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Linh vyc k§ thuit dwge dé cap

Sang ché dé cap dén cac vi sinh vt thraustochytrid nhu cac ching va cac thé dot
bién cua c4c vi sinh vat ndy. Séng ché con dé cap dén céc sinh khéi thraustochytrid, cac
dau vi sinh vét, cac thanh phén axit béo, c4c san phdm nudi cdy, cac phuong phép san xuét
céc dau vi sinh vét va cac phuong phap sir dung céac thraustochytrid, cac sinh khéi da phan

tach va céc dau vi sinh vét.

Tinh trang ky thuit cia sing ché

Céac axit béo duogc phén loai dya trén dd dai va dic tinh no cia mach cacbon. Cac
axit béo mach ngén thuong c6 12 nguyén tir cacbon hodc it hon, cic axit béo mach trung
binh thuong c6 tir 14 dén 18 nguyén tir cacbon, con cic axit béo mach dai thudng ¢ 20
nguyén tir cacbon hozc nhidu hon. Céc axit béo dugc goi 1a c4c axit béo no néu khong co
lién két doi gilta cac nguyén tir cacbon, va dugc goi 1a céc axit béo khong no néu ¢ mat
lién két doi. Céc axit béo mach dai khong no 13 don khdng no néu chi c6 mit mot lién két
do6i néu trén, va 1a da khong no néu c6 mit hon mot lién két doi néu trén.

Cac axit béo da khong no (cac PUFA) dugc phan loai dua vao vi tri cua lién két doi
thir nhét tinh tir tan cung metyl cua axit béo: cac axit béo omega-3 (ky hiéu la n-3) chira
lién két ddi thtr nhét & cacbon thir ba, cOn céc axit béo omega-6 (ky hiéu 1a n-6) chira lién
két doi thur nhit & cacbon thit sau. Vi dy, axit docosahexaenoic (“DHA”) 13 axit béo mach
dai da khong no omega-3 c6 d6 dai mach 22 nguyén tir cacbon va 6 lién két doi, thuong
dugc ky higu la “22:6 n-3”. Céc axit béo da khéng no mach dai omega-3 khac 1a axit
eicosapentaenoic (“EPA”), dugc ky hiéu 13 “20:5 n-3” va axit docosapentaenoic omega-3
(“DPA n-3”), dugc ky hiéu 13 “22:5 n-3”. DHA va EPA duogc goi 1a cac axit béo “thibt
yéu”. Céc axit béo mach dai omega-6 14 axit arachidonic (‘ARA”), dugc ky hiéu 1a «“20:4
11-6”, va axit docosapentaenoic omega-6 (“DPA n-6”), dugc ky higu 1a “22:5 n-6”.

Céc axit béo omega-3 1a céc phén tir ¢6 tm quan trong vé sinh vit hoc, anh hudng
dén sinh Iy té bao do ching c6 mat trong cac mang té bao, didu khién Su san xuét va su
biéu hién gen clia cac hop chét c6 hoat tinh sinh hoc, va 14 cdc co chét sinh tdng hop (xem
tai liu: Roche, H. M., Proc. Nutr. Soc. 58: 397-401 (1999)). Vi du, DHA chiém ty 1€
khoéang 15-20% céc lipit & v ndo ctia ngudi, 30-60% cac lipit & vdng mac, tap trung &

tinh hoan, tinh dich, va 1a thanh phan ciu tao quan trong cua sita me (xem tai liéu:
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Jean-Pascal Bergé & Gilles Barnathan, Fatty Acids from Lipids of Marine Organisms:
Molecular Biodiversity, Roles as Biomarkers, Biologically Active Compounds, and
Economical Aspects, trong cubn sach: Marine Biotechnology I 49 (do T. Scheper bién
soan, 2005)). DHA chiém t6i khoang 97% céc axit béo omega-3 & ndo va chiém t6i 93%
cac axit béo omega-3 & vong mac. Hon nita, DHA 13 axit thiét yéu cho sy phat trién cia ca
thai nhi va tré nho, ciing nhu cho sy duy tri c4c hoat dong nhan thirc & ngudi 16n (xem tai
liéu: néu trén). Céc axit béo omega-3, bao gdm DHA va EPA, cling c6 tinh chét chéng
viém (chéng han, xem tai liéu trén va tai liéu: Simopoulos, A. P., J. Am. Coll. Nutr. 21:
495-595 (2002)). Do cac axit béo omega-3 khong dugc tdng hop méi trong co thé ngudi,
nén céc axit béo ndy can phai duge 14y tir cac ngudn chit dinh dudng.

DAiu hat lanh va cac loai diu c4 duoc xem 13 cac ngudn dinh dudng chira ham
lugng cao céc axit béo omega-3. DAu hat lanh khong chira EPA, DHA, DPA hoic ARA,
nhung chira kha khé luong axit linolenic (C18:3 n-3) 1 don vi cu tréic gitip co thé c6 kha
ning san xuit ra EPA. Song, c6 bing ching 13, toc do chuyén hoé d6 c6 thé 1a chdm va
khong én dinh, dic biét 13 & nhing ngudi sirc khoé bi suy yéu. Céac loai diu c4 khic nhau
nhiéu v& loai axit béo va lugng thanh phén axit béo, tuy thudc vao loai c4 cu thé va cac
thirc &n cua chang. Vi du, ca duge nuoi trong nghé nuodi trdng thuy sén c¢6 khuynh huéng
chira ham lugng céc axit béo omega-3 thip hon so véi ca danh bt dugc trong thién nhién
hoang dé. Hon nira, c4c loai ddu c4 c¢6 nguy co chira céc chét & nhidm méi truong va do d6
c6 thé c6 lién quan v6i d6 bén va mui hodc vi cua ca.

Cac thraustochytrid 12 cdc vi sinh vit thuéc by Thraustochy triales. Cac
thraustochytrid bao gdm céc thanh vién cta gidng Schizochytrium va d3 dugc cong nhan
12 mdt ngudn céc axit béo omega-3 c6 thé Iya chon, bao gbm DHA (xem bang sang ché
My s6 5,130,242). C4c dau duoc san xuét ra tir cdc vi sinh vat bién di dudng nay thuong
thuong c6 thanh phin céc axit béo da khong no don gian hon dau c4 hoic du vi tio tuong
Ung (xem tai liéu: Lewis, T. E., May. Biotechnol. 1: 580-587 (1999)). Cac chung cua loai
thraustochytrid d& dugc thong b4o 14 san xuit ra c4c axit béo omega-3 véi ty 1¢ phan trim
cao cua toan b céc axit béo do sinh v4t san xuit ra (xem bing sédng ché My s6 5,130,242
Huang, J. et al., J Am. Oil. Chem. Soc. 78: 605-610 (2001); Huang, J. et al., Mar.
Biotechnol. 5: 450-457 (2003)). Tuy nhién, c4c thraustochytrid da phan 1ap c6 sy khac
nhau vé danh tinh va lugng céc axit béo da khong no mach dai dugc san xuét ra, cho nén
mot s§ chiing da mo ta trude day c6 thé c6 luong khong dat c4c axit béo omega-3 va/hoic

co thé c6 néng sudt thap trong nudi cdy. Boi vay, van tiép tuc c6 nhu cdu tach biét cac

-3



27408

thraustochytrid ¢6 ning suit cao, cho thanh phén mong muén cia céc axit béo da khéng

no mach dai.
Bin chét ky thuit ciia sang ché

Séng ché dé xuét vi sinh vat thraustochytrid da phan 14p thudc loai thraustochytrid
dugc luu trit véi s truy cdp ATCC 1a PTA-9695 hodc chuing ¢6 ngudn gbc tir vi sinh vat
nay, trong dé toan b cac axit béo, do vi sinh vat vira néu hodc ching cé nguén géc tr vi
sinh vat nay san xuét ra, chta khoang 10% hoic thdp hon axit eicosapentaenoic tinh theo
trong lugng.

Sang ché ciing d& xuét vi sinh vat thraustochytrid da phén 14p c6 cac dic tinh cia
loai thraustochytrid dugc luu trit v6i sb truy cap ATCC la PTA-9695, trong d6 toan bd
cac axit béo, do vi sinh vat vira néu hogc chung c¢6 ngudn gbc tir vi sinh vat ndy san xuit
ra, chira khoang 10% hoic thip hon axit eicosapentaenoic tinh theo trong lwong.

Sang ché ciing d& xuét vi sinh vét thraustochytrid d4 phan 14p hodc chiing c¢6 ngudn
gbe tir vi sinh vat nay, chira phdn doan triglyxerit, trong d6 ham luong axit
docosahexaenoic trong phan doan triglyxerit it nhit 1a khoang 40% theo trong luong;
trong d6 ham luong axit docosapentaenoic n-6 trong phan doan triglyxerit it nhit 1a
khodng tir 0,5% dén 6% theo trong lugng; va trong d6 toan bd céc axit béo, do vi sinh vat
néu trén hogc chiing vi sinh vat c6 ngudn gdc tir vi sinh vt nay san xuét ra, chira khoang
10% hoic thip hon axit eicosapentaenoic tinh theo trong luong.

Séang ché ciing d& xuét vi sinh vét thraustochytrid da phan 1ap cua cing loai nhu
thraustochytrid dwgc luu trit v6i sb truy cap ATCC 1a PTA-9695, hodc ching vi sinh vat
co nguén géc tir vi sinh vt ndy, trong d6 toan bd cac axit béo do vi sinh vat néu trén hoic
chiing vi sinh vt c6 ngudn gbc tir vi sinh vat nay san xuét ra, chira khoang 10% hotc thip
hon axit eicosapentaenoic tinh theo trong lugng.

Theo mdt sb phuong 4n, ching vi sinh vt ¢6 ngudn gbc tir vi sinh vat
thraustochytrid da phan 14p theo sang ché 1 chiing dot bién.

Séang ché ciing d& xuit vi sinh vét da duoc phén 1ap dugc Ivu trir duéi cac sb truy
cdp ATCC 1a PTA-9695, ATCC PTA-9696, ATCC PTA-9697 hodc ATCC PTA-9698.

Sang ché ciing d& xuét sinh khéi thraustochytrid chtra ching vi sinh v4t bét ky
trong cac vi sinh vat thraustochytrid theo sang ché hodc c4c hdn hop ciia cac ching nay.

Séang ché ciing d& xuét sinh khbi thraustochytrid da phan tach, trong d6 it nhét c6

khoang 50% theo trong lugng cia trong lwong té bao kho trong sinh khéi 13 céc axit béo,
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va trong d6 it nhét co khoang 50% theo trong lugng clia cac axit béo 13 clia cc axit béo
omega-3. Theo mot s§ phuong an, it nhét c6 khoéng 50% theo trong lugng cla cac axit
béo la clia axit docosahexaenoic. Séng ché ciing d& xuAt sinh khéi thraustochytrid da phan
tach, trong d6 it nhét c6 khoang 25% theo trong lwgng cta trong lugng t& bao khd trong
sinh khéi 14 ciia axit docosahexaenoic.

Theo mdt sb phuong 4n, sang ché ciing d& xuét sinh khéi thraustochytrid da phan
tach, trong d6 c6 khoang 10% theo trong lugng hodc it hon ciia cic axit béo 1a ciia axit
eicosapentaenoic, va trong dé ty 1 theo trong lugng cla axit docosahexaenoic so véi axit
eicosapentaenoic it nhét 1a khoang 5:1.

Theo mdt sb phuong an, séng ché ciing d& xut sinh khéi thraustochytrid da phan
tach, trong d6 c6 khoang 1,5% theo trong lugng hodc it hon cua cac axit béo 13 cia axit
arachidonic, va trong d6 ty 1¢ theo trong luong cua axit docosahexaenoic so v6i axit
arachidonic it nhat 1a khoéang 20:1.

Theo mét sb phuong 4n, sang ché ciing @ xuét sinh khéi thraustochytrid d& phan
tach chra axit docosahexaenoic va axit docosapentaenoic n-6 véi ty 1€ theo trong lugng it
nhét 1a khoang 10:1.

Sang ché ciing d& xut dich nuoi cly thraustochytrid da phén 14p chtta mét ching
vi sinh vat bt ky trong cac vi sinh vt thraustochytrid theo séng ché hodc cac hdn hop cua
cac chiung nay. Theo mot s phuong an, dich nuéi cdy nay chua it nhit khoang 5% oxy
hoa tan.

Séng ché ciing d& xuit san phim thyc phim, m$ phadm hodc dugc pham danh cho
dong vat hodc ngudi chira chiing vi sinh vét bat ky trong cic vi sinh vét thraustochytrid
hodc sinh khéi theo sang ché, hoic hdn hop ctia chung.

Sang ché ciing d& xuét diu vi sinh vat, chtra phan doan triglyxerit chiém it nhét 13
khoang 70% theo trong lugng, trong d6 ham lugng cua axit docosahexaenoic trong phan
doan triglyxerit it nhét 1a khoéng 50% theo trong lugng, va trong d6 ham luong cua axit
docosapentaenoic n-6 trong phan doan triglyxerit la khoang tir 0,5 % dén 6% theo trong
lwong. Theo mot s phuong an, diu vi sinh vét con chira axit arachidonic trong ph4n doan
triglyxerit véi ham lugng khoang 1,5% theo trong lugng hodc it hon.

Sang ché ciing d& xuit diu vi sinh vat chira phin doan triglyxerit chiém it nhét 13
khoang 70% theo trong lugng, trong d6 ham luong cla axit docosahexaenoic trong phan

doan triglyxerit it nhit 1a khodng 40% theo trong lugng, ham lugng cua axit
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docosapentaenoic n-6 trong phin doan triglyxerit it nhit 1a khoang tir 0,5 % dén 6% theo
trong luwong; va trong d6 ty 1€ cla axit docosahexaenoic so véi axit docosapentaenoic n-6
1a khoang 16n hon 6:1.

Sang ché ciing @& xut diu vi sinh vét chtra phén doan triglyxerit chiém it nhat 12
khoang 70% theo trong lwgng, trong d6 ham luong cla axit docosahexaenoic trong phan
doan triglyxerit it nhit 1a khoang 60% theo trong luong.

Theo mdt sb phuong 4n, it nhit c6 khoéang 20% céc triglyxerit trong phan doan
triglyxerit ctia ddu vi sinh vat chira axit docosahexaenoic & hai vi tri trong triglyxerit dugc
chon tir hai vj tri bat ky trong sb cac vi tri sn-1, sn-2 va sn-3. Theo mot sb phuong an, it
nhét c6 khoang 5% céc triglyxerit trong phan doan triglyxerit ciia diu vi sinh vat chira
axit docosahexaenoic & tit ca ba vi tri sn-1, sn-2 va sn-3 trong triglyxerit.

Theo mot sb phuong an, dau vi sinh vét con chtra khoang 5% hoic it hon axit
heptadecanoic theo trong luong.

Sang ché ciing d& xuét san phim thuc phdm, m§ phim hoic dugc pham danh cho
dong vat hodc ngudi chira dau bét ky trong c4c dau vi sinh vét theo sang ché. Theo mot sb
phuong 4n, san phim thuc phim 1a sita cong thirc danh cho tré so sinh. Theo mot sb
phuong an, sita cong thirc danh cho tré so sinh thich hgp cho tré so sinh dé non. Theo mat
sd phuong én, san phdm thuc phim 14 sita, dd ubng, dd ubng tri lidu, dd ubng bd dudng
hoic dang két hop cia ching. Theo mot s6 phuong 4n, san pham thuc phim 1a chit phu
gia thuc phdm cho dong vat hodc ngudi. Theo mot s6 phurong 4n, san phém thyc phim la
san phim bd sung dinh dudng. Theo mét s§ phwong 4n, san pham thuc phim 1a thirc an
cho dong vat. Theo mot s phuong 4n, thirc &n cho dong vat la thirc an ding trong nudi
tré)ng thuy san. Theo mét s6 phuong 4n, thire dn cho dong vat 13 thirc dn cho vat nudi, thirc
an cho dong vat vuon bach tha, thirc in cho dong vat cung cép suc kéo-van chuyén, thirc
an cho gia suc hoic dang két hop cua cac thirc dn nay.

Sang ché ciing d& xuét phuong phap san xuét diu vi sinh vét c6 chira cac axit béo
omega-3, phuong phap nay bao gdm: a) nubi cdy vi sinh vat bét ky trong sb céc vi sinh vat
thraustochytrid da phén 1ap hodc hdn hop cua céc vi sinh vat ndy theo sang ché trong moi
trudmg nudi cly dé tao ra sinh khdi, va b) chiét 1y diu chira céc axit béo omega-3 tir sinh
khéi nay. Theo mot s6 phuong 4n, dich nudi cdy c6 chira it nhét khoang 5% oxy hoa tan.
Theo mdt s6 phwong 4n, d6 pH ciia dich nuéi cdy duge duy tri & khoang tir 6,5 dén 8,5.

Theo mdt s phwong 4n, nhiét d6 nudi cdy dugc duy tri khoéng tir 17°C dén 30°C. Theo
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mdt s6 phuong 4n, dich nu6i cdy c6 ndng do glucoza khoang tir 5 g/I dén 50 g/l.

Sang ché cling dé xuét phuong phép san xuit ddu vi sinh v4t c6 chira cac axit béo
omega-3; phuong phap ndy bao gém viéc chiét diu chira cac axit béo omega-3 tir sinh
khdi bat ky trong céc sinh khéi theo sang ché. Theo mot s6 phuong 4n, dau vi sinh vat
dugc chiét bing quy trinh chiét véi dung mdi hexan. Theo mot sb phuong 4n, dau vi sinh
vét dugc chiét bing quy trinh chiét khong diung dung moi.

Theo mét s phuong an, trong luong té bao kho trong sinh khdi tach biét tir méi lit
ctia bt ky dich nu6i ciy nao trong céc dich nudi cdy theo sang ché it nhét 1a khoang 50 g
sau khi nu6i ciy trong thoi gian 7 ngay, & nhiét do khoang tir 17°C dén 30°C, trong moi
truong nudi cdy c6 do pH khoang tir 6,5 dén 8,0 c6 chira cac ngudn cacbon, nito, cac chat
dinh dudng, va khoang tir 950 ppm dén 8.500 ppm ion clorua.

Theo mot s6 phwong 4n, bét ky nuéi cdy nao trong cac moi trudong nudi cy theo
sang ché c6 ning sut axit béo omega-3 it nhit 1a khoang 2 g/l/ngay sau khi nuéi ciy trong
thoi gian khoang 7 ngay, & nhiét do khoang tir 17°C dén 30°C, trong méi trudmg nudi cy
c6 do pH khoang tir 6,5 dén 8,0 ¢6 chira cac ngudn cacbon, nito, cac chit dinh dudng, va
khoang tr 950 ppm dén 8.500 ppm ion clorua.

Sang ché ciing d& xuit diu vi sinh vét dugc san xut bing phuong phép theo sang

4
A

cheé.

Sang ché ciing md ta viéc st dung ddi twong bét ky trong sb cac vi sinh vAt, cac
sinh khéi da dugc phan tach néu trén, hoic cac dau vi sinh vat theo sang ché, hoic dang
két hop cia chiing, dé san xuét thudc diéu tri tinh trang viém ho3c bénh ¢ lién quan dén
viém.

Sang ché ciing md ta viéc st dung d6i tuong bt ky trong s§ céc vi sinh vat, céc
sinh khéi da dugc phén tach néu trén, hodc cac diu vi sinh vt theo sang ché, hoic dang
Két hgp cua chiing, dé didu tri tinh trang viém ho#c bénh ¢6 lién quan dén viém.

Sang ché ciing md ta viéc sir dung dbi tuong bét ky trong s6 cac vi sinh vat, cac
sinh khdi da dugc phan tach néu trén, hoic cac diu vi sinh vét theo sang ché, hoic dang
két hop cda chung, dé st dung trong diéu trj tinh trang viém hodc bénh c6 lién quan dén
viém.

Sang ché ciing md ta phuong phap didu trj tinh trang viém hodic bénh ¢6 lign quan
dén viém & d6i twong cin didu tri nhu vy, bao gdm viéc sir dung cho déi twong nay dbi

tugng bat ky trong céc vi sinh vat, cc sinh khéi da dugc phén tach néu trén, hoic cac diu
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vi sinh vét theo sang ché, hodc dang Két hop cta ching, va vt liéu mang dugc dung.

MG ta chi tiét sang ché

Sang ché dé cap dén céc vi sinh vét thraustochytrid di phan 14p, ciing nhu céc
chiing va cac thé dot bién cua cac vi sinh vét nay, cling nhu céc sinh khéi, c4c diu vi sinh
vét, cac thanh phén cua cac diu d6 va viéc nuéi cdy cac vi sinh vat néu trén. Séng ché
cling dé cép dén cac phuong phap san xuit cac diu vi sinh vat tlr cac thraustochytrid theo
sang ché, va céac phuong phép str dung céc thraustochytrid, cac sinh khéi va cac diu vi
sinh vat. Céc thraustochytrid néu & ddy 1a cac thraustochytrid c6 niing suét cao so véi cac
thraustochytrid da phan lap duoc trude déy va chung san xuét ra céc thanh phén axit béo
doc ddo, mot phén ddc trung & ham luong cao cac axit béo omega-3, dic biét 1a ham
lugng cao ciia DHA.

Céc vi sinh vét thraustochytrid

Séng ché dé cap dén cac thraustochytrid d4 phén l4p, bao gdm céc thé dot bién, cac
thé téi t& hop va cac thé bién dj cia cac vi sinh vat nay.

Theo mdt sb phuong an, sang ché dé cap dén thraustochytrid thudc loai duoc luu
trit v6i s6 truy cap ATCC 1a PTA-9695. Thraustochytrid da phén 14p & day ciing dwoc goi
8 Schizochytrium sp. ATCC PTA-9695. Thraustochytrid gén lidn véi s6 truy cap ATCC
PTA- 9695 di dugc luu trit theo Hiép uéc Budapet ngay 7 thang 1 ndm 2009 tai Trung
tdm lvu trit ching giéng chuln cia My, kho luu trir vét lidu séng ché, 10801 Dai 16
University, Manassas, VA 20110-2209.

Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé cap dén chung thraustochytrid da phan lap
duoc luu trit v6i s truy cap ATCC la PTA-9695. Theo mot sb phuong 4n, sang ché d&
cap dén vi sinh vat thraustochytrid da phén 1ap cla ciing loai nhu thraustochytrid dugc
Iuu trit véi s truy cdp ATCC 1a PTA-9695.

Theo mot sb phuong 4n, séng ché dé cap dén thraustochytrid da phan Iap c6 cac
ddc tinh cta loai dugc Ivu trit véi sb truy cdp ATCC 1a PTA-9695 hogc clia ching c6
ngudn gbc tir d6. Cac dic tinh cia loai thraustochytrid dugc huu trit véi s6 truy cap ATCC
PTA-9695 bao gdm c4c tinh chit sinh trudng va c4c tinh chét kidu hinh ciia né (céc vidu
veé cac tinh chét kiéu hinh 12 tinh chét hinh théi hoc va tinh chét sinh sén), cdc tinh chét vat
1y va hod hoc cta né (vi dy nhu cac trong lugng kho va thanh ph?m lipit) va céc trinh tu
gen ctia n6. Theo mot sb phuong 4n, céc thraustochytrid da phén 14p theo sang ché c6 cac

tinh chat kiéu hinh v& co ban 1a ddng nhét nhu thraustochytrid dwgc lwu tri v6i sé truy
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cdp ATCC la PTA- 9695. Theo mdt sé phuong an, cac thraustochytrid da phan 1ap theo
sdng ché c6 cac tinh chét sinh truéng vé co ban 1a ddng nhét nhu thraustochytrid duogc luu
trit v6i s6 truy cap ATCC 1a PTA-9695.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché dé cap dén thé dot bién, thé bién dj hodc thé tai
t6 hop cua thraustochytrid da phan 1ap theo sang ché, trong d6 toan bo cac axit béo do thé
dot bién, thé bién di hoic thé tai td hop vira néu san xuét ra, chira khoang 10% hoic it hon
axit eicosapentaenoic theo trong lugng. Céc chiing dot bién c6 thé duoc san xuit ra bing
céc ky thuat da biét rd. Cac k¥ thudt thong thuong bao gbm chiéu xa; xir ly & nhiét do cao;
xr Iy bang téc nhan gy dot bién. Cac ching bién di ¢6 thé 14 cac sin pham tach biét
va/hodic cac san phdm tach biét thir cap khac c6 trong ty nhién cia loai dugc néu & day.
Céc chiing tai t6 hop c6 thé duoc tao ra bing cc phuong phap bét ky da biét r& trong sinh
hoc phén tir dé biéu hién céc gen ngoai sinh hodc dé 1am thay dbi chirc nang hoic sy biéu
hi¢n ctia gen ngoai sinh. Theo mét s6 phuong én, chung dot bién, bién dj hodc tai td hop
sdn Xxuét ra cdc axit béo omega-3, bao gdbm DHA va/hodc EPA, véi lugng cao hon so véi
chiing kiéu dai. Theo mot sb phuong 4n, chiing d6t bién, bién di hoic t4i td hop san xuét
ra lugng thép hon ciia mdt hodc vai axit béo, vi du nhu céc lugng thép hon cia EPA,
ARA, DPA n-6, hoic cua td hop céc axit nay. Theo mét s phuong 4n, chung dot bién,
bién di hoic tai td hop san xuét ra trong lugng té bao kho trén méi lit dich nudi ciy cao
hon so véi chiing kiéu dai. Céc chiing dot bién, bién di hoic tai td hop nay 14 c4c vi du vé
céc ching c6 ngudn gdce tir thraustochytrid da phan 1ap theo sang ché.

