
hoa, hiéu g axit hod cia lta mach c6 thé 1a két qua clia ham lugng hydrat

cacbon cao hon ciia n6 so v6i cac nguyén liéu tir dong vat.

Két qua (II). Sinh khéi Ita mach cling dugc phéi hop véi san phadm phu
clia ga va san pham phu cta cé véi cac ty 1 khic nhau dé xac dinh xem c6 thé
trénh dugc hiéu (mg axit hod ctia lua mach bang cach bd sung cac nguyén liéu
tr dong vat vao moi trudong voi lugng du. Cac thi nghiém nay duoc thuc hién

v6i thé tich 60ml.

Bang 8 cho thiy ring trong mdi trudong chira cic san phdm phu cia ga,
ty 16 t6i da cia lia mach trong mdi trudng nay 30% va sau d6, do pH giam
xudng mirc du6i 5 va hidu suét tao amoniac tdi da 13 21%. Trong moi trudong
chtra cac san phim phu cia c4, hidu suit tao amoniac giam dang ké khi co it

hon 40% c4 trong moi truong, va do pH ciing giam xudng murc duéi 5.

Bang 8. Muc d6 tao amoniac ctia quin thé S1 trong cac moi truong chira
nguyén liéu khic nhau va hdn hop cua chung trong 3 ngay. Cac két qua la gia
tri trung binh cta hai thir nghiém trén mau 13p sinh hoc. Do 1éch chuin cua ba

1an do 13p lai tir hai mAu lgp sinh hoc dugc thé hién.

Hiéu suit tao amoniac (%) Do pH

100% ga 60,3 +10,9 6,5
90% ga + 10% lua mach 69,0 + 6,8 6,4
80% ga + 20% lda mach 353+13.2 6,1
70% ga + 30% lua mach 49,3 + 4,1 5,7
60% ga + 40% lha mach 20,8+23 4,5
50% ga + 50% lta mach 20,7 £2,1 4.3
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100% ca 79,1 +4,4 6,7
80% ca + 20% lua mach 85,0+ 12,5 6,8
60% ca + 40% lia mach 81,9+11,0 6,4
50% ca + 50% lta mach 872+104 6,1
40% ca + 60% lua mach 73,1+5,4 5,8
30% ca + 80% ltia mach 33,0+ 6,5 4,9
20% ca + 80% lua mach 36,9+6,2 4.4

Amoni ho4 chét thai thuc phim cing vé6i nguyén liu tr dong var. Cac
hén hop chira chét thai tr c4 da duoc nghién va chét thai thuc phém da duoc
nghién ciing dugc amoni hod béi quan thé S1. Mai truong chira 40g nguyén
liéu trong thé tich 100ml dwgc didu ché tir chat thai tir ¢4 v6i ham lugng nito I
27,1 g/kg va chat thai thyc phdm v6i ham luong nito 12 10,1 g/ke. Chét thai
thuc phém chtra ca nguyén liéu tir thuc vat 1an dong vat. Moi truong duoc diéu
chinh d&én do pH=7 trung tinh. Thém quan thé S1 duoc nubdi cdy trong moi
truong MBM (180 g/lit) vao dudi dang nguyén liu cly c6 ham luong 5% (thé
tich/thé tich) trong 60ml ting moi trudng. U cac hdn hop nudi cdy & nhiét do
+50°C va mirc do tao amoni ctia hdn hop nudi cdy duoc do sau 3 ngay nudi ciy
bang cach st dung kit x4c dinh amoniac bing enzym (Amoniac Assay Kit

AA0100; Sigma-Aldrich).

Két qua. Quan thé S1 chuyén hoé 55-72% nito trong mdi trudong thanh
amoni trong cac moi trudng chira it nhit 60% chat thai tir ca va chira t6i da
40% chét thai thye phdm (Bang 9). Néu ¢6 50% chit thai tir ¢4 hodic hodc it hon
trong moi trudng, thi dd pH cua hdn hop nudi ciy giam xudng 5 hodc thap hon,
va hiéu suét tao amoniac giam dén murc 8-16%. Trong Vi du 3, ciing d& chiing
minh duge ring viéc bd sung hydrat cacbon vao mdi truong giy axit hod méi
truong va né cling c6 tic dong tiéu cuc ddi v6i qua trinh amoni hod. Ham

lwgng hydrat cacbon cao trong chét thai thuc pham c6 thé 1a ly do dan dén tinh
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trang axit hod mdi truong di quan sét dugce, néu ty 18 cia n6 trong moi trudong
1a qua cao, thi tc 1a ty 1€ nay 16n hon 40%.

Bang 9. Mirc do tao amoniac va d§ pH cua quan thé S1 duoc nudi cly trong
cac mdi truong chira ty 1& khac nhau cua c4 va chit thai thyc phdm trong 3

ngay. Do 1éch chun cia ba 1an do lap lai dugc thé hién.

Moi truong Hiéu suit tao Do pH

amoniac (%)

100% cé , 61,0+5,8 7,5
90% cé - 10% thuc phim 59,9+32 7,5
80% c4 - 20% thuc phdm 55,5+22 7,3
70% c4 - 30% thuc phim 57,8+5,0 7,3
60% c4 - 40% thuc phim 72,2427 7,0
50% c4 - 50% thuc phim 16,1+ 0,6 5,0
40% c4 - 60% thuc phdm 13,6 £0,8 5,0
30% ca - 70% thuc phdm 7,7+0,3 4,5
20% c4 - 80% thuc phdm 8,3+0,8 45
10% c4 - 90% thuc phdm 7,7+12 4,5
100% thuc pham 8,8+ 1,2 4,5

Két luan. Hon hop gdm cac nguyén li€u khac nhau duoc amoni ho4
bang cach st dung quan thé S1. Noi chung, nguyén liéu tir thyc vat dugc amoni
hod véi hiéu suét thip hon so véi nguyén li¢u tr dong vat. Mic du khong bi
rang budc vao gia thuyét hodc Iy thuyét cua sang ché, song hién tuong nay cé
thé duoc giai thich boi tinh trang axit hod moi truong trong qua trinh nudi ciy.
C6 thé tranh dugc tinh trang axit hoa mdi trudong bang cach bd sung bazo vao
hén hgp nuoi céy. Ngoai ra, néu nguyén liéu tr thyc vt va dong vat dugc phéi
hop véi ty 1€ thich hop, thi s& tranh duge tinh trang axit hod va thu duoc hiéu

suat tao amoniac cao hon.
Vidu4

Amoni hod trén quy m6 san xuét thir
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Kha ning amoni hoa nguyén li¢u tuoi tr dong vat cua quén thé vi khuan
S1 duogc ching minh trén quy mo san xuét 20-25 lit. Cac thing dong kin c6
dung tich 30 lit, mdi thung cé hé théng kiém soat nhiét do va co cAu khuéy,
duoc sir dung cho cac quy trinh 1én men hodc nudi ciy nay. Méi trudng sinh
trudng 14 hdn dich 20% duoc didu ché tir san phdm phu cua ga gid hodc san
phdm phu ctia ca. Trong mot phan ctia cic thir nghiém, thém nguyén liéu chy
chira quén thé S1 voi ham luong 2,5% hodic 5% (thé tich/thé tich) dwugc nudi
cdy trong moéi truong MBM 180 g/lit vao hdn hop nudi cdy. U hdn hop nudi
ciy két hop khudy déu vai téc do vira phai & +37°C hodc +50°C trong 2-3
ngdy. Mirc d6 tao amoniac duge do hing ngay bang cach st dung kit xac dinh

amoniac bang enzym (Amoniac Assay Kit AA0100; Sigma-Aldrich).

Két qitd. Khi c4c san pham phu ciia ga dwoc 0 & nhiét do +50°C véi thé
tich 20 lit, viéc thém nguyén liéu cdy S1 véi ham lwong 5% vao hdn hop nudi
cdy duoc thiy 1a lam tang hiéu suét tao amoniac & murc dang ké (FIG.4), tir 5%
dén 72% trong 40,5 gid. Vi cac san phém phu cua ca, véi thé tich 25 lit, viéc
thém nguyén lidu cdy S1 véi ham luong 2,5% vao co tac dung lam tang hiéu
suét tao amoniac tir 71% dén 91% trong 39,5 gio, khi ¢ c4c hdn hop nudi ciy &

nhiét do +50°C.

Trong céc quy trinh 1én men hodc nudi cdy san phidm phu cta ca véi
quan thé S1, nhiét do nudi cdy 1a +37°C va +50°C dugc so sanh. Sau 24 gid
nudi cdy, hidu suét tao amoniac 14 cao hon, cu thé 1a 80 + 6%, & nhiét d6 +50°C
va thip hon, cu thé 1a 58 + 6% & nhiét do +37°C. Piéu d6 khing dinh ring
nhiét d6 +50°C 1a nhiét do thich hop dé amoni hod cac nguyén li€u protein
bang quén thé vi khuan S1.