Theo mdt sd phuong 4n, séng ché dé cap dén ching dot bién coa thraustochytrid
duoc luu trit véi sb truy cdp ATCC la PTA-9695. Theo cac phuong 4n tiép, chung @6t
bién 1a cac ching dugc Iuu trit véi sb truy cap ATCC la PTA-9696, PTA-9697 hoic
PTA-9698. Cac ching thraustochytrid lién quan véi céc sé truy cdp ATCC PTA-9696,
PTA-9697 va PTA-9698 duoc luru trir theo Hi€p uéc Budapet ngay 7 thang 1 nim 2009
tai Trung t4m luu trit chiing giéng chuén cia My, kho luu trir vat liéu séng ché, 10801 dai
16 University, Manassas, VA 20110-2209. Cac chiing @6t bién dugc luu trir nay 1a céac
chiing bit ngudn tir thraustochytrid dwgc luu trit véi s truy cdp ATCC PTA-9695.

Theo mot sé phuong an, thraustochytrid da phén 13p theo sang ché, bao gdm cac
thé dot bién, céac thé bién di hoiic cac thé tai td hop cta céc vi sinh vat nay, chira thanh
phén axit béo trong mot hogc vai phan doan phéan 14p tir thraustochytrid d6. Mot hoic vai

phén doan tach biét tir thraustochytrid nay bao gbm phan doan axit béo toan phén, phan
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doan cic este sterol, phan doan triglyxerit, phan doan axit béo tu do, phén doan sterol,
phén doan diglyxerit, phan doan phan cuc (bao gdm phéan doan phospholipit) va cac tb
hgp ctia cac phan doan néu trén.
Nuobi ciy thraustochytrid va c4c sinh khéi thraustochytrid da phan tach

Séng ché con dé cap dén viéc nudi céy, bao g?)m mdt hodc vai thraustochytrid da
phén 14p theo sang ché. Cac thong s 1én men khac nhau dé cdy, gay ting trudng va thu
hoi hé vi sinh vat 1a cac thong sé da biét trong linh vurc k§ thuat ndy, vi du nhu dugc néu
trong bang sang ché My s6 5,130,242. Bit ky moi truong nuoi cdy thong thuong nao dé
nudi cdy cac thraustochytrid déu c6 thé dugc sir dung. Cic moi trudng nudi cdy dang léng
hodc dang rin c6 thé chira nuée bién tu nhién ho#ic nuéc bién nhan tao. Cac nguén cho
cacbon bao gdm, nhung khong phai chi gi6i han 13, glucoza, fructoza, xyloza, saccaroza,
maltoza, tinh bdt hoa tan dugc, nude ri dudng, fucoza, glucozamin, dextran, md, diu béo,
glyxerol, natri axetat va manitol. Cac ngudn cho nito bao gbm, nhung khong phai chi gi6i
han 14, pepton, chiét phim nim men, polypepton, chiét phdm mach nha, chiét phdm tur
thit, hdn hop céc axit amin thu dugc tir thiy phén casein, nuéc mat ngd, cac ngudn nito
hiru co, natri glutamat, ure, céc nguf“m nito v6 co, amoni axetat, amoni sulfat, amoni
clorua, amoni nitrat. C4c mdi truong dién hinh duge néu trong Bang 1.

Bang 1: C4c méi trudng nudi cdy trong binh

Thanh phin Nong do Khoang

NaCl g/l 12,5 0-25, 5-20 hoic 10-15
KCl1 g/l 1,0 0-5, 0,25-3 hoic 0,5-2
MgS0,7H,0 g/l 5,0 0-10, 2-8 hodc 3-6
(NH,),SO, g/l 0,6 0-10; 0,25-5 hoc 0,5-3
CaCl, g/l 0,29 0,1-5; 0,15-3 hogc 0,2-1
T 154 (chiét pham nim men) g/l 6,0 0-20; 1-15 hoic 5-10
KH,PO, g/l 1,2 0,1-10; 0,5-5 hodc 1-3

Sau khi xtt Iy trong ndi hip (Céc kim loai)

Axit xitric mg/l 3,5 0,1-100, 1-50 hoic 2-25
FeSO,,7H,0 mg/l 10,30  0,1-100, 1-50 hoic 5-25
MnCl,,4H,0 mg/l 3,10 0,1-100, 1-50 hoic 2-25
ZnS0,,7H,0 mg/l 3,10 0,1-100, 1-50 hoic 2-25
CoCl,,6H,0 mg/l 0,04 0,001-1, 0,005-0,5 hoic 0,01-0,1
Na,Mo0,,2H,0 mg/l 0,04 0,001-1, 0,005-005 hoic 0,01-0,1
CuS04,5H,0 mg/l 2,07 0,1-100, 0,5-50 hoic 1-25
NiSO,4,6H,0 mg/l 2,07 0,1-100, 0,5-50 hogc 1-25

Sau khi xt ly trong ndi hép (Cac vitamin)
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Thiamin** mg/l 9,75 0,1-100, 1-50 hodc 5-25
Vitamin B12** mg/l 0,16 0,1-100, 0,1-10 ho#c 0,1-1
Ca'”-pantotenat** mg/l 3,33 0,1-100, 0,1-50 hogc 1-10

Sau khi xtt 1y trong ndi hip (Ngudn cacbon)
Glucoza g/l 30,0 5-150, 10-100 hoic 20-50

Ngudn nito:

Thanh phin Nong do
NH,OH ml/l 21,6 0-150, 10-100 hoac 15-50

Cac dicu kién nudi cay ki€u mau nhu sau:

b6 pH khodng 6,5 — 8,5, khoang 6,5 — 8,0 hoiic khoang 7,0 - 7,5

Nhiét do: khoang 17 - 30 d¢ Celsius, khoang 20 - 25 d§ Celsius hodc
khoang 22 dén 23 d Celsius

Oxy hoa tan: ty 1€ so v6i mirc bdo hoa khoang 5 -100%, ty 18 so véi

muc bdo hoa khoang 10-80% hoic ty 1 so véi mitc bio
q hoa khoang 20 - 50%

Glucoza dugc kiem soat :khoang 5-50 g/l khoéang 10-40 g/l hogc khoang 20 - 35 g/1.

Theo mot s& phwong an, moi truong nudi ciy chira it nhit khoang 5%, it nhét
khoang 10%, it nhét khoang 20%, it nhit khoang 30%, it nhét khoang 40%, it nhit khoang
50%, it nhat khoang 60%, it nhét khoang 70%, it nhét khoang 80% hodc it nhét khoang
90% oxy hoa tan, tirc ty 18 phan trim so véi mirc bio hoa. Theo mot sb phuong an, moi
treong nudi ciy chira khoang 5% dén 20%, khoang 5% dén 50%, khoang 5% dén 100%,
khoang 10% dén 20%, khoang 10% dén 50%, khoang 10% dén 100%, khoang 20% dén
50% hodc khoang 20% dén 100% oxXy hoan tan, tirc ty 1¢ phan trim so véi mire bdo hoa.

Sang ché con d& cap dén sinh khéi da dugc phén téch cia thraustochytrid theo sang
ché. Sinh khéi da dugc phén téch clia thraustochytrid theo sang ché 1a sinh khéi té bao thu
hoach dugc tao ra bing phuong phap thong thudng bét ky dé phan tach sinh khéi
thraustochytrid, nhu dwgc néu trong bang sang ché M¥ s6 5,130,242 va cong bd don yéu
cau cép bing sang ché My sé 2002/0001833.

Theo mdt s6 phuong an, trong lugng té bao kho cia sinh khéi dugc phén 1ap tir
mi lit dich nuoi cAy it nhit a khoang 50 g, it nhét 1a khoang 60 g, it nhat 1a khoang 70 g,
it nhét 1 khoang 80 g, it nhit 1a khoang 100 g, it nhét 1a khoang 120 g, it nhét 12 khoéng
140 g, it nhét 12 khoang 160 g, it nhét 1a khoang 180 g, hoic it nhét 1a khoéng 200 g sau
khi nuoéi ciy trong thoi gian khoang 7 ngay & nhiét d6 khoang tir 17°C dén 30°C trong moi
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truong nudi cdy c6 do pH khoang 6,5 dén 8,5, c6 chira cac ngudn cacbon, nito, cac chit
dinh dudng va khoang 950 ppm dén 8.500 ppm ion clorua. Theo mdt sb phuong an, trong
luong té bao khé cua sinh khéi duoc phan 13p tir mbi lit dich nuoi cy it nhét la khoang 50
g, it nhat 12 khoang 60 g, it nhit 1a khoang 70 g, it nhét Ia khoang 80 g, it nhit 1a khoéng
100 g, it nht 12 khoang 120 g, it nhit 1a khoang 140 g, it nhét 14 khoang 160 g, it nhit 1a
khoang 180 g, hoic it nhét 1a khoang 200 g sau khi nudi cdy trong thoi gian khoang 7
ngay ¢ nhi€t do khoang 17°C, & nhiét 36 khoang 18°C, & nhiét d6 khoang 19°C, & nhiét
d6 khoang 20°Cc, ¢ nhiét do khoang 21°C, & nhiét d khoang 22°C, ¢ nhiét do khoang
23°C, & nhiét d9 khoang 24°C, & nhiét d6 khoang 25°C, & nhiét d6 khoang 26°C, & nhiét
do khoang 27°C, & nhiét d§ khoang 28°C, & nhiét dd khoang 29°C, dén 30°C trong moi
trudng nudi cdy cé do pH khoang 6,5, c6 d6 pH khoang 7, c6 d5 pH khoang 7,5, c6 do pH
khoang 8,0, hodc c¢6 d6 pH khoang 8,5, c6 chira cac nguén cacbon, nito, cac chit dinh
dudng va khoang 950 ppm dén 8.500 ppm ion clorua. Theo mét sb phuong 4n, trong
lugng té bao kho cia sinh khéi dugc phén 14p tir mdi lit dich nudi cdy 1a khoang 50 g dén
200 g sau khi nuéi cdy trong thoi gian khoang 7 ngay & nhiét ¢ khoang tir 17°C dén 30°C
trong moi trudong nudi cy c6 do pH khoang 6,5 dén 8,5, c6 chira cac ngudn cacbon, nito,
c4c chit dinh dudng va khoang 950 ppm dén 8.500 ppm ion clorua. Theo mét sb phuong
an, trong lugng té bao khd ciia sinh khdi dwgc phan 1ap tir mbi lit dich nudi cdy 1a khoang
50 g dén 200 g sau khi nuoi cdy trong thoi gian khodng 7 ngay & nhiét d§ khoang 17°C,
khoang 18°C, khoang 19°C, khoang 20°C, khoang 21°C, khoang 22°C, khoéng 23°C,
khoang 24°C, khoang 25°C, khoang 20°C, khoang 27°C, khoang 28°C, khoing 29°C
hodc khoang 30°C, trong méi trudng nudi cdy c6 do pH khoéng 6,5, c6 d6 pH khoang 7,
¢6 d6 pH khoang 7,5, c¢6 d6 pH khoéng 8,0, hodc c6 @9 pH khoang 8,5, c6 chira cac nguén
cacbon, nito, cac chit dinh dudng va khoang 950 ppm dén 8.500 ppm ion clorua.

Theo mdt sb phuong an, viéc nudi cy thraustochytrid da phén 13p c6 ning suét
axit béo omega-3 it nhét 1a khoang 2 g/I/ngay, it nhit 1a khoang 4 g/l/ngay, hoic it nhit 1a
khodng 8 g/l/ngay, sau khi nudi ciy trong thoi gian khoang 7 ngay & nhiét do khoang tir
17°C dén 30°C, trong mdi truong nudi ciy cé do pH khoang 6,5 dén 8,5, c6 chira cac
ngudn cacbon, nito, cac chit dinh dudng va khoang 950 ppm dén 8.500 ppm ion clorua.
Theo mot sb phuong an, viéc nudi cdy thraustochytrid da phéan 14p c6 ning suét axit béo
omega-3 khoang tir 1 g/l/ngdy dén 20 g/l/ngay, khoang tir 2 g/l/ngay dén 15 g/l/ngay,
khoang tir 2 g/l/ngay dén 10 g/l/ngay, khoang tir 3 g/l/ngay dén 10 g/l/ngay hodc khoéang
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tir 4 g/l/ngay dén 9 g/l/ngay, sau khi nuéi ciy trong thoi gian khoang 7 ngay & nhiét do
khoang tir 17°C dén 30°C, trong méi truong nubdi cy c6 do pH khoang 6,5 dén 8,5, c6
chira céc ngudn cacbon, nito, cac chét dinh dudng va khoang 950 ppm dén 8.500 ppm ion
clorua.

Theo mot sb phuong 4n, thé tich 1én men (ttrc thé tich nudi cy) it nhat 1 khoang 2
lit, it nhat 1a khoang 10 lit, it nhét 1a khoang 50 lit, it nh4t 1 khoang 100 lit, it nhit 13
khoang 200 lit, it nhét la khoang 500 lit, it nh4t 1a khoang 1.000 lit, it nhit 1a khoéng
10.000 1it, it nhAt Ia khoang 20.000 lit, it nhét Ia khoang 50.000 Iit, it nhét I3 khoang
100.000 lit, it nhat 1a khoang 150.000 lit, it nht 1a khoang 200.000 lit, hodc it nhit 12
khoang 250.000 lit. Theo mot s6 phuong 4n, thé tich 1én men 12 khoang 2 Iit dén 300.000
lﬁ,khoéngZIﬁ,khoéngIOIﬁ,khoéngSOlﬁ,khoéng100lﬁ,khoéng2001ﬁ,khoéng500
lit, khoang 1.000 lit, khoang 10.000 lit, khoang 20.000 lit, khoéng 50.000 lit, khoang
100.000 lit, khoang 150.000 lit, khoang 200.000 lit, khoang 250.000 lit hodc khoang
300.000 Iit.

Theo mot sb phuong 4n, sang ché dé cap dén sinh khéi thraustochytrid da phéan
tach chira thanh phén axit béo theo sang ché. Theo mot s phuong 4n, it nhit c6 khoang
50%, it nhét c6 khoang 60%, it nht c6 khoang 70%, it nhét c6 khoang 80% trong luong té
bao kho cia sinh khéi 1a céc axit béo. Theo mot sb phuong 4n, c6 khoang trén 50%,
khoang trén 55%, hodc khoang trén 60% trong lugng té bao kho cua sinh khéi 13 cic axit
béo. Theo mot s phuong 4n, ¢6 khoang tir 50% dén 60%, khoang tir 50% dén 70%,
khoang tir 50% dén 80%, khoang tir 55% dén 70%, khoang tir 55% dén 80%, khoang tir
60% dén 70% hoic khoang tir 60% dén 80% theo trong lwong cua trong lwong t& bao kho
cta sinh khéi 1a cac axit béo. Theo mdt sb phuong an, sinh khéi c6 chua it nhét khoang
50%, it nhét khoéng 60%, it nhét khoang 70% hoic it nhit khoang 80% theo trong lugng
cac axit béo 1a ctia cac axit béo omega-3. Theo mot sb phuong 4n, sinh khéi c6 chira
khoang tir 50% dén 60%, khoang tir 50% dén 70%, khoang tir 50% dén 80% theo trong
luong cuia cac axit béo 1a cac axit béo omega-3. Theo mdt s6 phuong 4n, sinh khdi c6
chira it nhét khoéng 50%, it nhit khoang 55%, it nhét khoang 60%, it nhét khoéang 65%, it
nhét khoang 70%, it nhét khoang 75% hoic it nht khoang 80% theo trong lugng cac axit
béo 1 ctia DHA. Theo m6t s6 phurong dn, sinh khéi c6 chira khodng 50% dén 60%, it nhét
khoéng 50%dén 70% hodc it nhit khoang 50% dén 80% theo trong lugng céc axit béo 14
ciia DHA. Theo mot s phuong n, it nhit c6 khoang 25%, it nhét c6 khoang 30%, it nhét
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c6 khoang 40%, it nhét c6 khoang 50% hoc it nhét c6 khoang 60% trong lugng té bao
kho cta sinh khéi 1a ctia axit docosahexaenoic. Theo mdt s& phwong 4n, c6 khoang 25%
dén 65%, khodang 25% dén 50%, khoéng 30% dén 40% hoic khoang 25% dén 35% trong
luong té bao kho ciia sinh khéi 12 ciia axit docosahexaenoic. Theo mdt s6 phwong 4n, sinh
khdi chta khoang 10% hodc it hon, khoang 9% hoic it hon, khoang 8% hoic it hon,
khoéang 7% hodc it hon, khoang 6% hoic it hon, khoéng 5% hodc it hon, khoang 4% hoic
it hon, khodng 3% hoic it hon, khoang 2% hoc it hon, hogc khoang 1% hoic it hon tinh
theo trong luwong céc axit béo 1a ctia EPA. Theo mot s6 phuong an, sinh khéi chira khoang
1% dén 10%, khoang 1% dén 5%, khoang 2% dén 5%, khoang 3% dén 5%, hoic khoang
3% dén 10% tinh theo trong luong cac axit béo 1a ciia EPA. Theo mdt sb phuong 4n, vé co
ban sinh khdi khong chitra EPA. Theo mdt sb phuong an, sinh khéi c6 ty 1€ theo trong
lugng ciia DHA so v6i 14 EPA it nhit la khoang 5:1, it nhat 1a khoang 7:1, it nhét 1a
khoang 10:1, it nhat 1a khoang 11:1, it nhét 1a khoang 14:1, it nhét I khoang 15:1, it nhét
1akhoang 17:1, it nhét 1a khoéng 20:1, it nhét 1a khoang 25:1, it nhat 14 khoang 50:1, ho#c
it nhit 12 khoang 100:1, trong d6 sinh khéi chira khoang 10% hodc it hon trong luong cc
axit béo 1a cua EPA. Theo mét sb phuong 4n, sinh khéi chira khoang 0,1% dén 0,2%,
khoéng 0,1% dén 0,3%, khoang 0,1% dén 0,4%, khoang 0,1% dén 0,5% hodc khoang
0,1% dén 1,5% trong lugng céc axit béo 1a cia ARA. Theo mot sb phuong 4n, sinh khéi
chtra khoang 1,5% hodc it hon, khoang 1% hoic it hon, khoang 0,5% hodc it hon, khoang
0,4% hodc it hon, khoang 0,3% hoic it hon, khoang 0,2 % hoic it hon, hoic khoang 0,1%
hodc it hon trong lugng céc axit béo 1a ctia ARA. Theo mot sb phuong 4n, vé co ban sinh
khdi khong chira ARA. Theo mdt sb phuong 4n, sinh khéi c6 ty 1€ theo trong lugng cuia
DHA so v6i ARA it nhét 1a khoang 20:1, it nhét 1a khoang 40:1, it nhét 1a khoang 60:1, it
nhét 1a khoang 80:1, it nh4t 1a khoang 100:1, it nhit 1a khoang 150:1, it nhét 1a khoang
200:1, it nhat 1a khoang 250:1, hoic it nhét 1a khoang 300:1. Theo mét s6 phuong an, sinh
khoi chira khoang 0,5% dén 1%, khoang 0,5% dén 2%, khoang 0,5% dén 5%, khoang
0,5% dén 6%, khoang 1% dén 5%, khoang 1% dén 6%, khoang 2% dén 5%, hodc khoang
2% dén 6% trong lugng céc axit béo la cia DPA n- 6. Theo mdt sb phuong 4n, sinh khéi
chtra khodng 6% hoic it hon, khoang 5% hodc it hon, khoang 2 % hogc it hon, khoing 1%
hodc it hon, ho#c khoang 0,5% hoic it hon trong lugng céc axit béo 1a ctia DPA n-6. Theo
mot sb phuong 4n, v& co ban sinh khéi khong chira DPA n-6. Theo mot s phuong an,

sinh khéi ¢6 ty 1¢ theo trong lugng ciia DHA so véi DPA n-6 khoéng 16n hon 6:1, it nhét
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1a khoang 8:1, it nhat 1a khoang 10:1, it nhét 1a khoang 15:1, it nhit 1 khoang 20:1, it nhét
1a khodng 25:1, it nhAt 12 khoang 50:1, hoc it nhAt 1a khoang 100:1. Theo mét s§ phuong
an, sinh khdi chira cac axit béo v&i ham lugng khoang 5% hoc it hon, khoang 4% hoic it
hon, khodng 3% hodc it hon, hoic khoang 2% hoic it hon, tinh theo trong lugng timg axit
trong cac axit: axit linoleic (18:2 n-6), axit linolenic (18:3 n-3), axit eicosenoic (20:1 n-9)
va axit eruxic (22:1 n-9).

Céc dic tinh cta sinh khéi da dugc phén tach theo sang ché c6 lién quan véi cac
tinh chét ngi sinh va cac tinh chét tu nhién cia sinh khéi da tach biét ma khong c6 lién
quan v&i cdc vat liéu tir bén ngoai dua vao.

Cac dau vi sinh vat

Séang ché con dé cap dén cac phuong phép san xuét céc diu vi sinh vét. Theo mot
s& phuong én, phuong phap ndy bao gdm viéc nudi cdy thraustochytrid theo séng ché
trong mdi trudng nudi cdy dé tao ra sinh khéi va chiét diu chtra cac axit béo omega-3 tir
sinh khdi nay. C6 thé chiét diu nay tir sinh khéi vira méi thu hoach hodc chiét tir sinh khéi
da thu hoach tir truéc, dugc bao quan trong diéu kién ngdn ngira sy hu héng. C6 thé st
dung céc phuwong phap da biét dé nudi cAy thraustochytrid theo sang ché, dé tach biét sinh
khéi tir dich nudi cdy, dé chiét 1y diu vi sinh v4t tir sinh khdi ndy va dé phan tich thanh
phén axit béo cua cac diu chiét tir sinh khdi (ching han, xem bing sang ché My s
5,130,242).

Séng ché con dé cap dén dau vi sinh vat c6 chira thanh phén axit béo theo sang ché.
DAu vi sinh vat theo sang ché c6 thé 1a diu bat ky c6 ngudn géc tir vi sinh vat, chéng han
bao g(‘“)m: du con tho duoc chiét xuét tir sinh khéi vi sinh vat, khong can ché bién tiép;
ddu da tinh luyén, thu dugc bing cach xi Iy diu vi sinh vt thd theo cac bude tiép, nhu
tinh luyén, téy tréng va/hodc khir mui; dau vi sinh vat dugc pha lodng, thu dugc bﬁng cach
pha lodng dau vi sinh vat con tho hogc da tinh luyén; hoic diu da duoc lam giay, chéng
han nhu thu dugc bang cach xit Iy dau vi sinh vét con tho hodc d tinh luyén bing cac
phuong phép tinh ché tiép dé 1am tdng ndng d¢ axit béo (vi du nhu DHA) trong dau.

Theo mot sb phwong 4n, du vi sinh v4t chira phén doan céc este sterol véi ham
luong khoang 0%, it nhét 1a khoang 0,1%, it nhit 1a khoang 0,2%, it nhét Ia khoéng 0,5%,
it nhét 14 khoang 1%, it nhit 1a khoang 1,5%, it nh4t 1a khoang 2% hoic it nhit 13 khoang
5% tinh theo trong lugng. Theo mot sb phuong 4n, dau vi sinh vat chira phén doan cac

este sterol voi ham lugng khoéang tir 0% dén 1,5%, khoéng tir 0% dén 2%, khoang tir 0%
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dén 5%, khoang tir 1% dén 1,5%, khoang tir 0,2% dén 1,5%, khoang tir 0,2% dén 2%,
hodc khoang tir 0,2% dén 5% tinh theo trong lugng. Theo mét s6 phuong 4n, ddu vi sinh
vat chira phan doan céc este sterol véi ham lugng khodng dué6i 5%, khoang dudi 4%,
khoang dudi 3%, hoiic khoang duédi 2% tinh theo trong lugng. Theo mot sb phuong 4n,
déu vi sinh vét chira phan doan triglyxerit véi ham lugng it nhét 13 khoang 65%, it nhit 1
khoéang 70%, it nhét 1a khoang 75%, it nhét 1a khoang 80%, it nhét 1a khoang 85%, hoic it
nhit 13 khoang 90% tinh theo trong lugng. Theo mot sé phuong én, dau vi sinh vt chira
phan doan triglyxerit v6i ham luong khoéng tir 65% dén 95%, khoang tir 75% dén 95%,
hogc khoang tir 80% dén 95% theo trong luong, hodc 13 khoang 97% tinh theo trong
lugng, hay 98% tinh theo trong lugng. Theo mot s6 phuong 4n, d4u vi sinh vat chira phén
doan axit béo tw do v6i ham lugng it nhét 1a khoang 0,5%, it nhit 1a khoang 1%, it nhit 1a
khoéng 1,5%, it nhét 1a khoang 2%, it nhét 1a khoang 2,5%, hoic it nhét Ia khoang 5%
tinh theo trong lwgng. Theo mét s6 phuong 4n, ddu vi sinh v4t chira phén doan axit béo tu
do v6i ham lugng khoang tir 0,5% dén 5%, khoang tir 0,5% dén 2,5%, khoang tir 0,5%
dén 2%, khoang tir 0,5% dén 1,5%, khoang tir 0,5% dén 1%, khoang tir 1% dén 2,5%,
khodng tir 1% dén 5%, khoang tir 1,5% dén 2,5%, khoang tir 2% dén 2,5%, hogc khoang
tir 2% dén 5% tinh theo trong luong. Theo mét s phuong 4n, dau vi sinh vét chira phén
doan céc axit béo tw do v6i ham hrong khoang duéi 5%, khoang dudi 4%, khoang duai
3%, khoang dudi 2%, hoic khoang duéi 1% tinh theo trong lugong. Theo mdt s phuong
an, du vi sinh vat chira phin doan sterol vi ham lugng it nhit 1a khoang 0,5%, it nhét 13
khoang 1%, it nhét 1a khoang 1,5%, it nhit 1a khoang 2%, hoic it nhit 13 khoang 5% tinh
theo trong lugng. Theo mdt s phuong 4n, dau vi sinh vt chira phén doan sterol v4i ham
luong khodng tir 0,5% dén 1,5%, khoang tir 1% dén 1,5%, khoang tir 0,5% dén 2%,
khoang tir 0,5% dén 5%, khoang tr 1% dén 2%, hodc khoang tir 1% dén 5% tinh theo
trong luong. Theo mot sb phuong 4n, dau vi sinh vat chira phén doan sterol véi ham
lugng khoang dudi 5%, khoang dudi 4%, khoang dudi 3%, khoang dudi 2%, hoac
khoang duéi 1% tinh theo trong lurgng. Theo mot sb phuong 4n, dau vi sinh v4t chira phén
doan diglyxerit v6i ham lugng it nhét la khoang 1,5%, it nhat 1a khoang 2%, it nhét 1
khodng 2,5%, it nhat 1a khoang 3%, it nhAt 1a khoang 3,5%, hodc it nhét 12 khoang 5%
tinh theo trong lugng. Theo mét sb phwong 4n, du vi sinh vat chtra phén doan diglyxerit
v6i ham lugng khoang tir 1,5% dén 3%, khoang tir 2% dén 3%, khoang tir 1,5% dén
3,5%, khodng tir 1,5% dén 5%, khoang tir 2,5% dén 3%, khoang tir 2,5% dén 3,5%, hodic
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khoang tir 2,5% dén 5% tinh theo trong lugng. Theo mot sb phuong an, dau vi sinh vat
chira cic chét khong thé xa phong hod, v6i ham lugng khoang dudi 2%, khoang dudi
1,5%, khoang dudi 1%, hoiic khoang duéi 0,5% trong lugng cta diu. Cac loai lipit c6
trong dau vi sinh vét, vi du nhu phén doan triglyxerit, c6 thé duogc chia tach bz"lng phuong
phap sic ky nhanh va phan tich bing sic ky 16p méng (TLC), hodc chia tich va phén tich
bang cac phwong phép khéc d biét trong linh vuc ky thuat nay.

Theo mot sb phuong an, diu vi sinh vat va/hodc mot hodc vai phan doan cia dau
nay, dugc chon tir phén doan triglyxerit, phén doan axit béo ty do, phan doan sterol, phan
doan diglyxerit va t6 hop cta cac phan doan néu trén, chura it nhét khoang 40%, it nhét
khoéng459@itnhétkhoéngSO?@itnhétkhoéng559@itnhétkhoéngGO?@itnhétkhoéng
65%, it nhét khoéang 70%, it nhét khoang 75%, hoic it nhét khoang 80% theo trong luong
1a DHA. Theo mot s phuong an, diu vi sinh vat va/hodc mot hodc vai phan doan cta dau
nay, dugc chon tir phén doan triglyxerit, phén doan axit béo ty do, phan doan sterol, phan
doan diglyxerit va td hop cta cac phén doan néu trén, chtra khoéng tir 40% dén 45%, chira
khoang tir 40% dén 50%, chira khoang tir 40% dén 60%, chira khoang tir 50% dén 60%,
chira khoang tir 55% dén 60%, chira khoang tir 40% dén 65%, chira khoang tir 50% dén
65%, chtra khoang tir 55% dén 65%, chira khoang tir 40% dén 70%, chira khoang tir 40%
dén 80%, chira khoang tir 50% dén 80%, khoang tir 55% dén 80%, khoang tir 60% dén
80%, hofc khoang tir 70% dén 80% tinh theo trong lugng 1a DHA. Theo mot s phurong
an, diu vi sinh vat chira phan doan cic este sterol, ma phén doan nay chira khoang 45%
hoacithon,khoéng4096hoacithon,khoéng3596hoacfthon,khoéng3096hoacithon,
khoang 25% hogc it hon, khoang 20% hoic it hon, khoang 15% hogc it hon, hogc khoang
13% hodc it hon DHA tinh theo trong lwong. Theo mdt s phuong 4n, du vi sinh vét
va/hodic mot hodc vai phian doan cua dau nay, dugc chon tir phin doan triglyxerit, phéan
doan axit béo tw do, phan doan sterol, phan doan diglyxerit va tb hgp cia céc phan doan
néu trén, chira khoang 10% hoic it hon, khoang 9% hoic it hon, khoang 8% hogc it hon,
khoang 7% hoic it hon, khoang 6% hodc it hon, khoang 5% hodc it hon, khoang 4% hoc
it hon, khoang 3% hoic it hon, khoang 2% hoic it hon, hoic khoang 1% hodc it hon EPA
tinh theo trong lugng. Theo mot sb phuong 4n, du vi sinh vat va/hodic mot hodc vai phan
doan cia diu nay, dugc chon tir phan doan triglyxerit, phén doan axit béo ty do, phan
doan sterol, phin doan diglyxerit va t& hop cua cac phén doan néu trén, chira khoang tir

2% dén 3%, khoang tir 2% dén 3,5%, khoang tir 2,5% dén 3,5%, khoang tir 2% dén 6%,
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khoang tir 2,5% dén 6%, khoang tir 3,0% dén 6%, khoang tix 3,5% dén 6%, khoang tir 5%
dén 6%, hodc khodng tir 2% dén 10% EPA tinh theo trong lurong. Theo mét sd phuong an,
déu vi sinh vét va/hodc mot hodc vai phan doan cua diu nay, dugc chon tir phan doan cac
este sterol, phan doan triglyxerit, phan doan axit béo tu do, phén doan sterol, phan doan
diglyxerit, phan doan c4c chit phan cyuc (bao gbm phan doan phospholipit) va t§ hop cia
céc phin doan néu trén, vé co ban khong chita EPA. Theo mdot s phuong 4n, du vi sinh
vat va/hodc mot hodc vai phan doan cia diu nay, dugc chon tir phin doan céc este sterol,
phén doan triglyxerit, phan doan axit béo tu do, phén doan sterol, phan doan diglyxerit,
phén doan céc chit phan cyc (bao gdm phan doan phospholipit) va té hop cua cac phén
doan néu trén, ¢4 ty 1€ theo trong luong clia DHA so v6i EPA it nhét 1a khoang 5:1, it nhét
1a khoéng 7:1, it nhét 1a khoang 9:1, it nhat 1a khoang 10:1, it nhit 1a khoang 15:1, it nht
1a khoang 20:1, it nhét 1a khoang 25:1, it nhét 1a khoang 30:1, ho#ic it nhét 13 khoang 50:1,
trong d6 dau vi sinh vat va/hodc mot hodc vai phan doan néu trén chira 10% hodc it hon
EPA tinh theo trong lugng. Theo mét s6 phuong 4n, dau vi sinh vat va/hodc mot hodc vai
phén doan cia diu nay, dugc chon tir phan doan cic este sterol, phén doan triglyxerit,
phén doan axit béo ty do, phan doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan cé4c chat phéan
cuc (bao gdm phén doan phospholipit) va t§ hop cua cac phén doan néu trén, c6 ty 16 theo
trong lugng ciia DHA so véi EPA it nhat 13 khoang 5:1, nhung vao khoang thip hon 20:1.
Theo mét s6 phwong an, ty 1€ theo trong lugng ctia DHA so vé6i EPA 13 khoang tir 5:1 dén
18:1, khoang tir 7:1 dén 16:1, hodc khoang tir 10:1 dén 15:1. Theo mdt sd phuong an, diu
vi sinh vét va/hodc mot hodc vai phén doan cta diu nay, dugc chon tir phan doan cac este
sterol, phan doan triglyxerit, phan doan axit béo tr do, phin doan sterol, phin doan
diglyxerit, phan doan céc chét phan cuc (bao gdm phan doan phospholipit) va t§ hop cia
céc phan doan néu trén, chira khoang tir 0,1% dén 0,25%, khoang tir 0,2% dén 0,25%,
khoang tir 0,1% dén 0,5%, hodc khoéang tir 0,1% dén 1,5% ARA theo trong lugng. Theo
mdt sb phuong an, diu vi sinh véat va/hodc modt hodc vai phan doan cia diu nay, dugc
chon tir phan doan céc este sterol, phan doan triglyxerit, phan doan axit béo tu do, phan
doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan céc chét phan cuc (bao gdbm phan doan
phospholipit) va tb hop cia cac phan doan néu trén, chita khoang 1,5% hodc it hon,
khoang 1% hodc it hon, khoang 0,5% hodc it hon, khoéang 0,2% hodc it hon, khoang 0,1%
hodgc it hon ARA theo trong lugng. Theo mét s6 phuong 4n, diu vi sinh vat vd/hodc mot

hodc vai phin doan cta dau nay, dugc chon tir phdn doan céac este sterol, phdn doan
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triglyxerit, phan doan axit béo tu do, phan doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan
c4c chit phan cuc (bao gdm phén doan phospholipit) va t6 hop cia cac phén doan néu
trén, vé co ban khong chira ARA. Theo mdt sb phuong an, dau vi sinh vat va/hodc mot
hodc vai phan doan cua diu nay, dugc chon tir phin doan cac este sterol, phan doan
triglyxerit, phan doan axit béo Iy do, phan doan sterol, phén doan diglyxerit, phan doan
cac chit phan cuc (bao gbébm phan doan phospholipit) va t§ hop cia cac phén doan néu
trén, ¢d ty 1€ theo trong lwong DHA so v&i ARA it nhét 13 khoang 20:1, it nhét 1a khoang
30:1, it nhét 1 khoang 35:1, it nh4t la khoang 40:1, it nhét 1a khoang 60:1, it nht la
khoang 80:1, it nhat 1a khoang 100:1, it nhét 1a khoang 150:1, it nhit Ia khoang 200:1, it
nhat 12 khoang 250:1, hofc it nhét 1a khoang 300:1. Theo mét s& phuong 4n, diu vi sinh
vat va/hodc mot hodc vai phan doan cia diu nay, dugc chon tir phin doan cac este sterol,
phén doan triglyxerit, phan doan axit béo ty do, phén doan sterol, phan doan diglyxerit,
phan doan cac chat phan cuc (bao gdm phén doan phospholipit) va td hop cua céc phéan
doan néu trén, chira khoang tir 0,5% dén 1%, khoang tir 0,5% dén 2%, khoang tir 0,5%
dén 2,5%, khoang tir 0,5% dén 3%, khoang tir 0,5% dén 3,5%, khoang tir 0,5% dén 5%,
khoang tir 0,5% dén 6%, khoang tir 1% dén 2%, khong tir 2% dén 3%, khoang tir 2% dén
3,5%, khoang tir 1% dén 2,5%, khoang tir 1% dén 3%, khoang tir 1% dén 3,5%, khoang tir
1% dén 5%, hodc khoang tir 1% dén 6% DPA n-6 tinh theo trong lugng. Theo mot sb
phuong an, dau vi sinh vat va/hodc mét hodc vai phan doan cia diu nay, duoc chon tir
phén doan céc este sterol, phan doan triglyxerit, phan doan axit béo tu do, phéan doan
sterol, phin doan diglyxerit, phdn doan cac chét phin cuc (bao gdm phan doan
phospholipit) va t6 hop cua cac phén doan néu trén, chira khoang 6% hoic it hon, khoang
5% hodc it hon, khoang 3% hoic it hon, khodng 2,5% hoic it hon, khoang 2% hoic it
hon, khoang 1% hodc it hon, hodc khoéng 0,5% hodc it hon DPA n-6 tinh theo trong
Iwong. Theo mot s phuong 4n, dau vi sinh vét va/hodc mdt hodc vai phan doan cia diu
nay, dugc chon tir phan doan cic este sterol, phén doan triglyxerit, phan doan axit béo tu
do, phén doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan cac chit phéan cyc (bao gdbm phan
doan phospholipit) va tb hop ctia céc phan doan néu trén, vé co ban khong chira DPA n-6.
Theo mét sb phuong an, dau vi sinh vat va/hodc mot hodc vai phan doan cta diu nay,
dugc chon tir phan doan cic este sterol, phan doan triglyxerit, phan doan axit béo tu do,
phan doan sterol, phén doan diglyxerit, phan doan céc chét phan cyc (bao gdm phan doan

phospholipit) va t hop ciia cac phan doan néu trén, c6 ty 1¢ theo trong luong ctia DHA so
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v6i DPA n-6 khoéng I6n hon 6:1, it nhat 1a khoang 8:1, it nhét 1a khoang 10:1, it nhét 1
khoang 15:1, it nhét Ia khoang 20:1, it nhét 1a khoang 25:1, it nhét 1a khoang 50:1, hoic it
nhit I3 khoang 100:1. Theo mét sb phuong 4n, ddu vi sinh vt va/hodc mot hodc vai phan
doan cta diu nay, dugc chon tir phan doan cac este sterol, phén doan triglyxerit, phan
doan axil béo ty do, phan doan sterol, phén doan diglyxerit, phan doan cac chét phan cuc
(bao gdbm phan doan phospholipit) va t§ hop cua cac phén doan néu trén, chira khoang 5%
hodc it hon, chira khodng 4% hoic it hon, chira khoang 3% hodc it hon, chira khoang 2%
hodc it hon, chtra khoang 1,5% hoic it hon, chtra khoang 1% hoic it hon, hodc chtra
khoang 0,5% hoic it hon theo trong lrong mdi axit trong cac axit: linoleic (18:2 n-6),
linolenic (18:3 n-3), eicosenoic (20:1 1 1-9) va eruxic (22:1 n-9). Theo mot s phuong 4an,
dau vi sinh vat va/hodc mdt hodc vai phan doan cta diu nay, dugc chon tir phan doan cac
este sterol, phan doan triglyxerit, phan doan axit béo ty do, phan doan sterol, phan doan
diglyxerit, phan doan céc chit phan cyuc (bao gdm phan doan phospholipit) va té hop cia
cac phan doan néu trén, chira khoéang 5% hoic it hon, khoang 4% hoic it hon, khoang 3%
hodc it hon, khoang 2% hoic it hon, khoéng 1,5% hodc it hon, hojic khoang 1% hoic it
hon axit heptadecanoic (17:0) tinh theo trong luong. Theo mdt sd phuong 4n, dau vi sinh
vat va/hodc mdt hodc vai phan doan ciia diu nay chira khoang tir 0,01% dén 5%, khoang
tir 0,05% dén 3%, hodc khoang tir 0,1% dén 1% axit heptadecanoic tinh theo trong lugng.

Phén tr triglyxerit chira 3 nguyén t& cacbon nim gitta (Qg.1HoR-Cy ,HR,-
Csn3H2R3), cho phép tao ra cac déng phén vi tri khac nhau. Theo mot sb phuong 4n, dau
vi sinh vét chira phan doan triglyxerit ma trong d6 it nhét c6 khoang 20%, it nhét c6
khoang 30%, it nhét c6 khoang 35%, hoic it nhit c6 khoang 40% cac triglyxerit trong
phén doan triglyxerit chita DHA & hai vi tri trong triglyxerit (dugc thé DHA & hai vi tri);
hai vi tri nay duogc chon 13 hai vi tri bat ky trong céc vi tri sn-1, sn-2 va sn-3 va duogc xac
dinh dya trén phén trim dién tich tuong ddi cua cac dinh trén sic ky @6 HPLC. Theo mdt
s6 phuong 4n, dau vi sinh vit chira phén doan triglyxerit ma trong d6 c6 khoang tir 20%
dén 40%, c6 khoang tir 20% dén 35%, c6 khoang tir 30% dén 40%, hoic c6 khoang tir
30% dén 35% cac triglyxerit trong phén doan triglyxerit chira DHA & hai vi tri trong
triglyxerit dugc chon 13 hai vi tri bat ky trong cac vi tri sn-1, sn-2 va sn-3 va duogc xéc dinh
dwa trén phan tram dién tich twong d6i cia cac dinh trén sic ky d¢6 HPLC. Theo mot sb
phuong 4n, du vi sinh v4t chira phan doan triglyxerit ma trong d6 it nhit c6 khoang 5%,

it nhét c6 khoang 10%, it nhét c6 khoang 15%, hoic it nhét c6 khoang 20% cac triglyxerit
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trong phan doan triglyxerit chira DHA & tit ca cac vi tri sn-1, sn-2 va sn-3 (duge thé DHA
& ba vi trf), nhu duge xac dinh dya trén phén trdm dién tich tuong db6i cua cé4c dinh trén
sic ky @6 HPLC. Theo mot sb phuong 4n, diu vi sinh vt chira phén doan triglyxerit ma
trong d6 c6 khoang tir 5% dén 20%, c6 khoang tir 5% dén 15%, c6 khoang tir 10% dén
20%, hodc c6 khoang tir 10% dén 15% cac triglyxerit trong phin doan triglyxerit chtra
DHA 6 tht ca céc vi tri sn-1, sn-2 va sn-3, nhu duge x4c dinh dya trén phan trim dién tich
trong doi ciia c4c dinh trén sic ky dd HPLC. Trai lai, loai hop chét TAG (triaxylglyxerol)
dugc thong béo trong bang sang ché My s6 6,582,941 khoéng chira DHA & tét c4 ba vi tri
da néu. Theo mdt sé phwong an, dau vi sinh vét chira phén doan triglyxerit ma trong do it
nhét ¢6 khoang 50%, it nhit c6 khoang 55%, it nhét ¢6 khoang 60%, it nhit c6 khoang
65%, it nhit c6 khoang 70%, hoic it nhét c6 khoang 75% céc triglyxerit trong phan doan
triglyxerit chita DHA & mdt vj tri dugc chon 12 mot vi tri bat ky trong céc vi tri sn-1, sn-2
va sn-3, nhu dugc xac dinh dua trén phén trdm dién tich trong d6i cua céc dinh trén sic
ky @6 HPLC. Theo mot s6 phuong 4n, du vi sinh vat chira phén doan triglyxerit ma trong
d6 c6 khoang tir 50% dén 75%, c6 khoang tir 50% dén 70%, c6 khoang tir 50% dén 65%,
c6 khoang tir 60% dén 75%, c6 khoang tir 60% dén 70%, hoiic c6 khoang tir 60% dén
65% céc triglyxerit trong phan doan triglyxerit chira DHA & mdt vi tri trong triglyxerit
dugc chon 1a mot vi tri bat ky trong céc vi tri sn-1, sn-2 va sn-3, nhu dugc xac dinh dya
trén phan trim dién tich twong ddi ciia céc dinh trén sic ky @6 HPLC.

Céc ché phim

Sang ché con dé cap dén cac ché pham chira thraustochytrid theo sang ché, sinh
khi da tach biét theo sang ché, dau vi sinh vat theo sang ché hoc td hop ciia cac dbi
trong néu trén.

Thraustochytrid, sinh khéi, diu vi sinh vat theo sang ché con c6 thé tiép tuc duoc
cai bién hodic xtr 1y hod hoc, hodc xir 1y vat 1y, dwa theo yéu ciu déi véi ché phim do6 bing
k¥ thuat bat ky da biét.

Céc té bao hodc cac sinh khéi thraustochytrid c6 thé duoc 1am khé trude khi str
dung trong ché phim bing cac phuong phép, bao gom, nhung khong phai chi gi¢i han la:
lam dong kho, hong khd, sdy phun, sdy khé theo dwong éng, 1am khé (Iam dong kho)
trong chan khong hodc quy trinh twong tw. Hay theo cach khéc, sinh khdi d& thu hoach va
da rira c6 thé dugce sir dung truc tiép trong hop phin ma khéng 1am khé (xem céc bing
sang ché My sb 5,130,242 va 6,812,009).
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Céac diu vi sinh vat theo sang ché c6 thé dugc str dung 1am vat liéu ddu dé san xuét
c6 hiéu qua hon san phdm giau axit béo, vi du nhu ddu DHA. Chéng han, cac ddu vi sinh
vét theo sang ché c6 thé dugc xtr Iy bang cac ky thuat tinh ché khac nhau da biét trong linh
vue k§ thuét nay, nhu cét hodic cho thém ure, dé tao ra san phém ¢6 hi¢u lyc cao hon, véi
ndng d¢ cao hon cia DHA hodc ca axit béo khac. Céc du vi sinh vat theo sang ché ciing
c6 thé dwoc st dung trong cic phan ttng hoa hoc d& san xuét ra cac hop chét din xuét tir
cac axit béo co trong cac dau d6, vi du nhu céc este va cac mudi cia DHA hodc cla mot
axit béo khéc.

Ché phim theo sang ché c6 thé bao gdm mot hodc vai t chét. Theo nhu dugc st
dung & day, “t4 chit” chi ciu phin hodc hdn hop céc cdu phéan duge sir dung trong ché
pham theo sang ché dé dua lai cac dic tinh mong mudn cho ché phim d6, bao gdm cac
ché phim 1a thyc phim, ciing nhu dugc phim, my phim va ché phim cong nghiép. T4
chét theo sang ché c6 thé dugc goi 1a t4 chét “dugc dung” (ttc ta dugc) khi dugc thém vao
dugc phim, c6 nghia 13 ta chit d6 1a hop chét, vat liéu, ché phim, mubi va/hoic dang lidu,
ma theo 6c suy xét chic chin cua thdy thudc 1a thich hop d cho tiép xiic voi cdc mb cuia
co thé ngudi va dong vt ma khong gy doc thai qué, khong gay kich umg, di (g hoiic cac
bién chimg phién todi khac trong khoang thoi gian tiép xuc mong mudn tuong xtng véi ty
1€ hop ly ich lgi/rii ro. Theo mot s phuong an, thuat ngit “dugc dung” co nghia 1a da
dugc phé chudn béi co quan quan ly cta chinh ph lién bang hogc bang, hoic dugc liét ké
trong Dugc dién M§ hodic trong dugc dién quéc t& khac da duoc thira nhan rong rai dé sir
dung & dong vat va, dic biét hon, & ngudi. Co thé st dung cac ta dugc khac nhau. Theo
mot s6 phuong 4n, t4 duge c6 thé 1a, nhung khong phai chi gidi han 13, tac nhan kidm, tac
nhan n dinh, chét chdng oxy ho, tac nhan gdy bam dinh, tAc nhin gdy phén ly, tic nhan
bao boc, ciu phin pha ngoai, ciu phén gitp giai phéng thude c6 kiém sodt, dung moi,
chét hoat dong bé mat, chat lam 4m, tac nhan dém, chit don, chit lam diu da hoic tb hop
clia cac chét vira néu. Ngoai céc td dugc duge néu & day, cac ta dugc con duge din ra,
mgc du khong phéi chi gi6i han, trong cudn Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 21% ed. (2005). Viéc phén loai cu thé ta duge & day (ching han nhu “dung
moi”) 1 nhdm minh hoa ma khong gidi han vai trd cua ta dugc. Mot ta duge cu thé c6 thé
thudc vao nhiéu loai.