~ Két luan. Thu duoc cac két qua nay & quy mé san xuét 20-25 lit, didu do
gitp khing dinh cic két qua cua Vi du 2, trong d6 cho thdy rang viéc thém
quén thé vi khuin vao c6 tic dung lam ting hiéu suét tao amoniac trong céc

moi trudong chira nguyén li€u c6 ngudn goc tir dong vat.
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Vidu5
Gay cam tng cac quan thé hdn hop tir bot thit va xuong

Quan thé Al duoc tao ra nhu sau: Nubi ciy Aspergillus oryzae CECT
2095 trén aga chira dextroza khoai tdy (méi truong ATCC medium 336, cong
thirc didu ché 1a nhu sau: Pun s6i 300 gam khoai tdy da duoc thai min trong
500ml nude cho dén khi chin k§. Loc va thém nuée vao dich loc dén 1000ml.
Thém 20g glucoza va 15g aga vao, va hép trong ndi hép & nhiét do 121°C)
trong thoi gian khodng 7 ngay. Ro6t ba mililit mdi truong 1éng chira dextroza
khoai tay (dugc diu ché theo phuong phép gidng nhu phuong phap diéu ché
aga chua dextroza khoai tdy nhung khong bd sung aga) vao hén hop nudi ciy
A. oryzae trén aga, va chuyén hdn dich thu duoc vao 100ml moi truong
dextroza khoai tdy. U hdn hop nudi cdy nhiét do trong phong két hop lic nhe
trong 3 ngay. Tiép d6, moi trrong chira MBMI1 & trang théi rin duoc diéu ché
bing cach tron 36g MBMI1 khong v6 trang véi 50ml nude méy. Cdy 10ml hdn
hop nuéi ciy 1éng chira 4. oryzae trén moi trudng & trang thai rin, va o hén
hop nudi céy 0 nhi€t do +30°C trong 16 ngay. Sau d6, thém nuédc vao hdn hop
nudi cdy dé thu duge ndng do 180g MBM trong mdi lit nuée. U hdn hop nuoi
ciy dang 16ng nay & nhiét d6 +50°C trong 4 ngay.

Quén thé C1 duoc tao ra béng cach tron MBMI khong vo trung véi
nuée may lanh véi ty 1¢ 180g MBM trong mdi lit nuée. MBM dugc nudi cdy
ma khong thong khi ¢ 50°C cho dén khi thu dwgc ndng d6 NH; & mirc can
bang, va dat dén pha sinh truéng tinh nhu dwgc giai thich trong Vi du 1.

Quan thé H1 dugc tao ra bing cach tron MBMI khong vo trung véi
nudc may dang soi véi ty 1& 180g MBM trong mdi lit nudc. Dé ngudi hdn hop
thu duge dén nhiét do trong phong. MBM dugc nudi ciy ma khong théng khi &
50°C cho dén khi thu duoc néng do NH; ¢ muc can béng, va dat dén pha sinh
truong tinh nhu duoc giai thich trong Vi du 1.

Quan thé P1 dugc tao ra béng cach tron MBM1 khong vo trung voi

nuée may lanh v6i ty 16 45¢ MBM trong mdi lit nuéc. Hon hop thu duoce duoc
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dém dén d6 pH=9 bang dung dich MOPS 20mM, va dugc nudi cdy ma khong
thong khi & 50°C. Tiép d6, hdn hop nudi cy da dat dén pha sinh truéng tinh
duge sir dung dé cdy vao moi truong MBM1 vb tring, va duge nudi cdy ma
khong thong khi & 50°C cho dén khi dat dén pha sinh truéng tinh. Qué trinh
céy va nudi céy duoc 1ap lai bay lan. Theo d6, P1 1a thé hé thr 8 cia quén thé
MBM!1 ban dau.

Quén thé S1 dugc tao ra bang cach tron MBM2 khong vo tring véi
nudc may lanh véi ty 16 180g MBM trong mdi lit nude. MBM dugc nudi cy
ma khong thong khi & 50°C cho dén khi thu dugc néng dd NH; & muic can
bang, va dat dén pha sinh trudng tinh nhu dwoc gii thich trong Vi du 1.

T4t ca cac quan thé duoc duy tri bang cach bao quan hdn hop nudi cy
dang 16ng & nhiét do +4°C. Hdn hop nudi cdy nay duoc sir dung dé cdy hdn
hop nudi céy duoc sir dung trong cac vi du tir Vi du 1 dén Vi du 6.

Téc dung cua nhiét do. Pé xac dinh nhiét do t6i uu dé lam giau cac quin
thé vi khuin amoni hoa tir MBM khéng vé triing, cdc méi truong MBM khong
v0 trung (180g MBMI1 hodc MBM2 trong mdi lit nuéc may lanh) duge didu
ché va dém dén do pH=7,5-8 bang dung dich MOPS 20mM. U mdi truong nay
& cac nhiét do khic nhau nim trong khoang tir nhiét do trong phong (RT) dén
80°C trong 7 ngiy ma khong thong khi. Nong d6 NH; duoc xac dinh theo
phuong phap nhu dugce gidi thich trong Vi du 1. Cac két qua duoc thé hién trén
FIG.5.

Két qua. Nhiét do tdi wu dé gdy cam tng mot quin thé trén MBMI1 1a
50°C (FIG.5). Nhiét do thip hon mét chut, 45°C, dudng nhu 13 & céc quin thé
tir ra nhiét trung binh dén wa nhiét nhu quan sat dugce tir do 1éch cao gifra cac
két qué thu dugc ¢ nhiét d6 nay. Mot sb mau l3p sinh hoc c6 hiéu suét chuyén
ho4 nito cao, trong khi mot sé miu c6 mac thu hdi thip. Quén thé va nhiét c6
gia tri t6i wu rd rét & nhiét do 55°C, quan thé nay khong duge gdy cam ung
trong tit ca cdc mau ldp sinh hoc. MBM2 ¢6 khé ning cao dé gy cam ng

quan thé trong mot khoang nhiét do rOng, tr nhiét do trong phong dén 70°C.
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Quﬁn thé MBM2 ¢6 hoat tinh amoni hod trong mét khoang nhiét do rong hon
so v6i quan thé MBM1.

Téc dung ctia d6 pH. Dé xac dinh d6 pH t6i wu dé 1am giau céc quan thé
vi khudn amoni ho4 tr MBM khong v0 trung, cdc moéi truong MBM khong vo
trung (180g MBM trong mdi lit nuéc) duoc didu ché va do pH cua chiang dugc
diéu chinh & cac mirc khac nhau (d6 pH=S, 6, 7, 8, 9, 10, 11, hodc 12) hoic
khéng dugc dieu chinh. U cdc mdi truong ndy & nhiét do +50°C trong 7 ngay
ma khong thong khi. Trong qud trinh nudi cdy, trong mot thir nghiém, d6 pH
duogc diéu chinh & muc ban dau vao ngay tht 1, 2, 3, va 4. Trong mot thu
nghiém khéc, do pH khong duoc diéu chinh trong qua trinh nudi ciy. Bot thit
va xuong mua dugc tir hai nha san xuét khac nhau (MBM1 va MBM2) dugc
thir nghiém.

Két qua. Khoang d6 pH t6i wu dé lam gidu cdc quan thé amoni ho4 tir
MBMI1 1a 7-9, néu do pH ctia hdn hop nudi cdy duge diéu chinh hang ngay
(Bang 10). Néu do pH chi dugc diéu chinh vao thoi didm bt diu nué; cdy, thi
khoang d6 pH t6i wu 1a 8-11. D6i v6i MBM2, khoang do pH téi wu 1a 6-9, néu
dd pH dugc diéu chinh hing ngay. Néu do pH chi duoc didu chinh tai thoi
diém bit dAu thir nghiém, thi tit ca do pH nim trong khoang tir 5 dén 11 déu c6

hi€u qua tot twong tw nhau dé lam giau céc vi khuin amoni ho4.

Bang 10. T4c dung ciia d pH cuia hdn hop nudi cdy dbi véi viec 1am giau acc
quan thé vi khudn amoni hoa tir MBM1 va MBM?2 khong vo trung. Do pH cua
hén hop nuéi cdy duoc didu chinh tai thoi diém bt diu thir nghiém hoic diéu
chinh hing ngdy. DP9 1&ch chuin cua hai thir nghiém trén mau lip sinh hoc va

ba lan do lap k§ thuat ciia mai miu duoc thé hién.