Céc ché phdm theo séng ché bao gdm, nhung khong phai chi giéi han 13, cic ché

phém 12 thuc phém, dwoc phém, m$ phadm va ché phdm cong nghiép.
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Theo mdt s§ phuong 4n, ché phim 12 thyc phim. Thyc phém nay 14 thyc phim bét
ky danh cho dong vét hogc ngudi va bao gdm ca ché phim duséi dang rén va dudi dang
16ng. Thuc phim c6 thé 1a phu gia cho thyc phim cuia dong vat hodc nguoi. Cac thyuc
phim nay bao gbm, nhung khong phai chi gi6i han 13, cac thuc phim thong thuong; cac
thyc phdm 16ng, bao gbm sita, do ubng, céc dd ubng c6 tac dung diéu trj va cac dd ubng
bd dudng; cac thyuc pham chirc ning; cc thuc phdm bd sung; cac thuc phdm béo vé stc
khoé; céc thuc phdm cdng thirc cho tré nhé, bao gdm céc sita cong thirc cho tré dé non;
céc thuc phdm cho phu nit mang thai hogc cho con bii; cac thyc phim cho nguoi 16n; cac
thuc phdm cho ngudi gia; cac thue phdm cho dong vit.

Theo mot s phuong an, thraustochytrid, sinh khéi hodc diu vi sinh vét theo sang
ché ¢6 thé duoc st dung truc tiép dudi dang phu gia hodc dugc dua vao duéi dang phu gia
thudc mdt hodic vai thtr nhu sau: diu, m& pha vao banh, bo dé phét 1én banh, thanh phén
béo khéc, dd udng, nudc sbt, thuc phdm trén co s bo sita hodc trén co s¢ dau twong (nhu
sita, sifa chua, phomat va kem giai khat), san phdm nuéng 10, san phim bd dudng, ching
han nhu san phim b sung dinh dudng (dudi dang vién nang hodc vién nén), bd sung
vitamin, b sung ché do an, do uéng dué6i dang bot dé pha, thuc phém dang bt thanh
phdm hoic ban thanh pham, va td hop clia cac d6i tugng néu trén.

Danh sach khong ddy du cac ché phim thyc phdm, ma c6 thé bao gdm dAu vi sinh
vét theo sang ché bao gdm, nhung khong phai chi giéi han 13, cac san phim trén co s& déau
tuong (sita, kem giai khat, sita chua, dd ubng, kem phét, bo phét, cac chit lam trang thuc
phim); stip va céc thir hdn hop dé 1am sip; bot nhao, bdt nhio 1am banh va céc thi thuc
phim nudng 19, bao gdm ching han nhu @5 nuéng cao cap, dd ngii cdc diém tadm, banh
ngot, banh kem, banh nuéng, banh nuéng nhd, banh bao, banh mi dai, banh mi, 4 banh mi
nho, banh quy, banh nuéng x8p, banh nuéng mém, banh mi nuéng dé an sip, banh quy
gion, db ngot, banh #n nhanh, d6 nudng gion diém tAm/banh diém tam dang lat nho va
banh nudng 16 dién; keo; mirt keo ctiing; sdcdla va cac thir mat keo khac; keo cao-su; cac
thuc phdm long vi dy nhu sita, d udng giau ning lugng, thuc phidm cong thirc cho tré
nho, nudc uéng s0-da, tra, thirc 4n 16ng, nudc hoa qua, dd uéng trén co s& hoa qua, d6
uéng trén co s& thuc vat; céc sird da sinh tb, cac san phém thay thé bira an, cac thuc phém
thudc va cac thir si-rd; cac hon hgp dod uéng dang bot; cac thir bot nhdo; cac san phém ca
da qua ché bién; c4c san phim thit da qua ché bién; cc san phém thit gia cAm da qua ché

bién; nudc ham thit va cac thir nude X0t; cac do gia vi (nudc xot ca chua ndm, mai-0-ne,
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V.v...); cac thir thuc phém phét trén co s& dau thuc vat; cac san phém bo sita; sita chua; cac
thtr bo; cac san phdm bo sita dong lanh; kem giai khat; cac mon trang miéng dong lanh;
cac thtr sira chua dong lanh; c4c thuc phém dang sén s€t nhu thuc phém cho tré tho; cac
thir banh priding va cdc mén trang miéng c6 gelatin; phomat da qua ché bién va chua qua
ché bién; cac hdn hop dé 1am banh kép; cac banh dang théi dai bao gbm dang giau ning
lwgng; cac hdn hop dé 1am banh qué; cac dd gia vi cho salat; cac hdn hop thay thé trimg;
céc thir d6 phét chtra nhan hat va trén co sé nhan hat; cac dd trang miéng c¢6 mubi nhu
khoai tiy chién lat va céc 14t chién hogc chién gion khéc, ngd chién, banh ngo chién, d6 an
nhanh ép, bong ngd, banh quy xoin, khoai tdy chi€n va cic th nhan qua hach; cac mén
dn nhanh dic biét nhu cac thir nude dﬁm, cac mon qua kho dé an nhanh, cdc moén thit in
nhanh, 16p v6 cting thit lon x6ng khéi, c4c théi thuc phim bdi dudng strc khoé va c4c thir
banh gao hodc ngo.

Theo mot s6 phuong 4n, ddu vi sinh vt theo sang ché c6 thé duoc st dung b sung
vao thyc phim cong thirc cho tré nhd. Thuc phdm cong thire cho tré nhé ¢6 thé dugc bd
sung chi bang riéng dau vi sinh vét theo sang ché hodc c6 phéi hop véi ddu da tinh luyén
bing phuong phap vét Iy ¢6 ngudn gdc tir vi sinh vat san xuit ra axit arachidonic (ARA).
Vi du vé vi sinh vat san xuit ra ARA 1a Mortierella alpina hodc Mortierella sect.
schmuckeri. N6i cach khac, cac thyc phidm cong thirc cho tré nhé c6 thé duge bd sung
bang ddu vi sinh vat theo sang ché, phdi hop véi mot ddu giau ARA, bao gdbm ARASCO®
(Martek Biosciences, Columbia, MD).

Theo mot s phuong an, ché phém 1a thire @n cho dong vat. “Dong vat” c6 nghia la
bat ky sinh v4t nao khong phai 1a ngudi, thude gici Pong vét, va bao gdm, khong gi6i
han, céc dong vt thuy sinh va cac dong vat & can. Thuit ngit “thtrc &n cho dong vat” chi
bit ky thuc phidm niao nhim gianh cho cac dong vat khong phai 1a ngudi: cho c4; c4
thuong mai; c4 canh; ca bot; cac dong vat thdn mém hai manh v0; dong vat nhuyén thé;
dong vat gidp xac; dong vat trai-so; tom; au trung tom; tring mudi; cac vi sinh vét dang
vanh; dong vat an qua loc; dong vat ludng cu; dong vat bo sat; dong vat co vi; gia suc;
dong vt cay kéo; dong vat vudn bach thi; dong vat thé thao; dong vat nhan giéng; dong
vét dua; dong vt trinh dién; dong vat quy hiém cin bao vé; dong vat hiém va c6 nguy co
tuy€t chiung; dong vét kém doi; dong vat nudi 1am canh nhur ch6, meo, chudt lang, thd,
chudt than 16n, chudt nhit hodc ngua; cac dong vat linh trudng, nhu khi (chéng han khi

cebus, khi rhesus, khi mat xanh 14 chau Phi, khi patas, khi &n cua va khi dudi dai), khi
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khong dudi, duoi voi, khi mém ché, vugn va hic tinh tinh; cdc dong vat ho ché nhu chéd
nha va ch6 séi; cac dong vat ho meéo nhu meo, su tir va hd; cac dong vat ho ngua nhu
ngua, lira va ngya van; cac dong vat nudi léy thit hodc sira nhu bo, trau, lon va ciru; cac
ddng vat méng gubc nhu huou va huou cao cd; céac dong vat gim nhim nhu chudt nhit,
chudt than 16n, chudt tai m4 va chuot lang; v.v... Thitc &n cho dong vat bao gém, nhung
khong phai chi gi6i han 13, thirc 4n trong nudi tréng thuy san, thirc &n cho gia stic, bao
gdm thitc &n cho dong vat nudi lam canh; thic in cho dong vat vuon bach tha, thirc in
cho dong vét cay kéo, thirc dn cho dong vat nudi hoic tb hop céc thirc an nay.

Theo mdt s6 phuong an, ché phdm 1a thire #n hoic bd sung thuc &n cho bét ky dong
vat nao ma thit hodc céc san phém tir dong vat d6 dugc tiéu thu béi ngudi, vi du nhu dong
vat ma tir d6 thit, tring hogc sita dugc 14y dé cho ngudi tiéu thy. Khi cho cac dong vét nhu
vay &n, thi cac chat dinh dudng nhu céc axit béo da khong no mach dai c6 thé dugc
chuyén vao thit, sita, trimg hodc cac san phdm khac ctia cac dong vat d6 dé lam tdng ham
lugng céc chit dinh dudng nay trong cic san phdm vira néu.

Theo mot s phuong 4n, ché phdm 13 vat liéu sdy phun c6 thé bé vun dé tao ra céc
hat ¢6 kich thudc thich hgp 1am thirc dn cho cac dong vat ndi, trung mudi, vi sinh vét dang
vanh va cdc dong vét dn qua loc. Theo mét sb phuong an, dong vat ndi, tring mudi hodc
vi sinh vit dang vanh dugc cho dn ché phim néu trén, va cac dong vat nay lai 1a thic in
cho ¢4 bot, dong vat vo giap, dong vat nhuyén thé hai nép v6 hodc dong vat tom-cua.

Theo mét sb phuong 4n, ché phim 14 duoc phim. Cac dugc pham thich hop bao
gbm, nhung khong phai chi gii han 13, dugc phdm chéng viém, thubc didu tri bénh tim
dong mach vanh, thubc diéu tri bénh xo cing ddng mach, tac nhan hos tri li€u, ta dugc
hoat dong, thubc diéu tri bénh loang xuong, thubc chéng trAm cam, thudc gii co thit,
thudc khéng Helicorbacter pylori, thudc didu tri bénh thoai hoa than kinh, thuéc didu tri
bénh thoai hoé gan, thudc khéng sinh, thubc ha thép lugng cholesterol va thudc ha thép
lugng triglyxerit. Theo mot s& phwong 4n, ché phdm néu trén 1a thyc phdm diéu tri. Thyc
phim didu tri bao gdm thyc phdm nim trong ché phim #n vao hoic dugc dung theo
duong dung ngoai dudi sy gidm st ctia thay thudc va nhim quén ly bénh bang ché 5 an
ddc biét, ma dbi véi bénh d6 thi cac yéu chu dic biét v& dinh dudng da doc danh gid vé
phuong dién y hoc dya trén céc nguyén ly khoa hoc da dugc thira nhan.

Theo mét sb phuong 4n, du vi sinh vit c6 thé dugc bao ché thanh dang lidu. Cac

dang liéu c6 thé bao gom, nhung khong phai chi gii han 13, vién nén, vién nang, vién

-25-



27408

nhén, vién nhd, vién tron nhd, thubec dang bot va thudc dang cém, cling nhu cac dang lidu
dung theo duong ngoai dudng ti€u hod, bao gdm, nhung khdng phai chi gigi han 13, cac
dung dich, cac huyén phi, céc nhil tuong va cac bt kho chira lugng c6 hiéu luc cta diu vi
sinh vat. Trong linh vuc k§ thuat nay nguoi ta ciing da biét rang, cac dang bao ché nhu
vay cling c6 thé chira cac vat liéu duge dung nhu vt liéu pha loang, vat liéu ddn, tac nhan
gdy ra thudc, tac nhan két dinh, tic nhan lam tron, chit hoat dong bé mat, ta dugc ky
nudc, td dugce tan dugce trong nudc, tic nhan nhii tuong hod, tdc nhan dém, tic nhan lam
4m, tc nhan lam uGt, tAc nhan lam tan, chit bao quan va vat liu trong tw. Cac dang lidu
dung trong diéu trj c¢6 thé bao gbm, nhung khong phai chi giGi han 13, vién nén, vién bao
dudng, vién nang, vién nang nhé va vién tron nhd, ma céc dang liéu ndy chtra du vi sinh
véat va mot hodc vai vat liéu mang dugc dung thich hop.

Pé ding theo dudng udng, diu vi sinh vét c6 thé duoc phdi hop véi cac vat liéu
mang dugc dung d3 biét rd trong linh vuc ndy. C4c vét liéu mang nay gitp cho cac dau vi
sinh vat theo sang ché c6 thé duoc bao ché thanh céc dang vién nén, vién tron nho, vién
bao duong, vién nang, thudc dang 1ong, thubc dang gel, thubc dang si-ro, thubc dang
huyén phu dic, thube dang huyén phu va dang twong t, dé dung theo dudng ubng cho déi
tugng dugc didu tri. Theo mot sb phuong 4n, dang lidu 1 vién nén, vién tron nho hoic
vién nang nhé. C6 thé bao ché cac dugc phim dung theo dudng udng bang c4ch thém t4
dwoc rén, tuy y nghién hén hop tao thanh, rdi xi Iy hén hop dang hat; néu muén, sau khi
thém cac ta chét thich hop, thi tao cic vién nén hoiic cac 161 vién bao duong. Céc ta dugc
thich hop bao gém, nhung khdng phai chi gi6i han 13, cac vat liéu don nhur cac dudng,
gbm, nhung khong phai chi gidi han 13, lactoza, saccaroza, manitol va sorbitol; ché phdm
xenluloza nhu, nhung khong phai chi gidi han 13, tinh bt ngd, tinh bot laa mi, tinh bot
gao, tinh bot khoai tdy, gdbm tragacan, metylxenluloza, hydroxypropylmetyl-xenluloza,
natri carboxymetylxenluloza; va polyvinylpyrolidon (PVP). Néu muén, c6 thé thém céac
tac nhan gy ra thudc, nhu, nhung khong phai chi gi6i han 13, polyvinylpyrolidon lién két
ngang, aga, hojc axit alginic hay muéi cua axit nay nhu natri alginat. Céc dugc phim c6
thé ding theo dudng udng bao gbm, nhung khong phai chi gi6i han 13, c4c vién nang bing
gelatin c6 hai ntra v6 10ng khit, cling nhu c4c vién nang mém bang gelatin va cht déo hod
nhu glyxerol hodc sorbitol chd ndi c6 bang dan.

Theo mdt sb phuong 4n, ché phim la m§ phim. My phim nay bao gom, nhung

khong phai chi gii han 13, cac nhil twong, cac thir kem, cic nudc Xirc, cdc san pham che
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chén, céc thir xa phong, cac diu g0i, cac nude rira, cac kem xoa mit, cac thudc dudng da,
cac san phim trang diém, céc sita tdm va cdc chét 16ng phén tan. Cac my phdm nay c6 thé
¢6 tac dung nhu thube hodc khong nhur thudc.

Theo mét s6 phuong 4n, ché phim 1a ché phim cong nghiép. Theo mdt s phuong
an, ché phém nay 1a vat liéu du vao cho mot hodc vai cong viéc san xuét. Viéc san xuit
bao gdm, nhung khong phai chi giéi han 13, san xuit polyme; san xuét vat liéu nhay sang
trong chup anh; san xuét chit tdy rira; san xuit dau cong nghiép hoic san xuit chit tAy rira
cong nghiép. Vi dy, bing sang ché My s 7,259,006 dé cap dén viéc st dung m& va dau
chira DHA d¢ sén xuét axit behenic va san xuét cac vét liéu nhay sang trong chup anh nho
stir dung axit behenic.

Cac phuong phép st dung ché phidm

Theo mot sb phuong én, céc ché phdm d3 néu c6 thé dugc sir dung trong diéu trj
cac bénh & nguoi hodc dong vat.

Thuét ngit “diéu tri” chi ca didu tri chita bénh va céc bién phap dy phong, trong d6
d6i tuong dugc ngdn ngira hodc dwgc 1am cham su dién bién cua tinh trang sinh ly khong
mong mudn, cta bénh hoic rdi loan, hoic dé dat dugc két qua lam sang tdt hay Két qua
1am sang mong muén. Nhim muc dich ctia sang ché, két qué 14m sang tot hay két qua lam
sang mong mudn bao gbm, nhung khong phai chi gi6i han 13, sy thuyén giam c4c triéu
ching hoic cac dau hi€u c6 lién quan véi tinh trang, bénh hoic rbi loan; sy giam mirc d6
cua tinh trang, bénh hoic rbi loan; su én dinh cua tinh trang, bénh hojc rdi loan (tic 1a
tinh trang, bénh hoic rbi loan khong tré nén trim trong hon); 1am cham su khéi phat hodc
su tién trién cia tinh trang, bénh hoic rdi loan; cai thién tinh trang, bénh hoic réi loan;
1am thodi trién (dd 12 mot phén hay toan bg, du 1a c6 thé phat hién dugc hay khong thé
phét hign dugc) tinh trang, bénh hotc rbi loan; hay tinh trang, bénh hoic rdi loan chuyén
bién tich cuc hoic theo chiéu huéng t6t 1én. Viéc diéu tri bao gém kich thich tao ra dap
ung c6 y nghia 14m sang ma khong gay ra tac dung phu thai qua. Viéc diéu trj cling bao
gbm kéo dai sw sdng s6t ctia bénh nhan so véi sw sbng sét tién ligu néu khong duge didu
tri.

Theo mdt sb phuong én, ché phdm néu trén duoc st dung dé didu trj tinh trang,
bénh hoic réi loan nhu viém nang 16ng, bénh viém cép tinh, bénh diém vang c6 lién quan
dén tudi tac, dj Ung, viém kh6p Alzheimer, hen, vita xo dong mach, bénh ty mién, ri loan

lipit huyet, unang vu, suy mon, ung thu, téi phat hep mach mau & tim, cc bénh tim mach,
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bénh viém maén tinh, bénh tim d6ng mach vanh, u xo bang quang, r6i loan thodi hoa gan,
dai thdo duong, eczema, rdi loan duong tiéu hod, bénh tim, lwong triglyxerit trong mau
cao, ting huyét ap, tang hoat dong, cac bénh mién dich, tang sinh u, cac bénh viém, cac
16i loan & rudt, rbi loan chirc ning than, bénh bach cu, con trAim cam 16n, da xo cing, rbi
loan thoai ho4 than kinh, viém xuong-khép, lodng xuong, roi loan thé peroxi, tién san
giat, d¢ non, bénh vay nén, rdi loan & phdi, viém khép dang thép, nguy co mic bénh tim,
hodc chitng huyét khéi.

Theo mét s6 phuong 4n, ché phdm néu trén duge st dung @ tang thoi gian mang
thai trong vong ba thang cubi thoi ky thai nghén.

Theo mot s6 phuong 4n, ché phim néu trén duge str dung @ kiém soat huyét ap.

Theo mot sb phuong 4n, ché phdm néu trén dugc st dung dé cai thién hodc duy tri
chirc néng nhan thic.

Theo mdt s§ phwong 4n, ché phdm néu trén duge sir dung dé cai thién hoic duy tri
tri nhé.

Ché phdm hoic dang liéu néu trén c6 thé dugc sir dung cho co thé ciia bénh nhan
theo bat ky dudng dung thubc nao thich hop vé6i ché phdm hoic dang liéu d6. Mot chét
dugc xem 13 dugc “stir dung trong diéu tri” néu nhu chit d6 dugc dua vao co thé cua bénh
nhén bdi chinh bénh nhén hogc béi ngudi khac, bz?mg may moc hodc dung cy. Béi vay “str
dung trong diéu tri” bao gbm, ching han, sy tu sir dung trong diéu tri, sy diéu tri boi
nhitng ngudi khic va su sit dung diéu trj gian tiép. Thut ngit “lién tiép”, theo nhu dugc
st dung & ddy lién quan v6i “su st dung trong diéu tri”, c6 nghia 13 tAn sut str dung trong
diéu tri it nhit 13 mot 13n mdi ngdy. Tuy nhién, cin luu ¥ 13, tAn suit sir dung trong didu tri
c6 thé 1a nhidu hon mot 1dn mdi ngay va vin con 1a “lién tiép”, ching han nhu hai 14n hoic
tham chi 12 ba 1an mdi ngay, mién 12 vin khéong vuot qua cic mic lidu nhu dugc chi ro
trong sang ché. Cac phuong ti¢n va cac phuong phap st dung thude trong diéu trj da duoc
biét 15 trong linh vyc k¥ thudt nay; chuyén gia trong linh vuc nay c6 thé tra ciru cac huéng
din trong céc tai liéu tra ctru dugc ly khéc nhau. Vi dy, c6 thé tham khao cudn “Modern
Pharmaceutics” Banker & Rhodes, Informa Healthcare, USA, 41 e, (2002) va cudn
“Goodman & Gilman’s The Pharmaceutical Basis of Therapeutics” McGraw-Hill
Companies, Inc., New York, 10" ed. (2001).

V& céc thugt ngir “déi twong”, “ca thé” hodc “bénh nhan” thi c6 nghia 12 bit ky dbi

tuong nao, ngudi hodc dong vat, ma can phai chin doan, tién lurgng hodc diéu trj. Cac dbi
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tuong 1a dong vat c6 vii bao gdm, nhung khong phai chi giéi han 13, ngudi; gia sic; cac
dong vat noéng nghiép; cac dong vat & vuon bach tha; cac dong vat thé thao; cac dong vt
nudi 1am canh nhu ché, meo, chudt lang, thod, chudt than 16n, chudt nhit hodc ngua; cac
dong vt linh trudéng nhu khi (chéng han khi cebus, khi rhesus, khi mit xanh 14 chau Phi,
khi patas, khi dn cua va khi dudi dai), khi khong duoi, dudi woi, khi mém chd, vuon va
héc tinh tinh; c4c dong vat ho ch6 nhu ché nha va ché soi; cac dong vat ho méo nhu méo,
st tir va hd; cac dong vat ho ngya nhu ngya, lira va ngua van; cac ddng vat nudi léy thit
hodc sita nhu bo, trau, lon va ctru; cac dong vat mong guéc nhu huou va huou cao cd; cac
dong vat gdm nhim nhu chudt nhit, chudt than 16n, chudt t4i ma va chudt lang; v.v...
Thuét ngit “dbi tugng” ciing bao gdm cac dong vét dugc st dung 1am mé hinh thi nghiém,
chang han nhu céc ddng vat lam m hinh nghién ciru bénh. Theo mot s6 phwong an, thuat
ngit “dbi twong” bao gbm cac dong vét c6 gia tri, hodc v& mat kinh té hoic vé phuong
dién khéc, vi du nhu dan gibng sinh san c6 tAm quan trong kinh té, cac dong vat dua, cac
dong vat trinh dién, cac dong vat quy hiém cén bao v&, cac dong vat hiém va c6 nguy co
tuy€t ching, cac dong vt kém ddi. Theo mot sb phuong an, d6i tuong né€u trén 1a nguoi.
Theo mdt s& phwong 4n, déi tugng néu trén khong phai 12 ngudi.

Ché phim c6 thé dugc st dung véi “lugng c6 hiéu luc diéu tri”, “luong c6 hiéu luc
du phong”, “lidu didu tri” hogc “lidu du phong”. “luong c6 hiéu lyc diéu tri” hogc “lidu
diéu tri” chi lwong c6 hiéu luc véi cac liéu lugng va duge sir dung trong céc khoang thoi
gian cin thiét dé dat dugc hiéu qua diéu tri mong mudn. Vi dy, hiéu qua didu trj c6 thé 1a
lam gidm cc triéu chimg, kéo dai thoi gian sbng sot, cai thién van dong va hi¢u qua tuong
tw. Hiéu qua diéu tri khong nht thiét phai 12 “chita khoéi”. “Lugng c6 hidu lgc du phong”
hogc “liéu dy phong” chi lugng c6 hiéu luc véi cée lidu lugng va duoc sit dung trong cac
khoang thoi gian cén thiét dé dat dugc hiéu qua dy phong mong muén. Thong thuong, bsi
vi lugng ¢6 higu luc du phong dugc str dung cho céc dbi tuong trude hodc vao giai doan
s6m clia bénh, nén luong ¢4 hiéu lyc du phong s& thdp hon lugng c6 hiéu lyc didu trj dé
didu trj giai doan tién trién ctia bénh.