MBM1 MBM2
b6 pH du;qc diéu S:hinh Po pH duoc D‘c} pH duoc D6 pH duoc
tai thoi diem bat dau thr  diéu chinh hing | diduchinhtai  didu chinh hing
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thoi diém bat

nghiém ngay : ngay
dau thir nghiém

bo pH=5 13,1+1,1 1,1+0,7 38,3+2,6 5,6+0,5
b6 pH=6 26,6 +9.8 25,8+5,9 38,0+ 5.6 36,6 3,5
Do pH=7 37,1 £11,5 429+41 37,6 £2,0 479+39
b6 pH=38 67,4+7,7 55,5+4,6 444+538 56,2+ 5,1
Do pH=9 71,3 +1,8 41,2+4,0 39,7+5,8 51,2+1,7
b6 pH=10 60,0 £ 7,4 11,1+£0,5 41,3+5,9 9,0+1,2
b6 pH=11 51,7+4,7 0,9+0,1 45,6 £2.9 1,5+£0,2
b6 pH=12 1,0+0,2 1,3+0,2 17,0 £ 1,0 1,5+£0,2
Khong diéu

Chinhffi@ OH 43,8+ 12,9 42,0+ 8,4

Két lugn. Cac quan thé hdn hop ¢6 thé duoc gay cim ing bot thit va xwong tir
hai nha san xuét khac nhau. Cac quan thé duoc gy cam Ung ¢ cac nhiét do
khac nhau, song gia trj tdi vu thay ddi gitta cic miu MBM. Néu do pH duoc
duy tri & mirc nhé hon 6 hoic 16n hon 9, thi viéc gdy cam Gng quén thé co thé

bi trc ché tir ca hai miu MBM.
Vidu6

Xt Iy so bo nguyén liéu ¢6 nguodn goc tir thue vat @& amoni hod bang

Aspergillus Oryzae

Viéc amoni hoa nguyén liéu giau hydrat cacbon tir thuc vat béi cac quan
thé vi khuén hén hop c6 thé gay axit hoa hdn hop nudi cdy nhu duoc mb ta
trong Vi du 2 va Vi dy 3. Trong thtr nghiém nay, nguyén li¢u tir thuc vat duoc
xtr Iy so bd bing Aspergillus oryzae dé 1am giam hiéu Ung axit hod cta nguyén

li¢u tir thye vat d6i véi qud trinh amoni hoa.

Trube tién, ba cai dau, sinh khdi lta mi, sinh khdi lia mach, dich ngim
lua mach, va chét thai thuc pham (chi yéu chtra nguyén li€u tir thuc vat, nhung
cling chira mot luong thit nhét dinh) duoc thuy phan bing Aspergillus oryzae
CECT 2095. Piéu ché méi truong chira 36g ba cai diu hodc sinh khéi lia mi va
90ml nudc may trong binh Erlenmeyer c6 dung tich 1 lit. Pidu ché moi trudong

chtra 18g sinh khéi Iia mach va 45ml nuée may, 18g dich ngdm lta mach va
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20ml nuGe may, hodc 32g chit thai thuc phdm va 43ml nuée may trong binh
Erlenmeyer c6 dung tich 500ml. Mbi trudong chtra b cai diu va sinh khéi lta
mi duge hép trong ndi hdp & nhiét do +121°C & khu trung moi truong nay
hoic dé & dang khong vo trung. Moi truong chira lta mach va mdi trudng chira

chét thai thyc phdm duoc dé & dang khong vo trung.

Trude tién, 4. oryzae CECT 2095 duoc nudi cdy trén dia aga chua
dextroza khoai tdy (dun s6i 300g da duoc théi trong 500ml nuéc cho dén khi-
chin k¥, loc chét 16ng va thém nuéc vao dén 1000ml; thém 20g glucoza va 15g
aga vao; moi trudng nay duoc hip trong ndi hap & nhiét do +121°C va rét 1én
cac dia aga) trong thoi gian 3-7 ngay & nhiét do trong phong. Tiép do, chy A.
oryzae trong moi trudng loéng chira dextroza khoai tay (duoc didu ché theo
phuong phap giéng nhu phuong phap didu ché aga chia dextroza khoai tay
nhung khong bd sung aga) va nudi cdy nhiét do trong phong két hop lic nhe
trong thoi gian 3-5 ngay. Lan luot cdy 10ml va 5ml hdn hop nudi cdy dang
long nay trong méi truong chira trong binh Erlenmeyer c6 dung tich 1 lit va
500ml. Nong do cubdi trong moi truong 1a nhu sau: ba cai diu, sinh khéi laa mi,
va sinh khi lua mach 360 g/lit, dich ngdm ltia mach 720 g/lit, va chéat thai thuc
phim 400 g/lit.

U tat ca cac hén hop nudi cdy & nhiét do +30°C trong 14 ngay. Tiép dé,
can hén hop nudi cdy va thém nuéc vao hén hop nudi ciy tuong ing véi lugng
nuée bay hoi tir hdn hop nudi cdy trong qué trinh nudi cdy. Amoni hod méi
truong da dugc thuy phan bang 4. oryzae bing céch sir dung quan thé vi khuan
hén hop S1. Dau tién, thém nudc may vio cic hdn hop nudi ciy dé thu duoc
ndng do 90g nguyén liéu tir thuc vat trong mdi lit nude. Moi trudng chira chét
thai thue pham duoc gitt & ndng do 40% ban dau. Thém nguyén licu cly S1 5%
(thé tich/thé tich) vao 40 hodic 60ml mdi trudng, va & cac hdn hop nubi cdy &

nhiét d¢ +50°C trong 7 ngay, va mirc do tao amoni trong cac hdn hop nudi ciy
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duoc xac dinh bang cach st dung kit x4c dinh amoniac bang enzym (Amoniac

Assay Kit AA0100; Sigma-Aldrich).

Dé 1am mAu ddi ching, b cai ddu, sinh khéi lta mi, sinh khdi lta mach,
dich ngadm ltia mach, va chit thai thuc phidm dugc amoni hoa béi quan thé S1
ma khong hé duoc xur 1y so bd. Moi truong chtra sinh khdi lua mi, bi cai dau,
sinh khéi lta mach, hodc dich ngdm lta mach véi lugng 180 g/lit trong mdi lit
nuée va hon dich chira chét thai thue phdm v6i ham lugng 40% dugc didu ché
trong nuéc mdy. Thém nguyén liéu ciy chira quan thé S1 véi ham lugng 5%
trong 40 hodc 60ml mdi trudng vao, va  cac hdn hop nudi ciy & nhiét do
+50°C trong 7 ngay. Do pH cuia hdn hop nudi cay khong dugc didu chinh hoac
sau d6 do pH duoc diéu chinh héng ngay (vao ngay 0, 1, 2, 3, va 4) dén muc
trung tinh biang cach st dung NaOH. Mirc d6 tao amoni cua hdn hop nudi ciy
dugc xac dinh bang cach st dung kit x4c dinh amoniac biang enzym (Amoniac

Assay Kit AA0100; Sigma-Aldrich).

Két qud. Sau 14 ngdy xu ly so bd bing A. oryzae, dd pH ctia hdn hop
nudi cdy nim trong khoang tir 7 dén 9. Trong tit ca cac moi truong chira
nguyén liéu ¢6 ngudn gbc tir thuc vat khong duoc xur Iy so b, d6 pH ctia moi
truong la d6 pH axit. Viéc xir Iy so bo nguyén liéu c6 ngudn gbc tir thuc vat
béng A. oryzae c6 tac dung ting hiéu sudt tao amoniac & mirc 1,7-8 1an khi so
sanh v6i nguyén liéu c6 ngudn gbe tir thuc vat khong duoce xur Iy so bo (Bang
11). Thu duoc mirc d6 tao amoni gia ting tuong dwong khi didu chinh do pH
ctia hon hop nudi ciy hing ngiy bang NaOH. Theo do, viéc xur Iy so bd nguyén
liéu c6 ngudn gbe tir thuc vét bang A. oryzae 1a mot bién phdp khac dé khic
phuc hi€u g axit hoa nguyén liéu giau hydrat cacbon c¢6 ngudn gbc tur thuc
vat trong qué trinh amoni hoa. Nguyén liéu c6 ngudn gde tir thuc vat c6 thé
dugc khir trung trude khi xt 1y so bd béng A. oryzae, hoic dugc dé & dang

khoéng vo tring.
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Bang 11. Mtc d6 tao amoni cia quan thé S1 dbi véi cac nguyén liéu c6 ngudn
géc tir thuc vt khac nhau dugc hoac khong duoc diéu chinh do pH héng ngay
(mdi trudng khong vo trung duge sir dung) hodc dugc xtt Iy so bo trong thoi
gian 14 ngay bang A. oryzae (mdi truong dugce dé & dang khong vo trung hodc
duogc khtr trung trude khi céy A. oryzae). Muc do tao amoni dugc thé hién dudi
dang ty 1& phan tram N dugc chuyén hoa thanh nito trong thoi gian 7 ngay. Céc
két qua 1a gia tri trung binh ctia hai thir nghiém trén mau lip sinh hoc va ba Ian
do 13p lai cia mdi mAu. Trong thir nghiém véi 4. oryzae, hai mau nuéi ciy A.

oryzae 13p sinh hoc va hai mau nudi céy S1 Iap sinh hoc dugc thir nghiém.