C6 thé st dung c4c lidu lwong khac nhau cta duge phém cho dbi turong, can ¢t vao
lvgng DHA hoic ciu phin axit béo khéc ciia thraustochytrid, ctia sinh khéi hoic cta diu
vi sinh vat dé sir dung diéu trj cho déi twong d6. Céc thudt ngit “liéu lugng mdi ngay”,
“mirc lidu lugng mdi ngay” va “lugng mdi ngay” dung trong sang ché chi tbng lugng

DHA hoic cdu phén axit béo khac duoc sir dung mdi ngdy (tirc cho mai khoéng thoi gian
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24 gid) dé diéu tri. Nhu vy, vi dy, ding DHA dé didu trj cho bénh nhan véi lidu m&i ngay
2 mg c6 nghia 13 ddi twong d6 dugc cho sir dung tong s6 2 mg DHA trén co sé mdi ngay,
khi d6 DHA duoc str dung duéi dang lidu don chira 2 mg DHA, hay thay vi, ding bbn
dang lidu chtra 0,5 mg DHA mdi dang (tdng cong 1a 2 mg DHA). Theo mét s6 phuong én,
lugng mdi ngay ctia DHA dugc sir dung trong diéu tri duéi dang liéu don, hodc hai dang
lidu. Cac dang lidu theo séng ché c6 thé duoc st dung 1am mot 14n hodc 1am nhiéu 13n. Vi
dy, néu diing bdn vién nén mbi ngdy, ma m&i vién nén chira 0,5 mg DHA, thi c6 thé uéng
tt ca bén vién mot 14n mdi ngay, hoic c6 thé udng mdi lan 2 vién, hai 1in mdi ngay, hoic
ctt 6 tiéng thi ubng mét vién. Theo mot sé phuong 4n, liéu lvgng mai ngay la khoang tir
100 mg dén 15 g. Theo mdt sd phuong an, liéu luong mdi ngay 13 khoang tir 100 mg dén
250 mg, khoang tir 100 mg dén 500 mg, khoang tir 100 mg dén 1 g, khoang tir 1 g dén 2,5
g khoang tir 1 g dén 5 g, khoang tir 1 g dén 10 g, khoang tir 1 g dén 15 g, khoang tir 5 g
dén10g, khoang tir 5 g dén 15 g, khoéng tir 10 g dén 15 g, khoang tlr 100 mg dén 10 g,
khoang tir 100 mg dén 5 g, hoic khoéng tir 100 mg dén 2,5 g.

Viéc str dung céac duoc phém hodc cac dang lidu theo sang ché c6 thé dugc thuc
hién theo cac ché do khéac nhau. Vi dy, theo mot sb phuong 4n, viéc sit dung trong diéu tri
dugc thuc hién hing ngay vao cac ngay lién tiép; hodc khac di, duoc thuc hién cach ngay
(ctr hai ngay mot). C6 thé sir dung dugc phidm diéu trj trong mot hodc vai ngay.

Viéc st dung cdc duge phim va cac dang lidu nay c6 thé duoc phéi hop véi cac
ché do khac dé didu trj bénh. Vi du, phuong phap theo séng ché c6 thé dugc phdi hop véi
ché d6 an uéng (chéng han nhu ché d6 an véi lugng carbohydrat thép, ché d6 an véi lugng
protein cao, ché d6 #n véi nhidu chét X0, v.v...), ché do tap luyén, ché do giam cén, ché 4o
ngimg hut thude 14 hoic td hop céc ché d9 nay. Phuong phap theo séng ché ciing c6 thé
dugc phébi hop v6i cac duge phim khac trong diéu tri bénh. Cac dugce phdm hoic cac dang
lidu theo sang ché co thé dugc sir dung trude hodc sau cac ché do hodc cac dugc phdm
khéc.

Cac hop chuyén dung chira cac ché phim

Sang ché con dé cap dén cac hop holic cac g6i chira mot hoiic vai don vi ché phim
theo sang ché. Cac hop hodc céc goi nay c6 thé bao gém cac don vi thuc phém, duoc
phim, my phim hodc ché phim cdng nghiép, chira thraustochytrid, sinh khéi hodc diu vi
sinh vét theo sédng ché hay t8 hop cua cac thir ndy. Cac hdp hodc cac goéi nay ciing c6 thé

bao gbm vét lidu phu gia chira thraustochytrid, sinh khéi hodc dau vi sinh vét theo sang
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ché hay t& hop cua céc thir nay dé tao ra thuc phim, dugc phim, m¥ phim hozc ché phim
cdng nghié€p.

Theo mdot sd phuong 4n, hop hodc go6i néu trén chira mot hoic vai don vi duoc
phim dé st dung trong diéu trj theo cac phuong phap clia sang ché. Hop chuyén dung
hogc g6i d6 c6 thé chira mét don vi lidu hogc hon mét don vi lidu (tirc nhidu don vi lidu).
Néu c6 nhiéu don vi lidu trong hdp hoic géi thudc, thi cac don vi lidu nay c6 thé dugc bd
tri tuy y dé sir dung lién tiép.

Céac hop chuyén dung theo sing ché c6 thé tuy y chira céc tai liéu huéng dan di
kém v6i cdc don vi liéu hoic cac dang lidu trong hop. Céc tai liéu huéng din ndy c6 thé c6
dang dugc quy dinh bdi co quan nha nuéc quan 1y vé san xuét, sir dung hoidc ban dugc
phdm dé str didu trj bénh hoic 1di loan & ngudi; cac tai liéu nay phan 4nh sy phé chuin cia
co quan nha nudc quan 1y vé san xuét, sir dung hodc ban duge phdm dé sir didu tri bénh
hoic rdi loan & ngudi. Cac tai liéu huéng dan c6 thé co dang nao d6, truyén dat thong tin
vé st dung céc don vi liéu hoic cac dang liéu trong hop thube theo cac phuong phap cia
sang ché. Vi du, cac tai liéu huéng dan c6 thé c6 dang 4n pham hodc phuong tién da ghi
sin thong tin trén do.

Trong qué trinh kham cho bénh nhén, thiy thubc chuyén khoa c6 thé xac dinh
dugce 13, viée sir dung mot trong cic phuong phép cla séng ché 1a thich hgp cho bénh
nhan, hoic th?ly thudc c6 thé xac dinh duoc rﬁng, c6 thé cai thién bénh cuia bénh nhan
bing cach sir dung mdt trong cac phuong phép cia sang ché. Trudc khi chi dinh bat ky
mdt ché do diéu trj nao do, thiy thudc c6 thé trao dbi y kién véi bénh nhan v& cic rii ro va
ich loi khéac nhau c6 lién quan véi ché do diéu tri. Bénh nhén c6 thé duge cung cép ban mo6
ta ddy da vé tht ca cac i ro da biét hodc con nghi ngo, 6 lién quan véi ché d6 didu tri.
Viéc trao ddi y kién nay c6 thé dugc thuc hién bang 10i n6i cling nhu bing vin ban. Theo
mdt s6 phuong én, thay thubc c6 thd cung cép cho bénh nhan céc tai liéu tham khao v&
ché do didu tri, vi du nhu thong tin vé thudc, tai liéu huéng din va taj lidu tuong tu.

Sang ché ciing d& cap dén cac phuong phép huéng din nguoi tidu dung v& céc
phuong phap diéu tri; phwong phép nay bao gdm viéc phén phét cac dang liéu néu trén
cung véi thong tin huéng din ngudi tidu dung tai didm ban dugc phidm. Theo mot sé
phuong 4n, vigc phan phét d6 s& dugc thuc hién tai diém ban duoc phém, véi su c6 mit
cua dugc s hodc nhan vién y té.

Thuat ngit “théng tin huéng din ngudi tidu ding” c6 thé bao gbm, nhung khong
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phai chi giéi han 13, véin ban bang tiéng Anh, vin ban bang tiéng khac tiéng Anh, hinh anh
truc quan, biéu d6, sb dién thoai, trang web va céach truy cap tryc tuyén dai dién bo phan
dich vu khéch hang. Theo mét sb phuong 4n, thong tin huéng din ngudi tiéu dung sé&
cung cip cac huéng din vé sir dung c4c dang liéu theo cac phuong phép cua sang ché,
vigc sir dung phlt hop véi tudi, chi dinh, chéng chi dinh, liéu lrgng thich hop, céc canh
bao, s dién thoai cua dia chi trang web. Theo mot s6 phuong an, phuong phap néu trén
con bao gdm viée cung cp thong tin chuyén mén nghiép vy vé nhitng nguoi lién quan co6
trach nhi€m tra 101 c4c cau hdi cua khach hang vé viée st dung céac ché do diéu tri d3 néu
theo c4c phuong phap cia sang ché. Thuat nglt “thong tin chuyén mon nghiép vu” bao
gom, nhung khdng phai chi gi¢i han 13, thong tin vé ché do didu trj, khi dugc st dung didu
tri theo céc phuong phép ctia sing ché, ma ché do didu tri ndy da duoc xay dung dé giap
ngudi ¢6 chuyén mén y hoc tra 1oi cac ciu héi ciia khach hang.

Vi dy, “ngudi c6 chuyén mon y hoc” bao gdm bic si, tro ly béc si, y ta thuc hanh,

dugc s va dai dién bo phan dich vu khéach hang.
Vi du thye hién sing ché

Sang ché€ da dugc mo ta mot cach dai thé, nén c6 thd hidu sau hon sang che thong
qua cac vi du néu ra duéi ddy. Cac vi dy ndy chi nhim minh hoa ma khong gidi han sang

4
A

cheé.

Vidul

Thraustochytrid da phan 14p dugc luu trir vé6i sb truy cdp ATCC 1a PTA-9695 d3
dugc x4c dinh dic tinh dé phuc vu viéc phan loai.

Cac mAu nghién ctru d3 duge thu tir cac sinh canh gitta hai mirc triéu trong thoi
gian nuéc tridu xuéng. Nudc, chat léng dong, vat liéu thyuc vat séng va cédn ba phin huy
ctia dong/thuc vat dugc 14y vao céc éng nghiém v6 khuén c6 dung tich 50 ml. C4c phén
ctia mdi mau ciing véi nude dugc réi 1én c4c phién thach tring rin chira moi trueong tach.
MBoi truong tach ¢6 thanh phan gdm: 500 ml nuéc bidn nhan tao, 500 ml nuéc cit, 1 g
glucoza, 1 g glyxerol, 13 g thach tréng, 1 g glutamat, 0,5 g chiét phidm nidm men, 0,5 g san
phim thuy phan casein, 1 ml dung dich vitamin (100 mg/ml thiamin, 0,5 mg/1 biotin, 0,5
mg By,), 1 ml dung dich cht7a diu vét khoéng chét (c4c kim loai pn chira trong mdi lit:
6,0 g FeCl;.6H,0, 6,84 g H;BO3, 0,86 g MnCl,.4H,0, 0,06 g ZnCl,, 0,026 g CoCl,.6H,0,
0,052 g NiSO4.H,0, 0,002 g CuSO,.5H,0 va 0,005 Na,Mo00,.2H,0) va 500 ml mbi
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khéng sinh penixilin G va streptomyxin sulfat. Cac phién thach trang dugc 0 trong t6i &
nhiét d9 20-25°C. Sau 2-4 ngdy, c4c phién thach tréng duoc quan sat duéi kinh phéng dai
va cac cum té bao da duoc chon nhit ra béng que nhit v6 khun, rdi lai dugc rai trd lai
thanh vét 1én phién méi chira méi trudng tach. Céc té bao da duge rai lap di lap lai nhidu
14n lén céc mdi trudng tach méi dé phan Iap, cho dén khi loai bé duge cc sinh vt nhidm
ban.

Céac cum té bao tir cac phién thach trang dugc chuyén sang céc dia kinh Petri c6
chtta nu6e bién nira ndng do6 va (1 ml) huyén phu 4u tring triing muéi méi né dung trong
ndi hdp. Céc 4u tring ctia tring mudi sinh truéng rit manh, thanh cac cum tai bao tlr sau
2- 3 ngay. Céc bao tir dong giai phong ra c6 hai 16ng roi luc phong ra, boi khoe thoat ra
khoi thi bao tir da chin, luc nay nhin thiy ro cic manh vun cia tai nay (bang kinh hién vi
d6i pha) sau khi bao tir dugc giai phong. Céc ti bao tir ¢6 duong kinh tir 12,5 pm dén 25
mp va cac bao tir dong ¢ kich thude 2,5 pm dén 2,8 mp x 4,5 pm dén 4,8 mp. C6 tir 8 dén
24 bao tir itng v6i mdi tai bao tir riéng biét. Cac bao tir dong da lang xudng phinh ra va
nhanh chéng chia ddi, tao ra cic bd bdn, bd tam va cudi cung thanh cac dam tui bao tir. Sy
tao thanh cc bd bén bat diu didn ra & giai doan con rét sdm trude khi cc tai bao tir chin.
Céc dic tinh ndy nhét quan véi gidng Schizochytrium.

Thraustochytrid da phan 14p dwgc lun trit vé6i s truy cap ATCC 1a PTA-9695 con
dugc dic trung dya trén sy twong tu gen 18s rARN cua né véi gen cua loai d4 biét. Toan
bd ADN hé gen tir thraustochytrid luwu trit véi sb truy cdp ATCC PTA-9695 @i dugc xac
dinh bing cac phuong phép tiéu chuin (xem tai liéu: Sambrook J. and Russel D. 2001.
Molecular cloning: A laboratory manual, 3™ edition. Cold spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor. New York) va dugc sir dung cho viéc khuéch dai gen 18s
rARN bing PCR (phan tng day chuyén polymeraza). Viéc khuéch dai bing PCR gen 18s
rARN did dugc thuc hién véi cac doan mdi da duge mé ta trude day (xem tai liéu: Honda
et al., J. Eukaryot. Microbiol 46(6), 1999). Cac diéu kién tién hanh PCR v&i khuén ADN
nhiém sic thé 1a nhw sau: 0,2 uM cac dNTP; 0,1 pM mdi doan mdi; 8% DMSO; 200 ng
ADN nhiém sic thé; 2,5 U HS ADN polymeraza dung hop II PfuUltra® (Stratagene) va
1X dém PfuUltra® (Stratagene) trong tdng thé tich 50 pl. Thi tyc PCR gdm céc budre sau:
1) 95°C trong thoi gian 2 phit; 2) 95°C trong thoi gian 45 gidy; 3) 55°C trong thoi gian 30
gidy; 4) 72°C trong thoi gian 2 phut; 5) lip lai cac bude tir 2 dén 4 trong 40 chu trinh; 6)
72°C trong thoi gian 5 phat; va 7) duy tri & 6°C.

-33-



27408

Khi ding khu6n nhiém séc thé mé ta & trén, su khuéch dai bang PCR cho san phim
ADN khéc biét, ¢6 kich thuéc mong mudn. San phim cia PCR dugc nhan dong vao vecto
pJET1.2/cun (Fermentas) dua theo huéng din cia héng san xuét, con trinh tu doan xen
dugc xac dinh bing cach st dung céc doan mbi tiéu chudn dugc cung cap.

Béng 2 trinh bay sy so sanh trinh ti ctia 18s rARN tir thraustochytrid dugc lwu trit
c6 sb truy cap ATCC 1a PTA-9695 v&i cac trinh tr ADN & co s6 dit liéu dién tir cia Trung
tam Qudc gia vé Thong tin Cong nghé sinh hoc (NCBI). N6i mdt cach vén tt, “% ddng
nhit” dwoc x4c dinh bing ma tran tinh diém “swgapdnamt” trong chuong trinh “AlignX”
cia chuong trinh VectorNTI (Invitrogen), 12 mdt chudn dung cho séng hang so sanh
ADN. “% tong thé” duoc rit ra tir cac két qua tinh to4n bing Céng cu Co ban Tim kiém
Song hang so sanh Cuc by (BLAST) tir co s& dit liéu dién tt NCBI va 13 phén trim cta do
dai vén tin dugc dua vao cac doan dugc 1am thing hang dé so séanh.

- Bang 2: So sanh c4c trinh tu 18s rARN

: % DOng nhat % tong thé
Thraustochytrid Phép tinh 55 1 | Phép tich s 2
Thraustochytrium aggregatum (p) 98 90
Thraustochutriidae sp. HU1 84 86
Thraustochutriidae sp. 8-7 84 91
T"hraustochytrium multirudimentale 81 88
Thraustochutriidae sp. PW19 81 85
Schizochytrium sp. ATCC 20888 81 95

Ghi cht: (p): chi trinh ty khong ddy du

Nhu duge néu trong Bang 2, da x4c dinh thiy rang, v& % ddng nhét, thi trinh tu gen
18s rARN (SEQ ID NO: 1) tir thraustochytrid dugc luu trit ¢6 s6 truy cp ATCC la
PTA-9695 c6 lién quan gan giii v6i, mic du khong phai 1a ddng nhit véi, trinh tu gen 18s
rARN cuia T. aggregatium dugc dé xuit trong tai liéu Honda, D. et ah, J. Euk. Micro.
46(6): 637-647 (1999). Trinh tu gen 18s rARN dugc cdng bd cho T, hraustochytrium
aggregatium 13 trinh tu khong ddy du, voi doan khuyét gdm x4p xi 71 nucleotit ADN &
gifta trinh tr. V& phén trdm bao quat, thi trinh ty gen 18s rARN cuia sin phdm phén lap
theo séng ché c6 quan hé gan giii voi Schizochytrium sp. ATCC 20888 hon so v6i T,
aggregatium.

Cac protein c6 mirc bao toan cao nhu actin va beta-tubulin da dugc st dung rong
rdi, cing voi gen 18s rARN, dé 1am d4u chuin danh gid quan h¢ phat sinh ching loai giita

cac sinh vat (xem tai liéu: Baldauf, S. M. Am. Nat. 154, S178 (1999)). Toan by ADN hé
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gen tir thraustochytrid dugc lwu trit ¢6 s6 truy cdp ATCC 1a PTA-9695 cling dugc sir dung
1am khudn dé khuéch dai ca gen actin va gen beta-tubulin bing PCR. Su khuéch dai bang
PCR nay dugc tién hanh véi cic doan mdi danh cho céc vung duoc bao toan trong cac
trinh ty ADN actin va beta-tubulin tir . aggregatum.

Cac diéu kién tién hanh PCR v6i khuon ADN nhiém séc thé 1a nhu sau: 0,2 pM
cac dNTP; 0,1 pM mdi doan mdi; 8% DMSO; 200 ng ADN nhiém séc thé; 2,5 U HS
ADN polymeraza dung hop II Herculase® (Stratagene) va 1X dém Herculase®
(Stratagene) trong téng thé tich 50 ul. Thi tuc PCR gdm cac bude sau: 1) 95°C trong thoi
gian 2 phat; 2) 95°C trong thoi gian 30 gidy; 3) 55°C trong thoi gian 30 gidy; 4) 72°C
trong thoi gian 2 phut; 5) 13p lai cdc budc tir 2 dén 4 trong 40 chu trinh; 6) 72°C trong thoi
gian 5 phut; va 7) duy tri ¢ 6°C.

Khi dung khudn nhiém séc thé mé ta & trén, sy khuéch dai bang PCR cho céc san
phédm ADN khéc biét, c6 kich thuéc mong mudn. Céc san phaim twong ung cua PCR dugc
nhén dong vao vecto pJET1.2/cin (Fermentas) dya theo huéng dan cua hing san xuit,
con trinh ty doan xen ctia mdi san phém duoc xac dinh bﬁng cach sir dung cac doan mdi
tiéu chudn dugc cung cép.

Béang 3 cho thiy d6 dong nhét v& trinh tyr axit amin ciia actin (SEQ ID NO: 3) tir
thraustochytrid dugc luu trit c6 sb truy cap ATCC PTA-9695, so v6i cac trinh ti axi amin
cla actin ¢ co s& dit ligu cong cong. P ddng nhét nay duge x4c dinh bing ma tran tinh
diém “blosum62mt2” trong chuong trinh “AlignX” cua chuong trinh VectorNTI
(Invitrogen), 12 mot chuén ding dé lam thing hang so sdnh protein.

Bang 3: So sénh % ddng nhét vé trinh tur axit amin ctia protein actin

Céc thraustochytrid % DPong nhat
Thraustochytriidae sp. RT49 98
Schizochytrium sp. ATCC 20888 96
T'hraustochytrium striatum 96
Thraustochytrium aggregatum 96
Japonochytrium marinum 95
Thraustochytrium aureum 95

Bang 4 cho thdy mitc d9 déng nhét v& trinh ty axit amin ctia beta-tubulin (SEQ ID
NO: 5) tr thraustochytrid dugc luu trit ¢ sb truy cdp ATCC PTA-9695, khi so v6i cac
trinh ty axi amin ciia beta-tubulin & co s dit liéu cong cdng. Mirc dod d(“)ng nhét nay dugc

xéc dinh bing ma trin tinh diém “blosum62mt2” trong chuong trinh “AlignX” cua
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chuong trinh VectorNTI (Invitrogen), 1a mot chudn ding d lam thing hang so sanh
protein.

Bang 4: So sanh % ddng nhét v& trinh ty axit amin ctia protein beta-tubulin

Céc thraustochytrid % Dong nhét
Aplanochytrium kerguelense 100
Aplanochytrium stocchinoi 100
Japonochytrium marinum 100
Labyrinthula sp. N8 100
Thraustochytriidae sp. RT49 100
Thraustochytnum aggregatum 100
Thraustochytriidae sp. HU1 100
Thraustochytrium aureum 100
Thraustochytrium kinnei 100
Thraustochytriidae sp. #32 100
Thraustochytriidae sp. PW19 100
Schizochytrium aggregatum 100
Schizochytrium sp. ATCC 20888 100

Trén co s¢ cic xdc dinh déc tinh & trén, thraustochytrid da phén 14p lwu trit véi sd
truy cdp ATCC PTA-9695 dugc xem 1& mot loai Schizochytrium méi va do d6 cling dugc
dat tén 1a Schizochytrium sp. ATCC PTA-9695.

Vidu2

Thraustochytrid da phén 1ap luu trit v6i s6 truy cdp ATCC PTA-9695 c6 mirc sinh
truéng té bao cao trong céc diéu kién nuoéi c4y khac nhau, nhu dugc chi ra du6i day. Cac
moi trudng va didu kién nudi cdy thong thuong dugc néu ra trong Bang 1. Ngoai ra, da
quan sat thiy ham lugng 16n céc axit béo va DHA (trc 1a trén 50% theo trong lugng ciia
trong lugng té bao khd 1a cac axit béo va trén 50% theo trong luong clia cic metyl este
axit béo la DHA).

Trong cac méi trudng nudi cdy dugc cung cip ngudn dinh dudng cacbon va nito,
v6i 8.200 ppm CI' & nhiét d6 22,5°C, ciing véi 20% oxy hoa tan & pH = 7,0, thi san phdm
phén 18p cho trong lwong té bao kho 1a 140 g/l sau 7 ngay nudi cdy, v6i ham lugng axit
béo 14 70% theo trong Iugng. Ngudn dinh dudng ammoniac vong kin dugc st dung va
duy tri d0 pH & 7,0. Nang suét axit béo omega-3 1a 8,92 g/(I*ngay) & cac diéu kién nay,
v6i 4,7 g/l EPA (chiém 5% theo trong lugng cita céc axit béo) va 56,3 g/l DHA (chiém
57% theo trong luong ctia cc axit béo) sau 7 ngay.

Trong cac méi trudng nudi cly duge cung cdp nguodn dinh dudng cacbon va nito,
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v6i 3.640 ppm CI” & nhiét d6 22,5°C, cung véi 20% oxy hoa tan & pH = 7,0, thi san phdm
phén 18p cho trong lugng té bao kho 1a 82 g/l sau 7 ngay nudi cdy, voi ham lugng axit béo
1a 58% theo trong luong. Ning suit axit béo omega-3 13 4,5 g/(I*ngdy) & cac diéu kién
nady, voi 2,1 g/l EPA (chiém 4,3% theo trong lugng cua cic axit béo) va 28,5 g/l DHA
(chiém 58,7% theo trong lugng cla céc axit béo) sau 7 ngay.