Khong diéu | Diéuchinh dé | Xir ly truée bang A. Xir Iy trude
chinh d6 pH pH oryzae (khong vo bang A. oryzae
trung) (v0 tring)
Sinh khéi Ita 282+3,1% | 683+10,1% 47,5+9,8%
mach
Dich ngam lua 145+1,6% | 72.9+8.4% 73,1+ 11,4%
mach
Bi cai dau 72+1,5% | 42,4+10,1% 58,2 +4,4% 52,8+ 7,1%
Lia my 5,5+0,6% 55,0 £ 6,6% 21,7+ 4,2% 32,4 +2,8%
Thuc pham 8,6 +0,7% 44,9 +9,7% 67,4+ 8,0%
Vidu?7

Céc quan thé tu nhién va quén thé c6 ngudn gde tir bot thit va xuong dé ding

lam quan x& amoni hoa

Viéc phén tich quin xa vi khudn cia cac quén thé ty nhién trong san
phidm phu cta ga gid (CBP-M), san phdm phu cia logn/bd (PB-M), long vii ga
(FE-M), san phdm phu cua c4 (MF-M) va xuong lon/bo nghién (CB-M) duogc
thuc hién trén ADN thu dugc béng cach chiét béng phenol-cloroform-rugu
isoamylic tir hdn hop nudi cdy, trong d6 cac té bao duoc pha v& bang cach giy
va dép v6i hat. Cho cac quan thé nuoi cdy phat trién va thu hdi tir nguyén liéu
¢6 v61 ham luong 20% (trong luqng/thé tich) dugc u ¢ nhiét d6 50°C trong bdn
ngay (FE trong 8 ngay). Thir nghiém trén gen 16S cua vi khuin bang k¥ thuat

giai trinh tu dua trén viéc phat hién mirc giai phéng pyrophosphat
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(pyrosequencing) bang cach st dung amplicon FLX dugc ma hoa bang doan
cai (tag) (PTEFAP) va viéc phan tich sb liéu vé tinh da dang vi khuan duoc
thyc hién bdi Research and Testing Lab (Lubbock, Texas, Hoa Ky) theo
phuong phap nhu duge md ta trong tai liéu: Dowd e al. 2008a va Wolcott et
al. 2009. Céc doan mdi 28F ‘GAGTTTGATCNTGGCTCAG’ (SEQ ID NO: 1)
va S19R ‘GINTTACNGCGGCKGCTG’ (SEQ ID NO: 2) dugc st dung dé
khuéch dai cac ving bién dbi 16S V1-3.

Két qua. Viéc phén tich tinh da dang vi khudn cuia céc quin x4 tu nhién
va céc quin x3 dugc cdy cho thdy sy ¢6 mit clia cac vi khuin thudc 58 gidng
khac nhau (Bang 12). Trong téng sb 115 két qua, c6 79 két qua dugc nhan biét
& muc loai va 36 két qua dugc nhan biét & mic gibng. Bang 13 thé hién cc
giéng va loai vi khuén chiém wu thé trong mdi quan thé. Cac vi khuén thudc 5—
9 giéng khac nhau tao thanh phan 16n cua cac quan thé nay. Clostridium spp.
va Sporanaerobacter acetigenes chiém wu thé trong céc quan thé c6 ngudn gbe
tr nguyén liéu S1 dugc cdy ciing nhu céc quén thé tw nhién cia PB-M va MF-
M. Ba quan thé ty nhién khéc thé hién tinh da dang cao hon: CBP-M chu yéu
bao gdm Enterococcus spp. va Pediococcus spp., quan thé FE-M bao gom
Petrobacter succinatimandens, Soehngenia saccharolytica, Tissierella sp., va
Clostridium spp., va quan thé CB-M bao gdm Leptothrix sp. va Schlegelella
spp.

Hé s tuong quan (Bang 14) dugc tinh tir sé lidu duoc thé hién trong
Bang 12 bang cach sir dung phuong trinh [1], trong d6 X va ¥ duoc dung dé chi
hai ma trén, vi du CBP-M va CBP, ma giita ching dugc tinh twong quan, x va y
la cac gia tri don bén trong mot ma trdn, va % va ¥ 1a gia tri trung binh cua tit
ca cac gia tri bén trong mot ma tran. Loai khong c6 mat trong quan thé (cac té
bao tréng trong Bang 12) duogc gan gi4 tri 0.

2 (x—E) (-7

[ X —x R By —5)2
'» ST

Tuwong quan (X, Y) =

[1]

-36-



27023

Bang 14 cho théy tinh twong tu cao gitta cdc quan thé trong tit ca nam
nguyén liéu da cdy va cac quin thé tu nhién PB-M va MF-M. Céc quén thé ty
nhién CBP-M, FE-M, va CB-M con lai cho thiy mitic d6 twong ty nhau thip
cling nhu mirc d§ twong tu thap véi cac quin thé khac. Nhu da trinh bay trén
day dua trén cac két qua néu trong Bang 3, S1 c¢6 tinh canh tranh cao hon céc
quan thé tu nhién c6 mit trong cac nguyén liéu c6 ngudn gbe tir dong vat. Tuy
nhién, mot quan thé tuong tu voi S1 ¢6 thé phat trién trong cac nguyén liéu co
ngudn gbc tir dong vat (PB-M va MF-M) trong cac diéu kién dugc st dung.
Diéu nay c6 thé 1a do bot thit va xuwong, ngudn chtra S1 va céc quan thé amoni
hoa hitu hiéu khac Al, C1, HI1, va P1 (xem Vi du 5), duoc san xuét tir san
pham phu thu dugce khi giét mb cac loai dong vat khac nhau. Tuy nhién, viéc so
sanh c4c quan thé tu nhién va cac quan thé duoc cdy ciia CBP, FE, va CB cho
thdy quan x4 vi khuén c6 thé phit trién vé6i cac ty 1& khac nhau trong cac diéu
kién tuong tu. Bang 14 ciing thé hién hiéu suit tao amonti, tic 1a ty 1€ phﬁn
trdm nito trong nguyén liéu c6 ngudn gbc tir dong vat dugc chuyén hod thanh
amoniac tai thoi diém thu hdi quan thé nay dé chiét ADN. Hi¢u suit nay tuong
quan v6i muc d§ tuong tu cia quén thé tu nhién véi quén thé duoc céy. Chi dat
duoc hiéu suét 40% hodc 16n hon khi hé sd twong quan 16n hon 0,9, va t6t hon

néu 16n hon 0,95.

Bang 12. Két qua phan tich tinh da dang vi khuén: gidng va loai trong cac quan
thé tu nhién véi cac nguyén liéu c¢6 ngudn gbe tir dong vat: sén phdm phu cta
ga gio cua ga (CBP-M), san phdm phu cta lon/bd (PB-M), ga long vii (FE-M),
san pham phu ctia ca (MF-M) va xuong lon/bo nghién (CB-M). Viéc phan tich
tinh da dang ciing duoc thuc hién ddi véi cac nguyén li€u tvong tu dugc céy
quan thé S1 ¢6 ngudn gde tr bot thit va xwong v6i ham lugng 5% (thé tich/thé
tich). Cac két qua nay dugc ky hiéu la CBP, PB, FE, MF hoic CB, va giéng
nhu duoc dugc thé hién trong Bang 1. Céc két qua duogc thé hién duéi dang ty

1 phan trdm so v6i quan thé toan phan.
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Loai

CBP-

CBP

PB-

PB

FE-

FE

MF-

MF

CB-

CB

Acidovorax temperans

0,06

Aneurinibacillus
thermoaerophilus

0,08

Bacillus coagulans

0,64

Bacillus licheniformis

1,55

Bacillus sp.

1,56

0,10

0,13

0,11

0,03

0,01

0,08

2,20

Bacillus
thermoamylovorans

0,06

0,05

0,02

0,16

0,28

Brevibacillus agri

0,22

Burkholderia
endofungorum

0,01

Burkholderia sp.

0,01

Butyrivibrio fibrisolvens

0,02

Caldicoprobacter
oshimai

0,02

0,03

Caloramator sp.

0,13

3,18

0,56

1,37

1,62

0,06

3,38

Carnobacterium
divergens

0,20

0,02

0,03

0,01

Carnobacterium sp.

0,09

0,03

Catabacter sp.

0,02

0,03

Cerasibacillus
quisquiliarum

0,05

Clostridium botulinum

1,13

6,23

0,20

0,25

1,17

0,01

1,43

Clostridium cochlearium

0,02

2,89

15,03

2,16

0,96

30,47

2,93

0,01

5,98

Clostridium gasigenes

0,01

Clostridium
haemolyticum

0,06

Clostridium
methylpentosum

0,03

Clostridium nexile

0,02

Clostridium novyi

0,08
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Clostridium oceanicum 0,03

Clostriafium 0.02

pasteurianum

Clostridium perfiingens 0,01 0,14

Clostridium sp. 0,61 0,42 0,67 | 0,11 | 0,28 0,17 | 0,01 | 0,51
Clostridium sporogenes 3,03 3,18 4,12 3,75 0,03 2,84 0,22 1,67
Clostridium subterminale 0,03

Clostridium tetani 0,01

Clostridium ultunense 0,23 0,22 6,64 2,20 0,01 1,92 0,03 0,89
e
pomsiogoniaiom 002 001
Cyanobacterium sp 0,02

Enterococcus avium 0,05

Enterococcus azikeevi 0,33

cosselgions, 002

Enterococcus cecorum 0,01

Enterococcus devriesei 0,11

Enterococcus durans 0,02

Enterococcus faecalis 4,08 0,08

Enterococcus faecium 15,49 0,01 0,24
Enterococcus gallinarum 0,05

i 003

Enterococcus hirae 0,78

Enterococcus raffinosus 0,05

Enterococcus sp. 0,26 - 0,05 0,06

Eubacterium sp. 0,11
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Faecalibacterium sp. 0,05

Garciella sp. 0,06 0,02 0,06
Gemella haemolysans 0,01

Geobacter grbiciae 0,01

Granulicatella elegans 0,06 0,03

Granulicatella sp. 0,02

Lactobacillus curvatus 0,22

Lactobacillus johnsonii 0,09 0,05

ﬁZ;ZZfZ:ZZnS 0.06

Lactobacillus pontis 0,02

Lactobacillus reuteri 0,14

Lactobacillus sakei 0,17

Lactobacillus sp 0,14

Lactococcus garvieae 1,39

Lactococcus lactis 0,17

Lactococcus piscium 0,01 0,02
Lactococcus raffinolactis 0,23

Lactococcus sp 2,63 0,06

Lautropia sp. 0,01
Leptothrix sp. 35,27
Macrococcus

caseolyticus 1,93

Mahella australiensis 0,27 0,34 0,17 0,12 0,05 0,40
Mycobacterium

phocaicum 0,02

Natronincola

ferrireduZens 0,02

Niastella sp. 0,03

Octadecabacter sp. 0,01

Pediococcus acidilactici 67,58 0,01

-40-




27023

Pediococcus sp. 0,09

Peptostreptococcus sp 1,81

Petr?bac.'ter 0,05 37.89
succinatimandens

Propionibacterium acnes 0,02 0,01

Pseudobutyrivibrio 0.01

ruminis

Pseudoxanthomonas 0.67
taiwanensis ’

Rhodobacter sp. 0,02

Ruminococcus albus 0,03

Ruminococcus sp. 0,02

Salicola marasensis 0,01

Sarcina sp. 0,02

Schlegelella sp. 0,72

Schlegelella

thermodepolymerans 60,58

Soehngenia

saccharolytica 30,69

Sporanaerobacter

. 0,02 | 90,62 | 78,83 | 81,17 | 0,03 | 92,24 | 64,14 90,80 | 1,33 | 81,08
acetigenes

Sporomusa aerivorans 0,03

Sporomusa sp. 0,06

Sporotalea propionica 0,20

Sporotalea sp. 0,03

Streptococcus

. 0,08
alactolyticus

Streptococcus parauberis 0,05

Streptococcus sp. 0,12

Subdoligranulum sp. 0,06 0,01

Subdoligranulum

variabile 0.12
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Tateyamaria sp.

0,01

Tepidanaerobacter sp.

0,84

0,60

0,44

2,33

0,43

0,25

Thermoanaerobacterium
aciditolerans

0,02

Thermoanaerobacterium
aotearoense

0,93

Thermoanaerobacterium
sp

0,02

Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum

0,76

Thermosediminibacter sp.

0,01

Tissierella creatinophila

0,02

Tissierella praeacuta

0,02

0,03

Tissierella sp.

0,40

0,08

1,00

18,09

0,22

0,01

0,56

0,03

1,70

Trichococcus sp.

0,02

Vagococcus sp.

0,05

Verrucomicrobium sp.

0,02

Weissella sp.

0,02

Xanthomonas campestris

0,28

Bang 13. Céc gidng va loai vi khuan chiém wu thé trong cac quan thé CBP-M,
CBP, PB-M, PB, FE-M, FE, MF-M, MF, CB-M, va CB. Cac két qua dugc thé

hién duéi dang ty 1& phén trim so véi quén thé toan phan.

CBP-

PB-

FE-

MF-

CB-

Loai M CBP M PB M FE M MF M CB
Bacillus spp. 2,20 0,10 0,06 0,18 0,11 0,05 0,17 1,63 2,49
Caloramator spp. 0,13 3,18 0,56 1,37 1,62 0,06 3,38
Clostridium spp. 0,67 7,85 | 18,25 | 13,58 | 10,73 | 3,73 | 33,33 | 6,41 0,06 | 10,49
Enterococcus spp. 21,25 0,07 0,14 0,24
Lactobacillus spp. 0,84 0,05
-Lactococcus spp. 4,43 0,07 0,02
Leptothrix sp. 35,27
Macrococcus 1,93
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caseolyticus

Pediococcus spp.

67,67

0,01

Peptostreptococcus sp.

1,81

Petrobacter
succinatimandens

0,05

37,89

Schlegelella spp.

61,29

Soehngenia
saccharolytica

30,69

Sporanaerobacter
acetigenes

0,02

90,62

78,83

81,17

0,03 | 92,24

64,14

90,80

1,33

81,08

Tepidanaerobacter sp.

0,84

0,60

0,44

2,33

0,43

0,25

Thermoanaerobacterium
spp.

1,73

Tissierella spp.

0,42

- 0,08

1,00

18,09 | 0,22

0,01

0,58

0,03

1,73

Khac

1,15

0,04

0,23

0,46

1,90 0,27

0,02

0,16

0,08

0,58

Téng

100

100

100

100

100 100

100

100

100

100

Bang 14. Hé s6 twong quan gitta cac tinh da dang vi khuén cia cac quan thé

hdn hop duge tinh tir s liéu thé hién trong Bang 12 bang céach sir dung phuong

trinh [1]. Higu suét (hang cudi) la ty 1¢ phin trim nito trong nguyén liéu c6

ngudn gbe tir dong vét dugc chuyén hoa thanh amoniac tai thoi diém thu hdi

quan thé nay dé chiét ADN.

CBP-M CBP PB-M PB FE-M FE MF-M MF CB-M CB
CBP_M 1 -0,0137 | -0,0154 | -0,0152 | -0,0238 | -0,0134 [ -0,0176 | -0,0137 -0,0173 | -0,0147
CBP -0,0137 1 0,9874 | 0,9971 | -0,0137 | 0,9986 | 09155 | 0,9992 | 0,0053 0,9977
PB M -0,0154 | 0,9874 1 0,9827 | -0,0173 | 0,9824 | 0,9667 | 0,9863 0,0032 | 0,9912
PB -0,0152 | 0,9971 | 0,9827 1 -0,0111 | 0,9951 0,9094 | 0,9964 | 0,0038 | 0,9963
FE M -0,0238 | -0,0137 | -0,0173 | -0,0111 1 -0,0136 | -0,0204 | -0,0127 | -0,0239 | -0,0094
FE -0,0134 | 0,9986 | 0,9824 | 0,9951 | -0,0136 1 0,9050 | 0,9995 | 0,0056 | 0,9965
MF M -0,0176 | 0,9155 | 0,9667 | 0,9094 | -0,0204 | 0,9050 1 0,9144 | -0,0003 | 0,9293
MF -0,0137 | 0,9992 | 0,9863 | 0,9964 | -0,0127 | 0,9995 | 0,9144 1 0,0054 | 0,9982
CB_M -0,0173 | 10,0053 | 0,0032 | 0,0038 | -0,0239 | 0,0056 | -0,0003 0,0054 1 0,0038
CB -0,0147 | 0,9977 | 0,9912 | 0,9963 | -0,0094 | 0,9965 | 0,9293 0,9982 | 0,0038 1
Hiéu suét
%) 7.4 89,4 54,9 94,9 25,0 - 50,1 63,3 91,3 6,5 71,4
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Vidu 8
Hiéu suit amoni ho4 boi cac quan thé co nguon goc tu dat va bot thit va xuong

Dé so sanh thanh phan quan xa vi khudn va hiéu sudt amoni hoa ciia cac
quén thé c6 nguén géc tr bot thit va xuong va cac nguén khac, cac quén thé tu
nhién dugc nudi ciy dat rimg va dit rudng.

Céc quan thé FO1 va FI1 dugc tao ra bang cach tron dat rung (FO) hoac
dat rudng (FI) khong vo tring véi nuéc may lanh véi ty 18 180g dt trong mdi
lit nuée. Hon hop thu duge duoc nuodi cdy ma khong thong khi & nhiét do 50°C.
Cac quan thé FO2 va FI2 duoc tao ra bang cach tron dat rung (FO) hoic dat
rudng (FI) khong v6 trung véi nude may dang soi véi ty 18 180g dit trong mdi
lit nuée. Hon hop thu duoc dugce dé nguoi dén nhiét d9 trong phong. T4t ca cac
hdn hop duge i ma khong thong khi & nhi¢t do 50°C. Sau khi u trong thoi gian
7 ngdy, cdy 5ml ting hdn hop nuéi ciy trong 100ml moi truong MBM1 vo
trung chia 180g MBMI trong mdi lit nude. U cac hdn hop nudi cdy nay &
nhiét do 50°C trong 7 ngay.