Trong c4c mdi trudng nudi cdy duge cung cp ngudn dinh dudng cacbon va nito,
v6i 980 ppm CI” ¢ nhiét do 22,5°C, cung véi 20% oxy hoa tan & pH = 7,0, thi san phém
phén 14p cho trong lugng té bao kho 1a 60 g/l sau 7 ngay nudi ciy, voi ham lugng axit béo
12 53% theo trong lugng. Ning suét axit béo omega-3 1a 2,8 g/(I*ngay) & cac diéu kién
ndy, voi 1,1 g/l EPA (chiém 3,4% theo trong luong cia cic axit béo) va 18,4 g/l DHA
(chiém 56,8% theo trong lugng cla céc axit béo) sau 7 ngay.

Vidu3

Céc dau dugc chiét tir mAu sinh khéi (mu A) cia thraustochytrid d4 phan lap
duogc luu trit véi s truy cap ATCC PTA-9695. MAu sinh khéi ndy dugc sdn xuét ra trong
nudi cdy c6 cung cip ngudn dinh dudng cacbon va nito, véi 980 ppm CI & nhiét do
22,5°C, cung véi 20% oxy hoa tan & pH = 7,0. Cac diu da dugc chiét xuit tir mAu sinh
khdi A bing qué trinh chiét véi hexan, cho mau du vi sinh vt Al. N6i mot cach ngén
gon, sinh khéi khé dugc nghién cling v6i hexan trong cac 6ng nghiém bang thép khong gi
nho céc vong bi bing thép khong gi trong thoi gian khoang 2 giy. Huyén phu dic dugc
loc hut chan khéng va thu 14y dich loc. Dung m6i hexan dugc tach loai bing may c6 quay.
Céc diu ciing dugc chiét xuit tir m3u sinh khéi A bing quy trinh FRIOLEX® (GEA
Westfalia Separator UK Ltd., Milton Keynes, Anh qudc), cho mau du vi sinh vat A2.
Céc loai lipit riéng biét da dugc phan tach tir cdc miu dau vi sinh vt Al va A2 bing
phuong phap sic ky nhanh ap suét thap va xéc dinh phén trim theo trong lugng ctia mbi
loai lipit. Thanh phan axit béo ctia mdi loai lipit da dugc xéc dinh bing séc ky khi, véi
detecto ion hod ngon Itra (GC-FID), dudi dang céc metyl este clia axit béo (FAME).

Séic ky nhanh - séc ky nhanh dugc sit dung d chia tach céc loai lipit c6 trong cac
dau thé va dé xac dinh phén trim theo trong lugng ctia mdi loai lipit trong cac diu do. Hé
sic ky st dung silicagel 60 (EMD Chemical, Gibbstown, NJ) véi pha dong gbm ete petrol
va etyl axetat, toc do dong 3 ml/phiit. Gradien nic dugc sir dung dé rira giai chon loc mbi
loai lipit ra khoi cot. Gradien pha dong bit ddu tir 100% ete petrol va két thuc véi 50%

etyl axetat (sau d6 rira bang metanol 100%). Céc phan doan dwgc thu vao cac dng nghiém
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c6 dung tich 10 ml, str dung bd thu phén doan c6 gia rong Gilson FC 204 (Gilson, Inc.,
Middleton, WI). Timg 6ng nghiém dugc phan tich bang séc ky 16p méng (TLC) va céac
6ng chira céc loai lipit riéng biét (dugc phan doan b?mg s c6 mit chi ciia mot vét trén ban
TLC VOI hé s6 gitt theo du doan (Rf)) dugc gdp lai, cd t6i khd va can. Sau do, téng ham
lwong phén doan dugc x4c dinh bang phuong phép trong lugng.

Phdn tich TLC - Phan tich bang séc ky 16p mong dugc thuc hién trén cic ban
silicagel. Cac ban nay dugc giai hip bing hé dung moi gbm ete petrol : etyl ete : axit
axetic (80:20:1) va dugc hién vét bing hoi iot. Céc gia tri Rf ctia mbi vét sau d6 duge so
sanh v6i cac gia tri dd duge thong béo trong tai liéu tham khao cho mdi loai lipit.

Phdn tich axit béo - Cac miu sinh khéi va céc loai lipit d@ phén 1ap duoc phan tich
vé thanh phén axit béo dudi dang céc metyl este ctia axit béo (cdc FAME). Céc méu dugc
can truc tiép trong cac 6ng nghiém voi ndp c6 ren, rdi thém vao mbi 6ng 1 ml chudn noi
C19:0 (NuCheck, Elysian, MN) trong toluen va 2 ml dung dich HC1 1,5 N trong metanol.
Céc 6ng nghiém dugc 1ic tron manh trong gidy 1at va dit 1én bd gia nhiét trong thoi gian
2 git & nhigt d6 100°C. Céc bng dugc I4y ra khoi bd gia nhiét, dé nguéi va thém vao d6 1
ml dung dich NaCl bdo hoa trong nuéc. Cac 6ng nghiém lai duoc lic tron manh, ly tim;
phén 16p trén (16p hiru co) dugce cho vao lo GC (sic ky khi) va phan tich bing phuong
phap GC-FID. Cac FAME dugc dinh lugng nhd sit dung d6 thi chuén néi c¢6 ba diém
dugc xay dung vé6i chuén tham chiéu Nu-Chek-Prep GLC (Nu-Chek Prep, Inc., Elysian,
MN) va dugc nhén dang thir dya vao thoi gian Ivu. Céc axit béo c6 mit duge bidu didn
ham lugng bing mg/g va bing % trong tdng cac FAME.

M3u Al duge chuén bi béng cach hoa tan déu tho trong hexan va dua 16n dau cot
sic ky. Sau khi phan doan miu nay bing sic ky nhanh, thi x4c dinh dugc phan doan este
sterol chiém 1,2% theo trong luong, phan doan triaxylglyxerol (TAG) chiém 82,7% theo
trong lugng, phan doan axit béo tw do (FFA) chiém 0,9% theo trong lugng, va phan doan
diaxylglyxerol (DAG) chiém 2,9% theo trong lugng trong dau thd. Toan b thanh phén
axit béo ctia mau dau thd Al va cac phén doan phan 1ap dugc dugc trinh bay & Bang 5 va
Bang 6 dud6i day, tinh theo mg/g va % FAME, tuong {ing.

Béng 5: Thanh phan axit béo ciia miu A1l tinh bang miligam trén gam FAME

Sinh khéi | DAuthd |Cicestestero TAG FFA DAG
% Trong lugng Kh°:‘l,§l}’ha“ 38% 1,2% 82,7% 0,9% 2,9%
Axit béo FAME (mg/g)|FAME (mg/g) FAME (mg/g) [FAME (mg/g)FAME (mg/g)FAME (mg/g)
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C12:0% 0,6 0,0 1,9 3,2 1,7 0,0
C14:0% 5,7 13,6 12,8 20,2 13,0 17,6
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 13 3.4 3,1 3,1 2,1 2,6
C16:0* 105,5 239,5 2222 274,3 183,3 225,1
C16:1* 0,0 0,0 0,8 0,0 0,8 0,0
C18:0% 6,4 16,4 43,1 16,8 9,8 14,0
C18:1 N9* 0,0 3,8 1,9 33 1,0 3,5
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:0* 1,8 5,5 13,0 4,7 2,0 2,9
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,6 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:0% 0,0 0,8 73 0,8 0,0 1,2
C20:4 N7 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 1,0 3,4 0,0 2,6 2,0 1,9
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 1,5 4,1 1,5 3,5 2,1 2,1
C20:5 N3* 18,2 39,5 3,5 38,4 30,6 42,8
C24:0% 0,0 0,0 6,3 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 N6* 11,9 29,5 8,9 26,9 14,8 18,7
C22:5 N3* 1,1 4,7 0,9 3,6 3,4 2,7
C22:6 N3* 253,5 569,7 107,3 556,5 352,8 451,4
Tdng tit ci cic FAME|  408,6 934,0 4354 958,0 620,1 786,4

Bang 6: Thanh phan axit béo cia miu A1 tinh bing phan trim trong tdng cac FAME
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Sinh khéi | DAu thé Cic este sterol TAG FFA DAG
Axit béo %FAME | % FAME % FAME %FAME | %FAME | %FAME

C12:0% 0.1 0,0 0.4 0.3 0.3 0.0
Cl14:0* 14 1.5 29 2.1 2.1 22
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0.3 0.4 0.7 0.3 0.3 0.3
C16:0* 25.8 25.6 51,0 28.6 29.6 28.6
Cl6:1* 0.0 0.0 0.2 0.0 0.1 0.0
C18:0* 1.6 1.8 9.9 1.8 1.6 1.8
C18:1 N9* 0.0 0.4 0.4 0.3 0.2 0.4
C18:1 N7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
C18:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:0* 0.4 0.6 3.0 0.5 0.3 0.4
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0




C20:1 N9* 0.0 0,0 0.0 0.0 0,0 0.0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
C22:0* 0.0 01 1.7 0.1 0.0 0,1
C20:4 N7 0.0 0.0 0.2 0.0 0.0 0.0
C20:3 N3 0.0 0,0 0,0 0.0 0,0 0,0
C20:4 N6* 0.3 0.4 0,0 0,3 0.3 0.2
C22:1 N9* 0,0 0,0 0.0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
C20:4 N3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.3 0.3
C20:5 N3* 4.5 4.2 0.8 4.0 4.9 54
C24:0* 0,0 0,0 1.4 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0.0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
C22:5N6* 2.9 3.2 2,1 2.8 2.4 2.4
C22:5 N3* 0.3 0.5 0.2 0.4 0.5 0.3
C22:6 N3* 62,0 61,0 24.6 58.1 56.9 57.4
Téng FAME, % 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Mau A2 dugc chuin bj bang cach hoa tan diu thd trong hexan va dua 1én du cot

sic ky. Sau khi phan doan miu nay bang sic ky nhanh, thi x4c dinh dugc phén doan este

sterol chiém 0,8% theo trong luong, phan doan triaxylglyxerol (TAG) chiém 83,4% theo

trong lwong, phan doan axit béo tu do (FFA) chiém 1,8% theo trong lugng, va phan doan

diaxylglyxerol (DAG) chiém 5,6% theo trong lugng trong dau thd. Toan bd thanh phén

axit béo ciia miu du thd A2 va cac phan doan phén 13p dugc dugc trinh bay ¢ Bang 7 va

Bang 8 dudi day, tinh theo mg/g va % FAME, tuong ung.

Bang 7: Thanh phin axit béo cia miu A2 tinh bing miligam trén gam FAME
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Sinh khéi Diuthd  [(Cicestesterol TAG FFA DAG
% Trong luong  [Khong phén tichKhéng phan tich 0,8% 83,4% 1,8% 5,6%
Axit béo FAME (mg/g) | FAME (mg/g) [FAME (mg/g)[FAME (mg/g)FAME (mg/g)FAME (mg/g)

C12:0* 0,6 0,0 0,0 1,5 0,0 1,0
Cl14:0* 5,7 13,2 8,9 14,1 9,5 5,4
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 1,3 3,3 2,8 3,4 2,1 2,2

Cl16:0* 105,5 233,7 183,8 246,1 159,7 1373
Cl6:1* 0,0 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0
C18:0* 6,4 16,6 23,6 16,9 11,3 5,6
C18:1 N9* 0,0 7,6 5,0 43 2,4 2,6
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 22 0,7 1,6 0,8 5,1
C20:0* 1,8 5,2 12,1 5,5 2,6 1,1
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 . 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,8 1,0 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0
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C22:0* 0,0 0,7 6,0 1,3 0,8 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 1,0 3,0 0,0 3,1 2,3 1,2
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 1,5 4,1 1,4 4,3 2,7 1,0
C20:5 N3* 18,2 38,6 2,7 38,6 39,5 45,5

C24:0* 0,0 0,0 4,7 0,6 0,0 0,3
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 N6* 11,9 28,2 8,6 29,6 18,0 14,7
C22:5 N3* 1,1 3,4 0,0 3,5 2,5 2,2
C22:6 N3* 253,5 566,7 102,2 575,0 4753 4472
Téng tit cac FAME 408,6 926,5 362,3 951,3 730,4 672,5

Béng 8: Thanh phén axit béo ciia miu A2 tinh bing phan trim trong lugng tdng cac

FAME
Sinhkhéi | Diutho Céc TAG FFA DAG
sterol este

Axit béo % FAME % FAME | %FAME | % FAME | %FAME | % FAME
C12:0* 0,1 0,0 0,0 0,2 0,0 0,2
C14:0* 1,4 1,4 2,4 1,5 1,3 0,8
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,3 0,4 0,8 0,4 0,3 0,3
C16:0* 25,8 25,2 50,7 25,9 21,9 20,4
Cl6:1* 0,0 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0
C18:0* 1,6 1,8 6,5 1,8 1,5 0,8
C18:1 N9* 0,0 0,8 1,4 0,5 0,3 0,4
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 0,2 0,2 0,2 0,1 0,8
C20:0* 0,4 0,6 3,3 0,6 0,4 0,2
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,1 0,1 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:0* 0,0 0,1 1,7 0,1 0,1 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 0,3 0,3 0,0 0,3 0,3 0,2
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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C20:4 N3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,2
C20:5 N3* 4,5 4,2 0,7 4,1 5,4 6,8
C24:0* 0,0 0,0 1,3 0,1 0,0 0,0
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 N6* 2,9 3,0 2,4 3,1 2,5 2,2
C22:5 N3* 0,3 0,4 0,0 0,4 0,3 0,3
C22:6 N3* 62,0 61,2 28,2 60,4 65,1 66,5
Téng FAME, % 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Vidu4

Céc triaxylglyxerit (cdc TAG) dugc phan 1ap tir mAu dau vi sinh vat da chiét xuit
trude tir thraustochytrid phén 1ap luu trit vé6i sb truy cdp ATCC PTA-9695, bing cach
chiét v6i hexan (mAu A1) hogc bang quy trinh FRIOLEX® (GEA Westfalia Separator
UK Ltd., Milton Keynes, Anh quéc) (méu A2), nhu dugc trinh bay & Vidu 3. Phin trim
dién tich trong d6i cia mbi ddng phan TAG dugc x4c dinh bing sic ky 16ng hiu ning
cao pha d4o khong chira nugec (NARP-HPLC) két hop véi su phat hién bang phd khéi ion
hod hoa hoc & 4p suét khi quyén (APCI-MS), va nhan dang thir mdi déng phan vj tri bing
cac kiéu phan manh trong phd khéi.

Céc loai lipit riéng biét, bao gdm cic TAG, dwgc phan téch bang séc ky nhanh.
Phén tich phan doan TAG bang HPLC/APCI-MS @ x4c dinh xem géc axit nao c6 mit
trong mdi loai TAG. Viéc nhan dang thir mdi dinh TAG dugc thyc hién dya vao thoi gian
lwu va phd khéi APCI tng v6i mdi dinh. Khi sir dung NARP-HPLC thi thdi gian luu ciia
mdi TAG ting theo s6 duong lugng cacbon (ECN), ma con sb nay duoc x4c dinh la téng
s& nguyén tir cacbon trong tit ca cac mach axyl trir di hai 14n s6 lién két d6i. Hon nita, khi
str dung céc diéu kién séc ky tdi wu, thi céc c@p TAG kho chia tach, c6 cung ECN nhung
c6 su phan b6 khéc nhau cac gdc axit béo no va khong no, ciing nhu c4c axit béo c6 do dai
mach khéc nhau, déu c6 thé chia tach dugc. Céc phd khéi APCI tmg v6i mdi dinh TAG
cho biét cac khdi lugng cia ion phan tir b gén thém proton [M + H]", c4c ion cdng amoni
[M +NH,]" va cac ion manh DAG. M&i TAG cho mét phd khéi riéng, con khéi luong ciia
céc jon manh DAG giup nhén ra mdi loai TAG. Ion méanh tmg v&i sy mat mot nhém axyl
tir vi tri sn-2 s& c6 cudng do thap nhit trong phd APCI béi vi ion ndy kém thuan loi hon vé
mit ning lugng so véi sy mét nhém axyl & vi tri sn-1 hodc vi tri sn-3 (xem tai liéu:
Modern Methods for Lipid Analysis by Liquid Chromatography Mass Spectrometry and
Related Techniques 276-297 (William Craig Byrdwell ed., 2005)).
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Sdc ky nhanh - Séc ky nhanh dugc st dung @& chia tach céc loai lipit c6 mat trong
dau thé va dé x4c dinh phén trim theo trong luong cuia mdi loai lipit c6 mit trong dau nay.
Hé sic ky sir dung silicagel 60 vé6i pha dong gdm ete petrol va etyl axetat, & tdc do dong 3
nrl/phut. Cradien nic dugc str dung dé rira giai chon loc mdi loai lipit ra khéi cot. Gradien
pha dong bat diu tir 100% ete petrol va két thiic v&i 50% etyl axetat (sau d6 rira bang
metanol 100%). Céc phan doan dwgc thu vao cac dng nghiém co dung tich 20 ml, st dung
b6 thu phén doan c6 gia 16ng Gilson FC 204 (Gilson, Inc., Middleton, WI). Ting 6ng
nghiém dugc phan tich bing sic ky 16p méng (TLC) va cc dng chta céc loai lipit riéng
bi¢t (dugc phan doan b%mg su c6 mit chi ctia mdt vét trén ban TLC véi Rf theo du doan)
dugc gop lai, co t6i kho va can. Sau d6, tbng ham luong phéan doan dugc xac dinh béng
phuong phép trong lugng.

Phan tich bang TLC - Séc ky 16p mong duoc thuc hién trén cac ban trang silicagel.
Céc ban nay dugc rira giai bing hé dung méi gbém ete petrol: etyl ete : axit axetic
(80:20:1) va dugc hién vét bing hoi iot. Cac gid tri Rf ctia mdi vét sau d6 duoc so sénh véi
cac gia tri dd dugc thong béo trong tai liéu tham khao cho mdi loai lipit.

Phdn tich HPLC/APCI-MS - Hé théng LC/MS dugc st dung gdm thiét bi HPLC
kiéu 1100 Hewlett Packard c6 trang bi phd khdi ion hod hod hoc & ap suat khi quyén
(APCI) va detecto chon loc khéi lwrong (MSD) kidu 1100 Hewlett Packard (Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA). Phuong phiap HPLC nay sitr dung hai cot C18
PHENOMENEX® (250 mm x 4,6 mm, 5 pm; Phenomenex, Inc. (Torrance, CA)) méic
ndi tiép vé6i nhau, véi téc d6 dong 1 ml/phut, thé tich bom méu 0,2 pl va nhiét do cot
50°C. Pha dong gdm 0,1% amoni axetat trong isopropanol (dung mdi A) va axetonitril
(dung mdi B). Gradien tuyén tinh duoc sir dung bét dau tir ty 18 20% dung moi A, tang
dan t6i ty 18 75% dung mdi A trong thoi gian 40 phit, duy tri & ty 1€ 75% trong thoi gian
5 phit, rdi tr& vé ty 16 20% dung mdi A trong thoi gian 1 phut, va duy tri & ty 18 20% dung
mdi A trong thoi gian 9 phut nita. Khoang khéi lugng ctia MSD duoc thiét 1ap & m/z
400-1150, v6i thé cta bd phan manh 1a 150, tbe d dong khi lam kho 61/phut, 4p suét ciia
déu phun 45 psig (=31 N/cmz), nhiét d6 cua khi lam khé 350°C, nhiét d6 cta bd hoa hoi
325°C, dién thé clia mao quén 3.500 V va cuong do dong dién hoa 10 pA.

Tridocosahexaenoin (Tri-DHA) - Tri-DHA STD (NuCheck, Elysian, MN) dugc
sit dung dé danh gi4 hé thong séc ky va do chinh x4c cia dap ng detecto. Thoi gian luu

cia dinh Tri-DHA 1a 22,5 phut va toan b sdc ky dd ion (TIC) c6 ty 1é tin hiéw/tiéng n
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thich hgp. Céc phd khéi APCI tuong tng voi dinh Tri-DHA cho thiy ion phén tir dugc
gén véi proton [M + H]" & m/z 1.023,7, c4c ion cong amoni [M + NH,]" & miz 1.040,8 va
mdt ion manh DAG dic trung & m/z 695,5.

Mau phéan doan TAG da phan 14p dugc chuén bi trong hexan va phan tich bang
phuong phdp NARP HPLC/APCI-MS dé nhan dang cc dng phin TAG riéng biét.

Phé khéi twong tng v6i mdi dinh dugc danh gia va thir nhan dang timg gdc axit
béo; két qua dugc téng hop trong cac Bang 9 va 10 dudi day.

Bang 9: Nhéan dang thit cac loai TAG béng LC/APCI-MS trong miu Al

Thoi gian luu | Dinh sé }j},"‘}‘}ﬁfﬁi ;h;‘) %tg}ilé“ M+H] | M+NH]t | CA° mj‘r‘l‘;}(lDAG)
21,4 1 EPA/EPA/DHA 03 971,7 9888 643,5:669,3
21,9 2 DHA/DHA/EPA | 44 997,8 1014,7 669,5; 695,5
2.4 3 DHA/DHADHA | 11,6 | 10237 1040,7 695,5
233 4 | DHA/ARADHA | 05 9996 1016,7 6714
236 5 DHA/DPADHA | 02 1025,9 1042,8 697,5
241 6 | DHA/DHA/ARA | 07 999,7 1016,8 671,5; 695,5
246 7 DHA/DHA/DPA | 24 1025,7 1042,5 695,5; 6974
253 8 EPA/14:0/DHA 03 897,6 9146 569,4; 595,3
25.9 9 DHA/DHA/14:0 26 923,7 940,7 595,4; 695,5
272 10 | DHA/DHA/15:0 0.4 9378 954,7 609,5; 695,5
27,5 11 EPA/EPA/16:0 0.2 899,5 916,7 597,5; 6435
28,0 12 DHA/16:0/EPA 4, 925,8 942,7 597,4; 623.5; 669,5
285 13 | DHADHA/I60 | 308 | 9517 968,7 623,7; 695.5
295 14 | DHA/ARA/I6:0 0.7 927,6 944,71 599,5; 671,5
29,7 15 | DHA/DPA/16:0 0,9 953,7 970,8 625,5; 697,5
30,4 16 DHA/I6:0/ARA | 0,9 927,7 944,6 599,5; 623,5
30,8 17 DHA/16:0/DPA | 4,5 9538 970,7 623 ,4; 6253
31,1 18 DHA/I8:0/DHA | 18 979,7 996,7 651,5
323 19 DHA/14:0/160 | 23 851,7 868,7 5235
136 2 DHA/I5:0/16:0 | o 865,7 882,7 5374

’ DHA20:0DHA | & 1007,8 1024,9 679.5
34,9 21 DHA/16:0/160 | 19,3 879,7 896,7 551,5, 623,5
DHA/22:0/DHA 1035,8 1052,8 707,7
36,1* 2 DHA/18:0/150 | 0.5 893,8 910,8 565,5
DPA/16:0/16:0 881,8 898,83 551,5; 625,4
37,4 23 DHA/16:0/18:0 | 3. 907,7 924,7 579,5; 623,5
38,9 24 16:0/16:0/14:0 0,3 Khégflfhan 796,7 523,4; 551,
40,1 25 DHA chta TAG | 04 1117, 1134,9 789,7
40,8 26 DHA chta TAG | 04 1091,9 1108, 763,7
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413 27 16:0/16:0/16:0 1,0 Khégﬁlfhﬁn 824,6 551,5
42,0 28 DHA/16:0/22:0 0,2 963,8 980,8 623,3; 635,4
13.5% - DHA/20:0/22:1 03 10178 1034.8 689,7
’ 16:0/20:0/14:0 ’ 835,6 852.8 579,5; 607,5
45,6% 30 DHA/22:0/22:1 0,7 1045,8 1062,8 717,7
46,3* 31 DHA/20:0/22:0 0,5 1019,8 1036,9 691,7
Bang 10: Nhén dang thit c4c loai TAG biang LC/APCI-MS trong miu A2
Bl e o g | norrr Mok nanh 0ac)
21,4 1 EPA/EPA/DHA 0,3 971,7 988,8 | 643,5;669,3
21,9 2 DHA/DHA/EPA 4,5 997,8 1014,7 | 669,5; 695,5
22,3 3 DHA/DHA/DHA 14,0 1023,7 1040,7 695,5
23,3 4 DHA/ARA/DHA 0,6 999,6 1016,7 671,4
23,6 5 DHA/DPA/DHA 0,3 1025,9 1042,8 697,5
24,1 6 DHA/DHA/ARA 0,9 999,7 1016,8 | 671,5;695,5
24,6 7 DHA/DHA/DPA 3,0 1025,7 1042,5 | 695,5;697,4
25,4 8 EPA/14:0/DHA 0,2 897,6 914,6 | 569,4;595,3
25,9 9 DHA/DHA/14:0 2,1 923,7 940,7 | 595.4;695,5
27,2 10 DHA/DHA/15:0 0,5 937,8 9547 | 609,5;695,5
27,6 11 EPA/EPA/16:0 0,2 899,5 916,7 | 597,5;643,5
28,1 12 DHA/16:0/EPA 42 925,8 942,7 597;‘6;96?’5;
28,5 13 DHA/DHA/16:0 31,4 951,7 968,7 | 623,7; 395,5
29,6 14 DHA/ARA/16:0 0,7 927,6 9447 | 599,5;671,5
29,8 15 DHA/DPA/16:0 0,6 953,7 970,8 | 625,5;697,5
30,4 16 DHA/16:0/ARA 0,9 927,7 9446 | 599,5;623,5
30,8 17 DHA/16:0/DPA 4,5 953,8 970,7 | 623,4;6253
31,1 18 DHA/18:0/DHA 22 979,7 996,7 651,5
32,4 19 DHA/14:0/16:0 1,5 851,7 868,7 523,5
136 20 DHA/15:0/16:0 0.9 865,7 882,7 537,4
> DHA/20:0/DHA ’ 1007,8 1024,9 679,5
34,9 21 DHA/16:0/16:0 16,1 879,7 896,7 | 551,5;623,5
DHA/22:0/DHA 1035,8 1052,8 707,7
36,1 2 - DHA/18:0/15:0 0,4 893,8 910,8 565,5
DPA/16:0/16:0 881,8 898,8 | 551,5:625,4
37,3 23 DHA/16:0/18:0 3,4 907,7 924,7 | 579,5;623,5
39,7 24 16:0/16:0/14:0 0,9 Khﬁg,%}fha“ 796,7 | 523,4;551,5
40,0 25 DHA chira TAG 0,8 1117,9 1134,9 789,7
40,8 26 DHA chira TAG 0,6 1091,9 1108,9 763,7
41,3 27 16:0/16:0/16:0 0,7 Khégﬁlfhﬁ“ 824,6 551,5
42,1 28 DHA/16:0/22:0 0,3 963,8 980,8 | 623,3;6354
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DHA/20:0/22:1 1017,8 | 10348 689.7
43,5% 29 16:0/20:0/14:0 0,2 835.6 852,8 | 579.5:607.5
45 6+ 30 DHA/22:0/22:1 0.8 10458 | 10628 77,7
463* 31 DHA/20:0/22:0 0.7 10198 | 10369 691,7

Vidu5
Sau khi dau dugc chiét tir canh 1én men bing quy trinh Friolex nhu dugc trinh bay

& Vi du 3, dau tho tiép tuc duge ché bién thong qua céc budc tinh ché, tiy tring va khir
mi dé thu dugc dau cudi. Diu cudi duge pha loAng bing dau huéng duong c6 ham lugng
axit oleic cao dé thu dugc diu thuong phdm hoan t4t véi ham lugng DHA x4p xi 400
mg/g. Céc loai lipit dugc tach thanh loai riéng biét va thanh phan axit béo ciia mbi loai
lipit d4 dugc xéc dinh bang séc ky khi, v6i detecto ion hoa ngon lita (GC-FID), duéi dang
cac metyl este cua axit béo (FAME).