Viéc phén tich quin x4 vi khudn cia céc quan thé trong dit duoc thuc
hién trén ADN thu dugc bang cach chiét bing phenol-cloroform-ruou
isoamylic tir hdn hop nudi cdy, trong d6 cac té bao dugc phé v bang cach gay
va dp v6i hat. Thir nghiém trén gen 168 ctia vi khudn bing k¥ thuét giai trinh
tu dua trén viéc phat hién mirc giai phong pyrophosphat (pyrosequencing) bang
cach sir dung amplicon FLX dugc ma ho4 bang doan cai (tag) (bTEFAP) va
viéc phéan tich sb liéu vé tinh da dang vi khuin dugc thuc hién bdi Research
and Testing Lab (Lubbock, Texas, Hoa Ky) theo phurong phap nhu duge mo ta
trong tai liéu: Dowd et al. 2008a va Wolcott et al. 2009. Cac doan mdi 28F
‘GAGTTTGATCNTGGCTCAG’ (SEQ ID NO: 1) va 519R
"GTNTTACNGCGGCKGCTG’ (SEQ ID NO: 2) dugc sir dung d& khuéch dai
cac ving bién ddi 16S V1-3.
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Két qitd. Viéc phén tich tinh da dang vi khuan ctia cic quin thé co
ngudn gbc tir dat va MBM cho thdy su ¢6 mit cta cac vi khudn thudc 45 gidng
khac nhau (Bang 15). Trong tong s6 85 két qua, c6 66 két qua duoc nhan biét &
mirc loai va 19 két qua duoc nhan biét & mirc gidng. Bang 16 thé hién cac
gidng va loai vi khuin chiém wu thé trong mdi quan thé. Céc vi khudn thudc 6-
7 giéng khac nhau tao thanh phan 16n cta cac quan thé. Clostridium spp. va
Sporanaerobacter acetigenes chiém wu thé trong cac quan thé co ngudn gdc tir
MBM ciing nhu FO1 va FI1. Hai quin thé khac c6 ngudn gde tir dat thé hién
tinh da dang cao hon: FO2 chi yéu bao gdm Bacillus spp.,
Thermoanaerobacterium spp., va Clostridium spp., va FI2 bao gdm
Clostridium spp., Tissierella sp., va Caloramator sp.

Hé s tuong quan (Bang 17) duoc tinh tir s6 liéu duoc thé hién trong
Bang 15 biang cach st dung phuong trinh [1], trong d6 X va ¥ duoc dung dé chi
hai ma trén, vi du Al va C1, ma giita chiing dugc tinh trong quan, x va y 13 céac
gia tri don bén trong mdt ma trdn, va % va ¥ 13 gia tri trung binh ctia tit ca cac
gia tri bén trong mot ma trén. Loai khong c6 mat trong quan thé (cac t& bao

tréng trong Bang 15) duoc gan gia trj 0.

E x—2y-7
2

Tuwong quan (X, Y) =

[1]

Ll —x 2 By —7)R

Bang 17 thé hién muc do tuong ty cao (hé s twong quan > 0,9) gitra tat
cd nam quan thé c6 ngudn gbc tir MBM, cling nhu cac quan thé co ngudn gbc
tir ¢t FO1 va FI1. Theo do, cac quan thé tuong tw voi cac quan thé co ngudn
gbc tir MBM ¢6 thé phat trién tir dét. He sé twong quan ciia FO2 va FI2 13 nhé
hon 0,2, qua d6 cho thdy mirc do twong tu thdp. Do d6, viéc hoa tan dat trong
nuGe dang sbi s& khién cac vi khuin quan trong dé amoni ho4 bi tidu diét. Bang
17 cling thé hién hiéu suit tao amoni, tirc 1a ty 1& phin trim nito trong MBM
dugc chuyén hoa thanh amoniac tai thoi diém thu hdi quin thé nay dé chiét

ADN. Hi€u suat nay twong quan véi muc do tuong tu cua quan thé tu nhién véi
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quén thé duoc céy. Chi dat dugc hiéu suit 40% hoic 16n hon khi hé sb tuong
quan 16n hon 0,9.

Bang 15. Két qua phén tich tinh da dang cua quan xa vi khun: gidng va loai
trong céc quan thé c6 ngudn gdc tir dit va bot thit va xuong A1, C1, H1, P1, va
S1. Két qua cua cdc quan thé c6 ngudn gde tir bot thit va xuong Al, C1, HI,
P1, va Sl la giéng nhu dugc thé hién trong Bang 1. Céc két qua duoc thé hién

duéi dang ty 18 phén tram so véi quén thé toan phan.

Loai Al C1 H1 P1 S1 FO1 FO2 FI1 F12
Alicyclobacillus contaminans . 0,23

Aneurinibacillys 0.12
thermoaerophilus

Bacillus beijingensis 0,04 0,02

Bacillus benzoevorans 0,02

Bacillus coagulans 0,34 8,71

Bacillus ginsengi 0,02

Bacillus nealsonii 0,06

Bacillus pichinotyi 0,02

Bacillus smithii 0,02

Bacillus sp. 0,77 0,53 1,46 0,97 0,40 1,22 | 29,82 0,18
Bacillus thermoamylovorans 0,22 0,11 0,51 0,39 0,09

Bacillus vireti _ 0,04

Butyrivibrio fibrisolvens 0,02 0,02
Caldicoprobacter oshimai 0,05 0,04 0,11 0,02 0,09 0,02
Caloramator fervidus 0,02

Caloramator sp. 5,04 2,67 4,29 4,04 5,20 3,61 0,75 7,66
Carnobacterium divergens 0,06

Catabacter sp. 0,02

Clostridium beijerinckii 0,04

Clostridium botulinum 6,95 6,61 4,63 2,88

Clostridium cochlearium 5,79 6,44 6,92 11,84 8,50 6,59 0,06 1,80 16,38
Clostridium haemolyticum 0,06

Clostridium hveragerdense 0,02
Clostridium limosum 0,02
Clostridium oceanicum 0,06 0,02 0,06 0,08

Clostridium pasteurianum 0,45

Clostridium purinilyticum 0,03
Clostridium sp. 0,22 0,49 0,62 0,12 0,57 1,11 16,16 | 6,34 9,27
Clostridium sporogenes 0,55 0,53 1,18 0,19 0,48 1,24 0,06 3,68 22,37
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Clostridium 0,02
thiosulfatireducens

Clostridium tyrobutyricum 0,06

Clostridium ultunense 2,58 5,51 0,84 15,17 1,25 0,01 2,82 4,01
Clostridium xylanovorans 0,08

Empedobacter brevis 0,02

Enterobacter cloacae 0,02

Enterococcus azikeevi 0,04

Enterococcus faecalis 0,30

Enterococcus faecium 1,06

Enterococcus hirae 0,04 0,05
Enterococcus raffinosus 0,02

Enterococcus sp. 0,02

Faecalibacterium prausnitzii 0,02 0,02
Faecalibacterium sp. 0,02 0,04 0,03 0,04
Fervidicola ferrireducens 0,02

Garciella sp. 0,07 0,08 0,04 0,08 0,03 0,01 0,04
Halobacillus trueperi 0,04

Klebsiella oxytoca 0,04

Lactobacillus crispatus 0,04

Lactobacillus pontis 0,02

Lactococcus garvieae 0,13

Lactococcus raffinolactis 0,06

Lactococcus sp. 0,13

Leptospira broomii 0,02

Mahella australiensis 0,55 0,36 0,34 0,35 0,43 1,34 0,35 4,59
Microbacterium aurum 0,02

Pantoea sp. 0,02

Pediococcus acidilactici 4,80

Pelosinus sp. 0,02
Peptostreptococcus sp. 0,01 0,19 0,27
Petrobacter succinatimandens 0,04
Propionibacterium sp. 0,03

Pseudobutyrivibrio ruminis 0,03

Schlegelella 0.13
thermodepolymerans i

Shigella flexneri 0,02

Soehngenia sp. 0,03
Sphingomonas mucosissima 0,02

Sporanaerobacter acetigenes 77,44 | 74,26 | 80,66 | 53,67 75,87 | 80,50 0,04 77,63
Sporolactobacillus inulinus 0,08

Sporotalea sp. 0,02
Streptococcus alactolyticus 0,02
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Streptococcus mitis 0,03

Subdoligranulum variabile 0,06

Symbiobacterium sp. 0,12

Tepidanaerobacter sp. 2,26 1,42 1,22 4,17 0,68 0,12 1,29 4,48

Tepidimicrobium ferriphilum 0,51

Tl h'er.m oanaerobacterium 0.50 0.89
aciditolerans

Thermoanaerobacterium

19,97
aotearoense

Thermoanaerobacterium

1
islandicum 0,0

Thermoanaerobacterium sp. 0,04 0,28

Thermoanaerobacterium

thermosaccharolyticum 0,10 15,65

Thermosediminibacter sp. 0,07

Tissierella creatinophila 0,02

Tissierella praeacuta 0,02

Tissierella sp. 4,45 0,38 1,78 2,22 1,68 0,02 4,97 | 29,93

Tuberibacillus calidus 0,02

Bang 16. Céc giéng va loai vi khuén chiém wu thé trong cac quan thé co ngudn
gbc tir MBM va dét. Céc két qua duoc thé hién duéi dang ty 1 phan trim so

v61 quan thé toan phan.

Loai Al c1 H1 P1 S1 FO1 | FO2 | FII | FI2
Bacillus spp. 0,99 | 064 | 197 | 137 | 048 | 1,60 | 3874 0,18
Caloramator spp. 504 | 267 | 429 | 406 | 520 | 3.61 0,75 | 7,66
Clostridium spp. 915 | 20,04 | 9,56 | 33,96 | 1549 | 1191 | 1693 | 14,68 | 52,08
Enterococcus spp. 1,49 0,05

Mahella australiensis 0,55 0,36 0,34 0,35 0,43 1,34 0,35 4,59
Pediococcus spp. 4,80

iﬁ’:;gzzz:"b"c’” 7744 | 7426 | 80,66 | 53,67 | 7587 | 80,50 | 0,04 | 77.63
Tepidanaerobacter sp. 226 | 142 | 122 | 417 | 068 | 0.12 1,29 | 448
Z"phpe‘rmoanaerobacterium 0,65 36,79

Tissierella spp. 445 | 040 | 1,78 | 224 | 1,68 0,02 | 497 | 29,93
Khéac 0,12 | 021 | 017 | 019 | 017 | 026 | 1,19 | 027 | 1.08
Téng 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Bang 17. Hé s6 tuong quan giita céc tinh da dang vi khuén cta céc quan thé
hdn hop dugc tinh tir s6 lidu thé hién trong Béng 15 bang cach st dung phuong
trinh [1]. Hiéu suat (hang cubi) la ty 1é phan trim nito trong nguyén li€u co
nguén géc tr dong vat dugc chuyén ho4 thanh amoniac tai thoi diém thu hdi

quan thé nay dé chiét ADN.

Al c1 H1 P1 S1 FO1 FO2 FIT FI2
Al 1 09929 | 09988 | 0,9554 | 0,9964 | 0,9963 | -0,0268 | 0.9930 | 0.0577
1 0,9929 1 09933 | 09704 | 09968 | 0.9952 | -0,0288 | 0,9872 | 0.0213
H1 0,9988 | 0,9933 1 09505 | 09975 | 0,9988 | -0,0177 | 09924 | 0.0371
P1 0.9554 | 0,9704 | 0,9505 1 09597 | 0,9490 | -0,0349 | 0,9409 | 0.1097
s 0,9964 | 0,9968 | 0,9975 | 0,9597 I 0.9984 | -0,0290 | 0,9877 | 0,0434
FO1 0,9963 | 0,9952 | 0,9988 | 0,9490 | 0.9984 I -0,0161 | 0,9911 | 0,0187
FO2 -0,0268 | -0,0288 | -0,0177 | -0,0349 | -0,0290 | -0,0161 I 20,0035 | 0,0230
FI1 09930 | 0,9872 | 0,9924 | 09409 | 09877 | 09911 | -0,0033 I 0,0699
FI2 0,0577 | 0,0213 | 0,0371 | 0,1097 | 0.0434 | 0,0187 | 0,0230 | 0.0699 I
(}j/‘o‘;“ sué 55,0 43,1 61,5 47,6 58,5 46,5 0,4 44,6 27,0
Vidu9

Hiéu suat amoni hod bdi cac quan thé co ngudn goc tir da cd bo va bot thit va

Xuong

Dé so sanh hiéu sudt amoni hod céc quan thé ¢ ngudn gdc tir bot thit va
xuong véi cac ngudn khac, quan thé co ngudn gbe tir da ¢ bo duoc nghién
cuau. Viéc tao amoniac qua mure 1a mot yéu t6 chinh gdy ra tinh trang thiéu hiéu
quéa dinh dudng & dong vat nhai lai. Phan 16n cta hoat tinh di ho4 axit amin va
theo d6 1a hoat tinh tao amoniac ciia da cé dugc quy cho mét s vi sinh vat nhat
dinh dugc goi 1a cac vi khudn tao c6 kha nang tao amoniac cao (hyper

amoniac-producing bacteria — HAB) (Russell e al. 1988; Chen and Russell
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1989; Krause and Russell 1996, Eschenlauer e al. 2002). Do d6, da co6 c6 thé
12 ngudn vi khuan amoni ho4 hitu hiéu.

Viéc lam gidu quin thé amoni hoa dugc thi nghiém bang nhiéu chu
trinh nuoi ciy lién tiép cac vi khuén tir da cé bod trong MBM1 v trung. Phan
bén trong da c6 bo duoc léy tr bo duoc dit éng thong, va duoc loc dé tach chat
16ng ra khoi céc chat rdn. Thém chét 1ong thu dugc vao méi trudng MBMI vo
trung [180g bot thit va xwong 1 trong méi lit nuéc] dudi dang nguyén lidu cdy
v6i ham lugng 25% (thé tich/thé tich), va dugc nudi cdy ma khong thong khi &
nhiét do 37°C. Mdi chu trinh lam giau kéo dai trong thoi gian 7 ngay dé cho
phép phan ing amoni hoa dat t6i mtc du.

Két qua. Hiéu sudt tao amoniac, tic 1a ty 1& phan tram nito dugc chuyén
ho4 thanh amoniac gia tang tir 12,3% + 6,6% dén 24,7% + 3,1% trong ba chu
trinh lam giau dau tién, nhung gilf nguyén & mic nay trong bdn chu trinh tiép
theo. Nhu duge thé hién trén FIG.1 trong Vi du 1, cac quan thé c6 ngudn gdc tir
MBM tao ra hiéu suét tao amoniac cao hon nim trong khoang tir 37,9% + 2,3%
dén 58,8% + 13,9% & nhiét d6 37°C. Do d6, mic du da duoc lam giau, song
quéan thé co ngudn gdc tir da c6 vAn c6 hiéu suat amoni hod thap hon so v6i céc
quan thé c6 ngudn gdc tir MBM.

Céc quan thé co ngudn gbc tir da 6 duge lam giau khong dugc phin
tich vé tinh da dang ctia quan xa. Fouts va cac dong tac gi4 (2012) da bao cao
trong nghién ctru cia nhom téc gia nay vé cac quin thé trong da c6 ciia mudi
hai con bo rang tam muoi phén tram vi khudn dugc nhan biét dén mirc loai
thudc bo Clostridiales, Bacteroidales, Erysipelotrichales va TM7 chua dugc
phan loai. Thanh phin nay 1 khac véi thanh phan ctia cac quan thé ¢6 ngudn
gbc trt MBM A1, C1, H1, P1, va S1 (Bang 2), 94-98% cua ching bao gdm céc
vi khuén thudc bd Clostridiales (giéng Caloramator, Clostridium,
Sporanaerobacter, Garciella va Tissierella).

Ban luan
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Cin ¢t vao céc thir nghiém néu trén, thdy rd ring muc do amoni hoa khi
sir dung cac quan thé hdn hop xé4c dinh s& dugc tao ra véi hidu suat cao hon so
v6i cac gidi phap k¥ thuat da biét. Bing cach st dung cac quén thé da dugec mod
ta trén day, da thu duoc néng d6 amoniac dén 12 g/lit, tuy thudc vao ham luong
protein trong nguyén liéu ban dau/moéi trudng duge sir dung. Hiéu suit amoni
hoa dugc céi thién & mirc khoang 15-30 1dn so v&i céac giai phap k¥ thuat da
biét. Thong thudng, 50-80% nito toan phan trong moi truomg dugce thay 1a duoc

chuyén ho4 thanh amoniac trong thoi gian khoang 24-48 gio.

Mai truong 100 dung dé minh hoa cho quy trinh amoni hod céc san
pham phu/chét thai ciia 16 mé dwgc thé hién trén FIG.6. Nguyén lidu hitu co
(cac san pham phu) duge bao quan trong bo phan chtra 106. Chét thai trong bo
phén chira 106 dugc nap vao 10 phan g sinh hoc 104. Nuéc dugc thém vao 10
phan Gmg sinh hoc 104 tir ngudn nuée 102. Nguyén liéu cdy duogc thém vao 10
phan ng sinh hoc 104 tir ngudn 116. Loai nguyén liéu cdy dugc chon tir nhém
bao gom HI, C1, P1, SI va Al. Tét hon néu nguyén liéu cdy duoc tron véi
quan thé SI. Lo phan tng sinh hoc ¢6 thé ¢6 bd phan tron/khudy 105 va bo
phén diéu chinh mirc gia nhiét/nhiét do 110. Theo mdt sb phuong an, b0 phan
gia nhiét 110 dugc sir dung dé gia nhiét cac thanh phan bén trong 16 phan Ung
sinh hoc 104 dén nhiét do khoang 50°C (40-55°C déi véi qun thé S1). Néu
can, do pH c6 thé duge diéu chinh bing cach thém bazo (nhu NaOH) vao 10
phan tng sinh hoc 104 & duy tri d6 pH & mic 16n hon 6. Tét hon néu thoi

gian 1én men la khoang 16-48 gio.

Trong quy trinh 1én men st dung quan th& vi khuin hdn hop,
amoni/amoniac dugc giai phong vao chat 16ng 1én men. C6 thé ly cic miu
chat 16ng tir 16 phan tng sinh hoc 104 tai c4c thoi diém khac nhau dé theo dai
dién tién cua quy trinh. Mot thong sb can theo dai 1a ndng d6 amoniac/amoni

trong chat 16ng nay. Vi du, theo mot sé phwong 4n nhit dinh cua séng ché, quy
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trinh [én men s€ két thic hodc dién ra ¢ mirc du néu sy thay doi vé nong do

amoniac/amoni gitra hai mau lién tiép khong cho thiy su gia tang dang ke.

Toan bd hodc mot phan chit 1ong tir 16 phan Gng sinh hoc 104 c6 thé
dua vao pha chung cat 108, tai d6 amoni/amoniac dugc chiét ra duéi dang
amoniac (NH;) tir chét 16ng nay. Amoniac ¢6 thé dugc bao quan trong bo phan
chtta 112 d sir dung trong tuong lai nhu dué6i dang mét bd phan ctia quy trinh
san xuét phén bon chéng han. Theo cach khac, mot ph?m hoic toan b chat long

¢6 thé duge nap vao bd phén chira 113 va dugc st dung truc tiép 1am phan bén.