Sdc ky nhanh - séc ky nhanh dugc str dung dé chia tach cac loai lipit ¢6 trong déu
cudi va dé xac dinh phén trim theo trong lugng mdi loai lipit c6 trong dau nay. Hé séc ky
sir dung silicagel 60 (EMD Chemical, Gibbstown, NJ) véi pha dong gém ete petrol va
etyl axetat, & tbc do dong 3 ml/phut. Gradien nic dugc st dung dé rira giai chon loc mbi
loai lipit ra khéi cot. Gradien pha dong bét dau tir 100% ete petrol va két thiic voi 50%
etyl axetat (sau d6 rira bang metanol 100%). Cac phan doan dugc thu vao cac dng nghiém
¢6 dung tich 10 ml, st dung b thu phan doan c6 gia rong Gilson FC 204 (Gilson, Inc.,
Middleton, WI). Ting éng nghiém dugc phan tich bing sic ky 16p mdng (TLC) va cac
6ng chira céc loai lipit riéng biét (dugc phan doan bang su c6 mit chi ciia mot vét trén ban
TLC véi hé s giit theo du doan (Rf)) dugc gop lai, cd t6i kho va can. Sau d6, tong ham
lugng phan doan dugc x4c dinh bing phuong phép trong luong.

Phan tich TLC - Phan tich bang séc ky 16p méng duge thuc hién trén cic ban
silicagel. Cac ban nay dugc giai hdp bing hé dung moi gbm ete petrol: etyl ete: axit axetic
(80:20:1) va dugc hién vét bing hoi iot. Cac gié tri Rf cia mbi vét sau do6 dugc so sanh
v6i céc gid tri dd dugc thong bao trong tai liéu tham khao cho mdi loai lipit.

Phan tich axit béo - MAu dau cudi va c4c loai lipit d4 phan 1ap dugc phan tich vé
thanh phan axit béo dué6i dang cac metyl este cua axit béo (cac FAME). Cac mau duogc
can truc tiép trong cac 6ng nghiém véi ndp c6 ren, rdi thém vao mdi 6ng 1 ml chuin noi
09:0 (NuCheck, Elysian, MN) trong toluen va 2 ml dung dich HC1 1,5 N trong metanol.
Céc 6ng nghiém duogc lic tron manh trong gidy lat va dit 1én bd gia nhiét trong thoi gian

2 gitr & nhiét d9 100°C. Céc dng nghiém dugc 14y ra khoi bd gia nhiét, dé ngudi va thém
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vao d6 1 ml dung dich NaCl bdo hoa trong nuéc. Cac 6ng nghiém lai dugc l4c tron manh,
ly tAm; phén 16p trén (16p hitu co) duge cho vao lo GC (séc ky khi) va phén tich bing
phuong phap GC-FID. Cac FAME dugc dinh lugng nho str dung dd thi chuén ndi co ba
diém dugc xady dung voi chuin tham chiéu Nu-Chek-Prep GLC (Nu-Chek Prep, Inc.,
Elysian, MN) va dugc nhén dang thir dwa vao thoi gian lvu. Céc axit béo ¢6 mat duogc
biéu dién ham luong bing mg/g va bing % trong téng cac FAME.

hdéuduqcchuénbibéngcédnhoatan2501ngd§ucu6i&ong600plhexmnvédua
[én dAu cot séc ky. Sau khi phan doan mAu nay bing sic ky nhanh, thi x4c dinh dugc phan
doan este sterol chiém 1,2% theo trong lugng, phan doan triaxylglyxerol (TAG) chiém
92,1% theo trong lwgng, phin doan axit béo tu do (FFA) chiém 2,1% theo trong luong,
phén doan sterol chiém 1,1% theo trong lugng va phan doan diaxylglyxerol (DAG) chiém
2,8% theo trong lugng, trong dau cubi.

Phan tich bing TLC céc phan doan da gop lai cho thdy ring, cac phan doan FFA va
sterol bj tron 13n v6i TAG va DAG, tuong tmg. Toan b thanh phin axit béo ciia miu diu
cubi FRIOLEX® néu trén v ciia cic phén doan phan 14p dugc dugc trinh bay & Bang 11
va Bang 12 duéi day, tinh theo mg/g va % FAME, tuong tng.

Bang 11: Thanh phan axit béo trong dau cudi tinh bing miligam trén gam FAME

Diucubdi  [Céc este sterol TAG FFA Sterol DAG

% Trong lugng  [Khong phan tich| 1,2 92,1 2,1 1,1 2,8
Axit béo FAME (mg/g) [FAME (mg/g)[FAME (mg/g)FAME (mg/g)FAME (mg/g)FAME (mg/g)

C12:0* 0,0 0,0 1,0 0,0 1,2 0,6
C14:0* 11,5 5,1 11,3 6,0 9,6 5,7
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 23 0,0 2,3 1,2 2,0 1,9

Cl16:0* 183,3 80,0 180,8 99,9 149,3 132,2
Cl6:1* 0,0 0,0 0,9 0,0 0,8 0,6
C18:0* 19,6 17,5 19,6 7,5 16,2 6,7
C18:1 N9* 243,3 242.8 249,6 62,9 190,5 84,0
C18:1 N7 1,9 1,7 2,0 0,8 1,9 0,9
C18:2 N6* 13,8 5,6 13,8 6,2 14,3 9,1
C20:0* 4,3 6,6 4,5 1,5 3,6 1,4
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,8 0,0 0,8 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,7 1,3 0,9 0,4
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,6 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0
C22:0%* 33 61,0 3,2 1,1 3,0 1,2
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 No6* 1,7 0,0 2,3 1,4 1,9 1,3
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 2,4 4,5 3,0 2,2 2,6 1,3
C20:5 N3* 28,1 3,0 27,7 38,6 25,6 43,2
C24:0% 1,4 64,3 1,4 0,0 2,0 1,0
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 No* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 No* 20,0 7,6 21,0 10,1 17,2 14,4
C22:5 N3* 2,8 0,0 3,1 3,7 34 2,9
C22:6 N3* 407,1 72,5 4174 443,6 350,5 428,5
Téng tit ca cac FAME 936,1 572,1 967,6 688,0 797,3 7373

Bang 12: Thanh phén axit béo ciia ddu cubi tinh bang phén trim trong tdng FAME

Diucubi | Caceste TAG FFA Sterol DAG
sterol
Axit béo %FAME | %FAME | %FAME | %FAME | %FAME | %FAME

C12:0% 0,0 0,0 0.1 0,0 0.2 01
Cl14:0* 12 0,9 12 0,9 12 0,8
Cla:1* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,2 0,0 02 0,2 0.2 0,3
C16:0* 196 12,0 18,7 14,5 18,7 17,9
Cl6:1* 0,0 0,0 0.1 0,0 0,1 0.1
C18:0* 21 3.1 2,0 1,1 2,0 0,9
C18:1 No* 26,0 24 25.8 9,1 23,9 114
C18:1 N7 0.2 0.3 02 0.1 0.2 0.1
C18:2 N6* 1,5 1,0 14 0,9 1,8 12
C20:0* 0,5 1,1 0,5 0,2 0,5 0.2
CI183 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 No* 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0.1 0.2 0.1 0,1
202 N6* 0,0 0,0 0,1 0,0 0,0 0,0
C203 N6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:0* 04 10,7 03 0.2 04 0.2
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 0.2 0,0 02 0.2 0.2 0.2
C22:1 No* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,3 0,8 03 0,3 03 0.2
C20:5 N3* 3,0 0,5 2,9 56 32 5.9
C24:0% 0.2 112 0.1 0,0 02 0.1
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:5 N6* 2.1 13 22 15 22 1,9
C22:5 N3* 0,3 0,0 03 0,5 0,4 04
C22:6 N3* 36 12,7 431 64,5 44,0 58,1
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| Téng FAME, %

100 100

| 100 ]

100

100

100

Vidub6
Viéc phan tich cac triaxylglyxerit (cic TAG) trong dau cudi trinh bay & Vidu 5

duoc thyc hién theo cdc k¥ thudt trinh bay & Vi du 4. Viéc nhan dang thir mdi géc axit béo

da dugc thuc hién; két qua dugc téng hop trong cac Bang 13 va 14 dudi day.

Bang 13: Nhan dang thir cac loai TAG chinh

Th"éii‘li“plh"l;‘t % | Nhan dang thir (sn-1/ sn-2/sn-3) Phén trdm dién tich
22.0 DHA/DHA/EPA 34
22.5 DHA/DHA/DHA 104
24.7 DHA/DHA/DPA 21
282 DHA/16:0/EPA 34
28.7 DHA/16:0/DHA 23.0
310 DHA/16:0/DPA 33
35.2 DHA/16:0/16:0 11,6
37.6 DHA/16:0/18:0 43
40.4 18:1/18:1/18:1 14,0

Bang 14: Nhén dang thir céc loai TAG bing LC/APCI-MS

Thoi gian lvu [Dinh sb (SN’?_@}I};E‘Z‘ES :lh;’) % Dién tich M+H]* [M+NH4]* | Céc manh (DAG)
21,5 1 EPA/EPA/DHA 0.4 971,7 988.7 643.5; 6695
22,0 2 DHA/DH A/EPA 34 997.8 1014,7 669.4; 695.5
22,5 3 DHA/DHA/DHA 10,4 10238 1040,7 6955
234 4 DHA/DHA/ARA 0,5 999.8 1016,7 671,4; 695,3
23,7 5 DHA/DPA/DHA 03 1025,7 1042,7 697.5
242 6 DHA/DHA/ARA 0,8 999.7 1016,8 671,5; 695.5
24,7 7 DHA/DH A/DPA 2,1 10257 1042,5 695,5; 6974
25,6 8 EPA/14:0/DHA 0.2 897.7 914.8 569.4; 595,3
26,1 9 DHA/14:0/DHA 14 923,7 940,7 595.5; 695,5
274 10 DHA/15:0/DHA 03 937.8 9548 609,3
27,7 11 EPA/16:0/EPA 0,2 899,5 9167 597.5
282 12 DHA/16:0/EPA 34 925,7 9427 597,5; 623.4; 669,3
28,7 13 DHA/16:0/DHA 23,0 951,7 968,7 623,5,695,5
29,8 14 DHA/16:0/ARA 0,5 927,7 9448 599,5,623,5
30,0 15 DHA/16:0/DPA 0,7 953.8 9708 623 4; 6255
30,6 16 DHA/16:0/ARA 0,8 927,7 944.8 599.5; 623,5
31,0 17 DHA/16:0/DPA 33 953,7 970,7 623,4; 625,5
313 18 DHA/18:0/DHA 1,6 9798 996.8 6515
32,6 19 DHA/14:0/16:0 1,6 8518 868.8 523,5
339 20 DHA/15:0/16:0 03 865,7 882,7 5374

’ DHA/20:0/DHA ’ 1007.8 1024,8 679,5
352 21 DHA/16:0/16:0 11,6 879,7 896.8 551,5; 623,5
DHA/22:0/DHA 1035,8 1052,8 707,7
36,4 22 DHA/18:0/15:0 0,5 893,8 910.8 565,5
DPA/16:0/16:0 881,8 898.8 551,5; 625,4
37,6 23 DHA/16:0/18:0 43 907,8 9248 579.5; 623,5
40,0 24 DHA/16:0/20:0 0,8 935,8 952,8 607,6; 623,5
40,4 25 18:1/18:1/18:1 14,0 885,8 902,8 603,5
40,7 26 18:1/16:0/18:1 22 859,8 8768 571,5
41,1 27 DHA chira TAG 16 1092,0 11088 763,7
424 28 24:0 chira TAG 0,5 963,8 9809 594,5
43,0 29 18:1/18:1/18:0 1,9 887,7 904,8 603,6; 605,6
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459 30 DHA/22:0/22:1 0,9 10459 1062,9 717.,6
46,6 31 DHA/20:0/22:0 0,7 1019,8 1036,8 691,5
Vidu?7

Binh chita nguyén liéu cdy hai ngay tudi thraustochytrid da phan Iap luu trit v6i sb
truy cdp ATCC PTA-9695 dugc chuin bi nudi cdy c6 cung cép ngudn dinh dudng cacbon
va nito, cung v6i 980 ppm CI (moi trudng cho thraustochytrid).

Viéc gay dot bién dugc thyc hién theo quy trinh sau:

Nguyén liéu ciy T=2 ngay tudi chira trong binh v6 khuén, dung tich khoang 50 ml,
duge rét vao binh thuy tinh vo khuan dé ddng thé hod, c6 dung tich 40 ml. Dich nudi cdy
dugc nghién gia 50 1an trong binh dbng thé hoa. Ding pipet 14y dich nudi cdy ra va loc
qua tdm loc v6 khudn c6 kich thuée 15 loc 50 micron, tAm loc nay duogc dit trong 6ng vO
khuén c6 dung tich 50 ml (18 loc dugc sir dung lam phuong tién dé gitr lai cac cum 16n
hon cua cac té bao, trong khi cho c4c cum nhé hon va céc té bao don 1¢ di qua 13 c6 kich
thudc 50 micron nay). Toan bd dich chiét dam dac duogc thu vao 6ng nghiém v khuén
dung tich 50 ml. Dich nuéi cdy d4 ngdm chiét dwoc léc tron manh va chuin bi cac dung
dich loang ¢ cic mirc pha lodng cho t6i ty 1& 1:100 trong céc éng nghiém c6 chira moi
truong cho thraustochytrid. Cac miu dich chiét ngdm da pha lodng nay duge lic tron
manh trudc khi thém 200 pl nguyén liéu cdy vao dia kinh Petri chira thach tring moi
truong thraustochytrid; dia nay c6 kich thuéc 100 x 15 mm, chia 4-5 vién bi thuy tinh
(kich thu6e 3 mm). Ting dia duge lic nhe, cb ging d& cac vién bi lam tan déu nguyén liéu
cdy ra khip dia. Céc vién bi dugc 14y ra khoi cac dia va céc dia dugc @ yén cing véi nép
day trong thoi gian khoang 5 phiit ¢ 1am khé. Céc dén & ca chup vé khuin va cac ving
bén canh déu duoc tit, boi vi quy trinh nay dugc tién hanh trong 4nh sang 1o md. Cén ¢6
4nh sang & mirc t6i thiéu méi c6 thé tién hanh quay trinh ndy, song chi la 4nh sang gian
tiép va 1o mo.

Nam dia kinh Petri thi nghiém 13p dugc dit 1én mit san cta thiét bj tao lién két
ngang XL (Spectronics Corporation, New York) véi nip dé ra ngoai, trong khi cic mau
dugc chiéu bic xa. Nang luong cung cp cho thiét bj tao lién két ngang vio c& vai
microjun va mirc ning lugng duge chon dé dat dugc ty 18 Diét 90%-95%. Nam dia dbi
chimg 13p duge ciy cac té bao khong dugc gy dot bién theo cing quy trinh. Céc sb dém
té bao ndy dugc st dung dé tinh ty 1¢ Diét %. Khi viée chiéu xa vira két thic, thi cic dia
kinh Petri dugc léy ra, day nép lai va boc trong mang parafin, sau d6 boc bﬁng nhom 4.

Bat budc trong tudn dau tién, cac dia d6 phai dugc nuéi cdy trong ti dé khong c6 kha
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nang sira chira cic gen d b ton thuong.

Céc dia kinh dugc dé trong phong c6 nhiét d§ 22,5°C trong thoi gian khoang 10
ngdy truéc khi dém cac cum té bao. Khi dém xong céc con sd cubi clng, cac cum té bao
riéng biét dugc nhatra bﬁng vong céy v6 khuén va lai dugc rai thanh vét 1én cac dia Petri
chira mdi treong thraustochytrid méi. Mdi cum té bao dugc dua 1én mot dia riéng. Khi
céc té bao trén cac dia dd moc day dic thi ding vong ciy ldy mau ra va cdy vao binh lic
v6 khuén c6 dung tich 250 ml, chira 50 ml moéi truong thraustochytrid. Binh nay dugc dit
1én méy ldc, lic véi toe d 200 vong/phut trong phong ¢6 nhiét d 22,5°C. Vo ngay T=7
thi san phdm nudi cdy trong binh lic duge thu hoach vao 6ng nghiém vo6 khuan c6 dung
tich 50 ml. Ghi 14y d6 pH va quay ly tim miu dé thu l4y céc vién sinh khdi ling xudng.
Rura tirng mAu va huyén phu ho4 lai trong hdn hop c6 ty 1& 50:50 isopropyl alcol - nuée
cét truée khi quay ly tAm lai mAu. Céc vién té bao dugc 1am dong kho, can va tién hanh
phan tich FAME. Céc s lidu trong céc Bang 15-21 trinh bay cac thé dot bién duoc tao ra

bing quy trinh néu trén.
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Vidu 8

Bén miu thraustochytrid 1 14y tir Trung tAm luu trit ching gidng chuin cia My
(ATCC) va mbi miu dugc phan tich vé thanh phin axit béo ciia sinh khéi, thanh phan
axit béo cia dau thé dugc chiét ra, thanh phin axit béo cia phan doan triaxylglyxerit
(TAG) trong dau thé va phan doan lipit phan cuc (PL) trong dau th6. C4c miu dugc phéan
tich 1a cdc mau ATCC 34304, 20890, 20889 va 20892. Cac chiing ndy dugc cdy vao binh
lic c6 dung tich 250 ml chtra 50 ml moi truong c6 thanh phan nhu sau: 1 g pepton, 1 g
chiét phdm nim men, 5 g glucoza trong 1 lit nuée bién nhan tao. Céc dich nuodi cdy duoc
U & nhiét d6 20°C, dong thoi lic véi toe dd 200 vong/phut trén méy l4c tron. Sau 7 ngay,
céc san phim nudi cdy dugc thu hoach bang ly tim (5087 x g), rira bang hdn hop
nudce/isopropanol (ty 1¢ 1:1) va lai ly tdm. Céc vién tao thanh do ly tAm dugc 1am dong
khd. Dau tho dugce chiét tir sinh khéi kho nay theo phuong phéap Bligh va Dyer (xem tai
liéu: Can. J. ofBiol. And Phys. 37: 911-917 (1959)). Cac TAG va cac PL dugc phén 14p
tir diu tho bing cach sir dung phuong phép cai bién tir phuong phap chiét pha rén (SPE)
do Kaluzny et al. d& xuéng (xem tai liéu: J. Lipid Res. 26: 135-140 (1959)). Dau tho va
céc phan doan phén 14p dugc phan tich v& ham lvong DHA va EPA cling nhu ham lwong
axit béo toan phén (dudi dang cac metyl este cla axit béo).

Chiét lipit - Dau tho duogc chiét tir sinh khéi dd 1am ddng khé theo cach: can 100
dén 200 mg cho véo 6ng nghiém kich thuée 1,5 x 10 cm, ¢6 nép ren; thém vao d6 8 ml hé
mdt pha 12 hdn hop g@)m clorofom:metanol:nuéc (CHCl;:MeOH:H,0) ¢6 ty 1& 1:2:0,8,
roi dong thé hoa bang céch sir dung b thiét bi phan tin POLYTRON® PT 3100 c6 trang
bi cum méay PT-DA 3012/2. MAu dugc ddng thé hoa trong thoi gian 2 phut & téc do
10.000 vong phut trong khi dwgc ngdm vio bé cach nudc da. Hé hai pha dugc tao ra
béng cach thém 2,1 ml CHCl;, lic tron manh trong thoi gian 1 phit, thém 1,7 ml H,O,
rdi lai lic tron manh trong thoi gian 1 phut nira. Lép du6i (16p hitu co) duge 14y ra bing
pipet Pasteur va cho vao binh thu. Lép MeOH- H,0 nim lai trong 6ng nghiém lai dugc
chiét hai 14n nita bing céc phan 2,1 ml CHCI3. Céc 16p chiét hitu co dugce g0p lai va lam
khan duéi l’uéng kh’i nito. ‘

Chiét pha ran - Céc phan doan TAG va PL dugc téach tir lipit thd bang phuong
phép SPE nho sir dung cac cot ngén nhdi sin chira 500 mg aminopropy! (Burdick &
Jackson) dit trong thiét bj Vac Elut.4n cot ngén ndy dugc didu hoa bing 5 ml hexan; 10
dén 20 mg m3i mAu dugc hoa tan trong 400 pl CHC; va dugc dua Ién cot. Rita cot bing

4 ml hon hop CHCl;:isopropyl alcol (IPA) c6 ty 18 2:1 dé giai hAp tAt ca cac lipit trung
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tinh; céc lipit nay dugc thu léy va lam kho bﬁng luc“)ng khi nito. Sau d9, cac axit béo dugc
giai hap bang 5 ml axit axetic (HOAc) 2% trong ete; cic axit béo nay bi loai bo. Phan PL
dugc giai hip bing 5 ml MeOH; phan nay dugc thu 14y va 1am kho bing ludng khi nito.
Phan doan lipit trung tinh dugc hoa tan lai trong 400 pl hexan va dua 1én cot
aminopropyl thtr hai (dugc diéu hoa trudc bing 5 ml hexan). Céc este sterol dugc giai
hép bing 5 ml etyl axetat (EtOAc) 1% trong hexan va duge loai bo. Cubi cling, cac TAG
dugc giai hdp bing 5 ml EtOAc 3% trong hexan; cdc TAG nay dugc thu 1iy va 1am khd
bang ludng khi nito.