Sau khi 14y ra toan bd hoic mot phin chét 16ng, cac chét rin va/hoic
chét 16ng con lai c6 thé duoc thu hoi trong b phan bao quan 114 dé si dung
trong tuong lai. Ngoai ra, mot phan nguyén liéu trong bo phan bao quan 114
ciing ¢6 thé dugc nap lai vao 10 phan tng sinh hoc 104 va duoc sir dung lam
nguyén liéu cdy cho mé tiép theo. Thém vao d6, mot phan cac chat long
va/hoidc chét rén c6 thé dé lai trong 160 phan tng sinh hoc 104 dé tao nén cho mé

tiép theo.

Qua trinh amoni ho4 nguyén liéu tir thuc vat chtra hydrat cacbon véi
ham luong cao cé thé bi trc ché béi qua trinh axit hod mdi trudng trong quy
trinh 1én men. C6 thé tranh dugc qua trinh axit hod méi truong bang cach thém
bazo (nhu NaOH) vao hén hop nubi cdy. Ngoai ra, néu nguyén li€u tir thuc vat
va dong vat duoc phbi hop véi ty 1& thich hgp, thi c6 thé tranh duoc qua trinh
axit hod va thu duogc hiéu suét tao amoniac cao hon.

Qua trinh amoni hod cdc nguyén liéu protein khac nhau c6 thé duoc toi
uu hod bang cach lya chon quén thé vi khuin hdn hop thich hop. Nhu dugc thé
hién trong Béng 3, hiéu suit amoni hoa cua timg nguyén liéu phu thude vao
quén thé vi khuin dugc st dung. Vi dy, cic san ph:fun phu cda lon/bo duoc
amoni hod véi hiéu suit cao nhat khi sir dung quan thé H1, trong khi cac san
phém phu cta ca dugc amoni hoé véi hiéu suét cao nhat khi sir dung quén thé

S1. Binh quén, quan thé H1 va S1 1a cac quén thé& amoni hoa hitu hiéu nhét d6i
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Vi tht ca cac nguyén liéu protein khéac nhau, va H1 hodc S1 ciing ¢6 thé duoc
Iwa chon 12 quin thé duoc sir dung dé amoni ho4 nguyén liéu bat ky.

S1 va céac quan thé c6 ngudn gbe tir MBM 14 hitu hiéu dé amoni ho4 cac
nguyén liéu c6 ngudn gdc tir dong vat khac nhau. Mot s6 nguyén lidu nhét dinh
trong sb cac nguyén liéu nay cé thé amoni hoa mot cach hitu hiéu cac qu?m thé
tu nhién khi dugc U trong cac diéu kién tuong ty duoc st dung dé tao ra cac
quan thé ¢6 ngudn gbc tir MBM. Tuy nhién, tit ca cac nguyén liéu c6 ngudn
gbc tir dong vat déu khong ¢6 quan thé amoni hoa. Da ¢6 1a ngudn chira cac vi
khudn c6 kha nang tao amoniac cao, song viéc 1am giau mot quﬁn thé hén hop
¢6 kha ndng amoni hoa véi hiéu suét tuong tu véi cac quan thé c6 ngudn gbc tir
MBM la diéu khong thé thuc hién. C4c méu dét ciing c6 thé tao ra cac quan thé
amoni hoa quﬁn thé hitu hi€u va khong hitu hiéu, tuy thudc vao cac diéu kién
dugc st dung.

Nhiét d6 ndm trong khoang tir 30°C dén 60°C, chinh x4c hon 12 tir 37
dén 55°C va d6 pH nim trong khoang tir 5 dén 11, chinh xé4c hon 14 tir 6 dén 9,
1a t6t nh4t d& amoni ho4 bang vi khuin béi céc quén thé dwoc mo ta & day. Cu
thé, nguyén liu hitu co khi duoc céy Vi qu?m thé vi khuan vé co ban tuong tu
v6i S1 cho hiéu sudt amoni ho4 tét. Thém vao d6 hodc theo céch khac, viéc cho
nguyén liéu hitu co tiép xuc voi quan thé vi khudn bao gdém 53-91% quan thé
toan phan 13 Sporanaerobacter acetigenes va 8-34% la Clostridium spp. cling
cho hiéu suit amoni hoa tét. Qud trinh amoni hoa dién ra ca trong diéu kién ky
khi, vi ua khi, va wa khi khi sir dung cac quan thé hdn hop nay.

Tham khao tai liéu
Mot s6 tai lidu tham khao dugc trich dan trong phdn mé ta sang ché, mdi

tai liéu trong s6 nay dugc dua vao bang céch trich din toan bo ndi dung cua né.
Tuyén bo vé viéc ndp luu mau vat liéu sinh hoc

Mau nuoi cay cia (cac) vat lidu sinh hoc duéi day da dugc ndp luu tai

Co quan luu gitt quoc té sau:
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Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)
Uppsalalaan 8
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Ha Lan

trong cac diéu kién dap ung quy dinh cta Hiép u6c Budapest vé cong nhan

quoc té doi véi viéc ndp luu vi sinh vat nhdm muc dich tién hanh céc tha tuc

ding ky sang ché.
S hiéu Iuu gitt qudc té
Quén thé vi khudn hdn S8 hiéu luu giit tai Ngay ndp luu
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YEU CAU BAO HO
Quy trinh san xuét amoniac hodc amoni tir nguyén liéu hitu co, trong d6

quy trinh ndy bao gdm céng doan:

- 1én men moi truong nudce chira nguyén lidu hitu co véi su c6 mit cia
mot quan thé vi khuin hdn hop ¢6 kha nidng amoni ho4, trong 10 phan g
sinh hoc, trong d6 cong doan 1én men nay dugc thuc hién trong cac diéu
kién, va trong khoang thoi gian du, dé tao ra san pham 1én men chira

amoniac hodc amoni;

- trong d6 nguyén liéu hitu co ndy chita cac hop chét nito thich hop dé

chuyén hod thanh amoniac ho#ic amoni, va

- trong d6 quéan thé vi khun hn hop vé co ban tuong tw v6i quan thé vi
khuan hdn hop dugc phéan 14p S1 (s6 hiéu luu gitt CBS s (CBS
Accession No.) 136063), trong d6 quan thé vi khudn hdn hop vé co ban

twong tw nay c6 hé sb twong quan it nhit 14 0,90, so véi S1 .

Quy trinh theo diém 1, trong d6 cong doan 1én men dugc thuc hién & nhiét
d6 nam trong khoang tir 30 dén 60°C va & do pH nim trong khoang tir 5
dén 11.

Quy trinh theo diém 1, trong d6 cong doan 1én men dugc thuc hién & nhiét
do ndm trong khoang tir 40 dén 50°C va & d6 pH nim trong khoang tir 6
dén 9.

Quy trinh theo diém 1, trong d6 quén thé vi khun hdn hop vé co ban
tuong tu c6 hé s tuong quan it nhit 13 0,95 so véi quan thé vi khun hdn
hop duge phan 14p S1 (s6 hiéu luu gitt CBS sé 136063).

Quy trinh theo diém 1 trong d6 cong doan 1én men dugc thuc hién & nhiét
do nam trong khoang tir 40°C dén 55°C.

Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay con bao gdm cong doan thu

hoi amoniac hodc amoni tir san phim 1én men.

-57-



10.

11.

12.

13.

14.

27023

Quy trinh theo diém 6, trong d6 amoniac hodc amoni dugc thu hdi bing

phuong phép co hoc hogc duoc lam két tia.

Quy trinh theo diém 6, trong d6 amoniac hodc amoni dugc thu héi bing

cac budc:
(a) tach cac san pham lén men ran va long;

(b) thu hdi san phdm 1én men 1dng chira amoniac hodc nudc chira amoni
hodc thu hdi hdn hop khi dugc gidi phong trong quy trinh 1én men

hodc trong budc tach (a); va
(¢) thu hdi amoniac hodc amoni.
Quy trinh theo diém 1, trong d6 cac hop chét nito 12 amin hogc protein.

Quy trinh theo diém 1, trong d6 nguyén liéu hitu co duge chon tir nhém
bao gém bot thit va xuwong (meat- and bone meal — MBM), bot dong vat,
san phAm phu ctia dong vat, chét thai 16 md, nudc sita, chét thai d6 thi, bot
cé, thuc phdm va cac loai chat thai ctia cong nghié€p 1én men va t6 hop cua

chung.

Quy trinh theo diém 10, trong d6 chat thai clia cong nghiép thuc phim
duoc chon tir nhém bao gém san phém phu cua dong vat, bot dong vat va
chét thai thuc phim.

Quy trinh theo diém 1, trong d6 cong doan 1én men dugc thuc hién trong
diéu kién ky khi.

Quén thé vi khun hdn hop, trong d6 quin thé vi khuin hén hop nay c6 hé
sé tuong quan it nhét 13 0,95 so véi quan thé vi khudn hdn hop duge phin
lap S1 (sb hiéu Iuu gitt CBS s6 136063).

Quén thé vi khuin hdn hop 1a quén thé vi khudn hén hop dugc phan 1ap
S1, duoc luu ky tai Co quan Luu ky Quéc té ctia Ha Lan theo sd hiéu luu
gitt CBS s6 136063.
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