Phdn tich TLC - Phan tich bing sic ky 16p méng dugc thuc hién trén cic ban
silicagel. Céc ban nay dugc giai hip bing hé dung moi gdm ete petrol: etyl ete : axit
axetic (80:20:1) va dugc hién vét bing hoi iot.

Phan tich axit béo - Céc mau sinh khdi, dau thd, cac phan doan TAG va PL di
phan 18p dugc phan tich v& thanh phén axit béo duéi dang cac metyl este clia axit béo
(cac FAME). Cac mau dugc can truc tiép trong céc 6ng nghiém voi nép c6 ren, rdi thém
vao mdi dng 1 ml chuén ndi 09:0 trong toluen va 2 ml dung dich HCI 1,5 N trong
metanol. C4c ng nghiém duoc ¢ tron manh trong gidy lat va ddt 1én b gia nhiét trong
thoi gian 2 gidr & nhiét dd 100°C. Céc 6ng dugc 14y ra khoi bd gia nhiét, d& ngudi va thém
vao d6 1 ml dung dich NaCl bdo hoa trong nuéc. Céc éng nghiém lai dugc 1ic tron
manh, ly tim; phén 16p trén (16p hitu co) duge cho vao lo GC (sic ky khi) va phan tich
bing phuong phap GC-FID. Cac FAME duoc dinh luong nhé st dung dd thi chuén ndi
c6 ba diém duoc xay dung vé6i chuin tham chiéu Nu-Chek-Prep GLC va dugc nhin dang
thir dya vao thoi gian luu. Céc axit béo c6 mit dwoc biéu didn ham lrgng bing mg/g va
bang % trong téng cac FAME.

ATCC 34304 - Ham luong lipit ctia sinh khéi ATCC 34304 dugc danh gia la
9,1% duéi dang tdng FAME, con lwgng dau tho thu duoc sau khi chiét bang dung moi la
9,2% theo trong lugng, cho ty 1& thu hdi 101% chat béo c6 trong sinh khéi. Him lugng
EPA va DHA cta sinh khéi dugc x4c dinh 14 4,8 mg/g va 38,7 mg/g, trong tmg. Déu thd
chiét dugc chira 25,9 mg/g EPA va 238,7 mg/g DHA. TAG tach dugc chira 13,9 mg/g
EPA va 303,9 mg/g DHA, trong khi PL phan 13p dugc chira 38,7 mg/g EPA va 237,980
mg/g DHA. Céc thanh phén axit béo toan phén ciia sinh khéi, cia diu the ch_iét dugc,
cia phan doan TAG va phén doan PL dugc néu ra dudi ddy, trong cac Bang 22 va 23,

tinh bing mg/g va % FAME, teong ng.
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Béng 22: Thanh phén axit béo cia ATCC 34304 tinh bang miligam trén gam

Sinh khdi DAu thd TAG PL
Axit béo FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g)
C12:0% 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0% 1,5 8,5 13,7 1,5
Cl4:1* 0,0 0,2 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
C16:0% 20,8 138,9 250,8 73,9
Cl16:1* 0,2 2,9 6,9 0,3
C18:0* 2,1 17,8 45,6 0,8
C18:1 N9* 3,8 29,8 74,2 42
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 1,5 12,0 31,0 2,5
C20:0* 0,1 0,7 1,7 0,1
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,1 0,3 0,0
C18:4 N3 0,0 8,5 0,3 0,0
C20:2 N6* 0,1 0,8 2,2 0,0
C20:3 N6 0,0 2,5 6,3 0,5
C22:0* 0,3 52 0,3 0,0
C20:4 N7 0,4 2,7 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,6 0,0
C20:4 N6* 3,4 20,8 20,9 27,5
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,1 0,6 1,3 0,3
C20:5 N3* 4,8 25,9 13,9 38,7
C24:0% 0,4 0,2 0,3 0,0
C22:4 N9 0,0 1,2 0,7 0,4
C24:1 N9* 0,9 6,9 18,2 0,8
C22-.5 N6* 11,0 60,8 51,9 45,9
C22:5 N3* 0,4 3,1 6,8 1,0
C22:6 N3* 38,7 238,7 303,9 237,9
Téng tt ca FAME 91,2 590,9 855,7 4373

Bang 23: Thanh phan axit béo ctia ATCC 34304 tinh bang phén trim trong tong FAME

Sinh khéi

Dau thé TAG PL
Axit béo % FAME % FAME % FAME % FAME
C12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0% 1,7 1,5 1,6 0,4
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
C16:0* 22,8 24,2 29,3 16,9
Cl16:1* 0,2 0,5 0,8 0,1
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C18:0% 2,3 3,1 5,3 0,2
C18:1NO* 4,2 5,2 8,7 1,0
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 1,6 2,1 3,6 0,6
C20:0* 0,1 0,1 0,2 0,0
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:2 N6* 0,1 0,1 0,3 0,0
C20:3 N6 0,0 0,4 0,7 0,1
C22:0% 0,3 0,9 0,0 0,0
C20:4 N7 0,5 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,1 0,0
C20:4 N6* 3,7 3,4 2,4 6,3
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,1 0,1 0,2 0,1
C20:5 N3* 5,3 4,5 1,6 8,8
C24:0% 0,5 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0,0 0,0 0,1 0,1
C24:1 N9* 1,0 1,2 2,1 0,2
C22:5 N6* 12,1 10,5 6,1 10,5
C22:5 N3* 0,5 0,5 0,8 0,2
C22:6 N3* 42,5 41,5 35,5 54,4
Téng FAME, % 100,0 100,0 100,0 100,0

ATCC 20890 - Ham luong lipit cua sinh khdi ATCC 20890 dugc danh gia 1a
9,2% duéi dang tdng FAME, con lugng diu thé thu duge sau khi chiét bang dung mdi 1a
10,2% theo trong lugng, cho ty 18 thu hdi 111% chét béo ¢6 trong sinh khéi. Ham luong
EPA va DHA cua sinh khéi dugc x4c dinh 1a 12,2 mg/g va 36,6 mg/g, twong tmg. Dau
thd chiét dwoc chua 64,7 mg/g EPA va 194,2 mg/g DHA. TAG tach dugc chia 41,9
mg/g EPA va 230,2 mg/g DHA, trong khi PL phén 1ap duoc chira 54,4 mg/g EPA va
149,5 mg/g DHA. Céc thanh phan axit béo toan phin cua sinh khéi, ciia diu tho chiét
duoc, ciia phan doan TAG va phan doan PL dugc néu ra duéi day, trong cac Bang 24 va
25, tinh bang mg/g va % FAME, tuwong Ung.
Béng 24: Thanh phén axit béo ciia ATCC 20890 tinh bing miligam trén gam

Sinh khéi Déu thd TAG PL
Axit béo FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (nig/g)
C12:0% 0,0 0,0 0,0 0,0
Cl14:0% 0,6 52 22,6 3,2
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,2
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
C16:0* 25,4 161,1 206,1 142,5
Cl6:1* 0,2 1,3 4,7 0,8
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C18:0* 1,8 12,1 58,9 7,1
C18:1 N9* 1,0 9,7 37,6 2,4
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2N6* 0,8 4,8 6,9 3,9
C20:0* 0,1 0,0 0,0 0,3
C18:3N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:2 N6* 1,9 11,1 14,2 13,1
C20:3 N6 1,0 5.4 2,4 8,0
C22:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 5,3 33,6 35,8 35,3
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,2 0,0 0,0 1,1
C20:4 N3 0,1 2,2 0,0 3,1
C20:5 N3* 12,2 64,7 41,9 54,4
C24:0* 0,3 0,0 0,0 0,2
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,3 1,4 1,6 1,9
C22:5 N6* 0,5 2,4 1,4 3,0
C22:5 N3* 3,6 19,4 23,9 19,8
C22:6 N3* 36,6 194,2 230,2 149,5
Tng tit cd FAME 92,3 535,1 735,0 450,9
Bang 25: Thanh phén axit béo cia ATCC 20890 tinh bang phén trim trong tong FAME
Sinh khéi Déu tho TAG PL
Axit béo % FAME % FAME % FAME % FAME
C12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 0,7 1,0 3,1 0,7
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
C16:0* 27,6 30,1 28,0 31,6
Cl6:1* 0.2 0,3 0,6 0,2
C18:0* 2,0 2,3 8,0 1,6
C18:1 N9* 1,1 1,8 5,1 0,5
CI18:1N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,9 0,9 0,9 0,9
C20:0* 0,1 0,0 0,0 0,1
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:2 N6* 2,1 2,1 1,9 2,9
C20:3 N6 1,1 1,0 0,3 1,8
C22:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 5,8 6,3 4,9 7,8
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,2 0,0 0,0 0,3
C20:4 N3 0,1 0,4 0,0 0,7
C20:5 N3* 132 12,1 5.7 12,1
C24:0* 0,3 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0,0 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,3 0,3 0,2 04
C22:5 N6* 0,6 04 0,2 0,7
C22:5 N3* 3,9 3,6 3,2 4,4
C22:6 N3* 39,7 36,3 31,3 33,2
Téng FAME, % 100,00 100,0 100,0 100,0
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ATCC 20889 - Ham lugng lipit ciia sinh khéi nay duoc danh gia 1a 3,3% dudi
dang tong FAME, con lugng dau thd thu dugc sau khi chiét bang dung mbi 12 3,4% theo
trong luong, cho ty 18 thu hdi 103% chit béo c6 trong sinh khéi. Ham luong EPA va
DHA cta sinh khéi dugce x4c dinh 1a 2,3 mg/g va 16,5 mg/g, twong tmg. Diu thd chibt
dugc chira 26,8 mg/g EPA va 205,1 mg/g DHA. TAG tach dugc chira 7,3 mg/g EPA va
185,9 mg/g DHA, trong khi PL phan 14p dugc chira 35,2 mp/p- EPA va 218.6 mg/g
DHA. Céc thanh phin axit béo toan phén ciia sinh khéi, ctia dau tho chiét dugc, ciia phin
doan TAG va phan doan PL dugc néu ra duéi ddy, trong cac Bang 26 va 27, tinh bing
mg/g va % FAME, tuong Ung.

Béng 26: Thanh phan axit béo ciia ATCC 20889 tinh bang miligam trén gam

Sinh khéi Diu thd TAG PL
Axit béo FAME (mg/g) FAME (mg/g) | FAME (mg/g) FAME (mg/g)
C12:0% 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0% 0,5 8,3 32,0 2,8
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,1
C16:0* 6,6 80,3 150,8 50,4
C16:1* 0,1 1,7 12,3 0,0
C18:0* 0,3 4,8 9,7 1,6
C18:1 N9* 0,6 6,6 7,6 1,2
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 0,4 1,1 0,1
C20:0% 0,0 0,1 — 2,1 0,0
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,1 0,7 0,1
C22:0% 0,0 0,0 0,1 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 0,4 1,4 1,1 72
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,0 0,5 0,9 0,5
C20:5 N3* 2,3 26,8 7,3 35,2
C24:0% 0,1 0,4 1,8 0,0
C22:4 N9 0,0 3,4 0,2 2,8
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,8 0,3
C22:5 N6* 5,0 63,6 76,2 45,9
C22:5 N3* 0,2 1,8 2,2 2,0
C22:6N3* 16,5 205,1 185,9 218,6
Téng tit ca FAME 32,8 405,2 493,0 368,7
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Bang 27: Thanh phan axit béo cia ATCC 20889 tinh bing phén trim trong tong FAME

Sinh khéi Déu thd TAG PL
Axit béo % FAME % FAME % FAME % FAME
C12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 1,4 2,0 6,5 0,8
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
Cl16:0* 20,3 19,8 30,6 13,7
Cl16:1* 0,4 0,4 2,5 0,0
C18:0* 0,8 1,2 2,0 0,4
C18:1 N9* 1,8 1,6 1,5 0,3
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,1 0,1 0,2 0,0
C20:0* 0,0 0,0 0,4 0,0
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,0 0,0 0,1 0,0
C22:0% 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 1,3 0,4 0,2 2,0
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,1 0,1 0,2 0,1
C20:5 N3* 7,0 6,6 1,5 9,5
C24:0* 0,3 0,1 0,4 0,0
C22:4 N9 0,0 0,8 0,0 0,8
C24:1 N9* 0,0 0,0 0,2 0,1
C22:5 N6* 15,3 15,7 15,5 12,5
C22:5 N3* 0,5 0,5 0,5 0,5
C22:6 N3* 50,2 50,6 37,7 59,3
Téng FAME, % 100,0 100,0 100,0 100,0

ATCC 20892 - Ham lugng lipit ctia sinh khéi nay dwgc danh gia 1a 8,8% dudi
dang tdng FAME, con luong dau thd thu dwoc sau khi chiét bing dung méi 1a 12,1%
theo trong lugng, cho ty 1€ thu hdi 138% chét béo c6 trong sinh khéi. Ham lugng EPA va
DHA ctia sinh khéi dugc xdc dinh 1a 8,3 mg/g va 43.3 mg/e, twong tmg. Diu tho chiét
dugc chira 50,5 mg/g EPA va 260,1 mg/g DHA. TAG tach dugc chira 98,7 mg/g EPA va
407,7 mg/g DHA, trong khi PL phén 1ap dugc chta 50,4 mg/g EPA va 243,12 mg/g
DHA. Céc thanh phan axit béo toan phan ciia sinh khéi, ctia diu thd chibt dugc, ciia phan
doan TAG va phén doan PL dugc néu ra duéi day, trong cdc Bang 28 va 29, tinh bing
mg/g va % FAME, tuong (ng.
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Béng 28: Thanh phén axit béo cia ATCC 20892 tinh bang miligam trén gam

Sinh khéi Déu thd TAG PL
Axit béo FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g) FAME (mg/g)
C12:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 7,3 422 29,7 54,7
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,2
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
C16:0* 18,9 109,0 133,5 116,7
C16:1* 0,0 0,8 3,5 0,2
C18:0% 0,0 2,6 9,1 0,7
C18:1 N9* 0,6 7,3 22,0 1,3
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 1,4 9,7 0,4
C20:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,6 0,0 0,1
C20:2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,3 1,1 6,3 0,6
C22:0% 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 1,3 7,6 15,8 7,8
C22:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,3 1,5 4,7 1,4
C20:5 N3* 8,3 49,6 97,0 49,8
C24:0* 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0,2 0,0 0,0 0,1
C24:1 N9* 0,0 1,1 4,9 1,0
C22:5 N6* 2,8 16,1 25,3 15,8
C22:5 N3* 1,1 6,6 23,9 6,0
C22:6 N3* 43,4 254,3 398,3 239,5
Téng tht ca FAME 87,5 508,0 800,7 4982

Béng 29: Thanh phan axit béo ciia ATCC 20892 tinh bang phén trim trong tdng FAME

Sinh khéi Déu tho TAG PL
Axit béo %FAME |  %FAME % FAME % FAME
C12:0% 0,0 0,0 0,0 0,0
C14:0* 8,3 8,3 3,6 11,0
Cl4:1* 0,0 0,0 0,0 0,0
C15:0 0,0 0,0 0,0 0,0
C16:0* 21,6 21,4 16,4 23,4
Cl16:1* 0,0 0,2 0,5 0,0
C18:0* 0,0 0,5 1,1 0,1
C18:1 N9* 0,7 14 2,6 0,2
C18:1 N7 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:2 N6* 0,0 0,2 1,1 0,1
C20:0* 0,0 0,1 0,6 0,0
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C18:3 N3* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:1 N9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C18:4 N3 0,0 0,1 0,0 0,0
C20.-2 N6* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:3 N6 0,3 0,2 0,7 0,1
C22:0%* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N7 1,9 0,8 1,6 0,2
C20:3 N3 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N6* 1,4 1,5 1,9 1,6
C22:IN9* 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N5 0,0 0,0 0,0 0,0
C20:4 N3 0,3 0,3 0,5 0,3
C20:5 N3* 9,5 9,7 11,9 10,0
C24:0%* 0,0 0,0 0,0 0,0
C22:4 N9 0,2 0,0 0,0 0,0
C24:1 N9* 0,0 0,2 0,5 0,2
C22:5 N6* 3,2 3,1 3,0 3,2
C22:5 N3* 1,3 1,2 2,8 1,2
C22:6 N3* 49,6 49,8 49,0 48,0
Téng FAME, % 100,0 100,0 100,0 100,0

Téat ca cac an pham, céc patent va cac don yéu cau cap patent d3 néu trong phan
md ta nay dugc dwa vao ddy bang cach vién dan téi mirc 49 dudng nhu mdi 4n phéam,
bang séng ché hogc don yéu cau cap bang sang ché riéng biét d6 dugc chira mot cach cu

thé va theo ting tai li€u dugc dua vao day béng cach vién dan.
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YEU CAUBAO HO
1. Dau vi sinh vat chtra phan doan triglyxerit it nhit 1a 70% trong lugng, trong d6 ham
lugng axit docosahexaenoic ctia phan doan triglyxerit it nhit 1a 40% trong lugng, trong
d6 ham luong cia axit docosapentaenoic n-6 clia phén doan triglyxerit it nhét 1a tir 0,5%

trong lwong dén 6% trong lugng va trong dé

a) ham lugng axit docosahexaenoic ctia phan doan triglyxerit it nhat 13 50% trong
luong; hodc

b) ty 1€ ctia axit docosahexaenoic véi axit docosapentaenoic n-6 16n hon 6:1.
2. Dau vi sinh vt theo diém 1, trong d6 ham lugng axit docosahexaenoic ciia phén doan
triglyxerit it nhét 1a 50% trong lugng.
3. Diu vi sinh vt theo diém 2, trong d6 dau nay con chira ham luong axit arachidonic
cta phén doan triglyxerit voi luong 13 1,5% hoac it hon.
4. Déu vi sinh vat theo diém 1, trong do6 ty 1é cua axit docosahexaenoic vé&i axit
docosapentaenoic n-6 16n hon 6:1.
5. D4u vi sinh vat theo didm bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 it nhat 20%
triglyxerit trong phan doan triglyxerit chira axit docosahexaenoic & hai vi tri trong
triglyxerit dugc chon tir hai vi tri bat ky trong s sn-1, sn-2, va sn-3.
6. Dau vi sinh vt theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 it nhat 5%
triglyxerit trong phan doan triglyxerit chtra axit docosahexaenoic & tit ca ba vi tri sn-1,
sn-2, va sn-3 trong triglyxerit.
7. Dau vi sinh vat theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 4, trong d6 dau nay chta
axit heptadecanoic véi luong 5% hoic it hon.
8. Dau vi sinh vat theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 7, trong d6 dau ndy chira
axit eicosapentaenoic véi lugng 10% hodc it hon.
9. Diu vi sinh vét theo diém bét ky trong s6 cac didm tir 1 dén 8, trong d6 déu nay la dau
thd dugc chiét tir sinh khéi vi sinh vét ma khong can phai xit ly ho#c diu tinh luyén thu
dugc bing cch xtr Iy diu vi sinh vét thd véi cde bude xir Iy thém dugc chon tir budc tinh
luyén, tay tring va/hogic khir mui.

10. D4u vi sinh v4t theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 9, trong d6 dau nay la dau
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thraustochytrid.

11. San phém thuc phdm dé dung cho dong vat hodc ngudi, chtra ddu vi sinh vét theo
diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 10.

12. San phim thyc phim theo diém 11, trong d6 san phdm thuc phim nay la stra cong
thirc ding cho tré so sinh.

13. San phim thyc phim theo diém 12, trong do sita cong thirc ding cho tré so sinh nay

thich hop ding cho tré so sinh thiéu thang.

14. Sita cong thirc dung cho tré so sinh chtra dau theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1
dén 10 két hop véi dau tinh luyén vat ly thu dugc tir vi sinh vt tao ra axit arachidonic.
15. Stta cong thirc dung cho tré so sinh theo diém 14, trong d6 vi sinh vét 1a Mortierella
alpina hodc Mortierella sect. schmuckeri.

16. Sita cong thirc ding cho tré so sinh dugc bd sung diu theo didm bat ky trong sb cac
diém tir 1 dén 10 két hop véi diu gidu axit arachidonic.

17. San phim thuc pham theo diém 11, trong d6 san phim thuc phim ndy 13 sita, dd
ubng, db ubng tri lidu, dd ubng bd dudng hodc dang két hop cua ching.

18. San phdm thwc phim theo diém 1 1, trong d6 san phim thuc phdm ndy 1a chit phu gia
thuc phém cho dong vat hodc nguoi.

19. San phdm thyc phim theo diém 1 1, trong d6 san phdm thyc phim nay 12 san phim bd
sung dinh dudng.

20. San phim thyc pham theo diém 11, trong d6 san phim thyc phim nay la thirc dn
dung cho ddng vat.

21. San phim thuc phim theo diém 20, trong d6 thic dn dung cho dong vat nay 1a thirc
an ding cho nudi trdng thuy san hoic trong d6 thirc dn diing cho dong vat nay 13 thirc 3n
dung cho vét nudi, thic dn dung cho dong vat vudn thu, thic dn ding cho dong vat lam
vi€c, thirc &n dung cho gia stc hoiic dang két hop clia chiing.

22. M¥ phdm ding cho ngudi chira du vi sinh v4t theo diém bét ky trong s6 cac diém tir
1 dén 10.

23. Dugc phim ding cho ngudi hodc dong vat chita diu vi sinh vat theo didm bét ky

trong s6 céc didm tir 1 dén 10.
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<120>

vat nay

<130>

<140>
<141>

<160> 5
<170>
<210> 1
<211>

<212>
<213>

ADN
<400> 1

acctggttga
agtataaaca
tgatagtgta
ttcgagtggyg
gtgattcatg
agtttctgee
acggagaatt
aaggcagcag
aatgaggagc
atcaattgga
attagagttg
cttggtctcg
tcatagtcgt
tattagtata

ggtaatgatt

1713

2715.003PC0O0

Pugc gan
kém theo day

Schizochytrium

tecetgecage
aattatacgg
tftctatate
actttttggt
ataactttgce
ccatcagctg
agggtttgat
gcgcegtaaat
gctttgegtt
gggcaagtct
ttgcagttaa
tatcatgggt
tfactgtaaa
ggataattag

aatagggaca

PatentIn version 3.3

sp.

tgtcatttge
tgaaactgcg
tatttggata
accactgcat
gaatcgcagt
tcgatggtac
teccggagagg
tacccaatgg
tttcaatttg
ggtgccagca
aaagctcgta
ttattgtgce
aaaactggag

ataggacctg

atcgggggta

tcgtctaaaa
aacggctcat
actgtggcaa
ttattagatt
agcgtcttgt
ggtattggcece
acgcttgaga
ggactcceceg
aatgagagaa
gccgeggtaa
gttgaatttc
aagatgatcg
tgtttaaage
tgattcttat

ttecgaattta
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gattaagcca
tatatcagtt
ttctagaget
ttgaageccaa
acgcggcgat
taccatggct

gacggcgace

-aggtagtgac

tcgtacaatc
ctccagctce
cgatagtctt
tectetatgg
atttctttgg
ttggttggtt

attgtcagag

tgecatgtcta
atagtttctt
aacacatgct

cgtaaaattg

gaatcattca

ttcacgggtg
acatccaagg
aagaaataaa
ctcatcgagg
aatagcaaat
tggeccgtgte
ttagtgatag
gaaaggtaca
tgtgagtcat

gtgaaattct

D&u vi sinh vat chira phan doan triglyxerit, thirc ph&m, dwec phdm va my pham chira dau vi sinh

60
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720
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840

900



tggatttaag
gaacgaaagt
gcegacttge
agaaatcaaa
ttgacggaag
acttaccagg
ggtggtggtg
gaacgagacc
ttcttagagg
tgccectaga
tggagctttt
tgtcgtgatg
gcaagtcatc
taccgattga
<210> 2

<211> 924
<212>
<213>

<400> 2
atcgaccaga

ctcaagtacc
catcacacct
gaggccccee
ttcaacgtgce
cgcaccaccg
gagggctacg
gactacatga
gaaatcgtge
atgaagacgg

gtgatcacga

ADN
Schizochytrium

aaagtcgaac
taggggatcg
gattgtcegt
gtttttgggt
ggcaccacca
técagacata
catggeccgtt
tcagcctact
gacatttcgg
tgttctggge
gcttctetat
gggctagatt
agcttgcatt

acggtcctat

aggatgccta
cgatcgagca
tctacaacga
tcaaccccaa
cggccatgta
gcgeegtget
cgcteccgea
tgaagatcct
gcgacatcaa
cegeccgagte

tcggcaacga

tactgcgaag
aagatgatta
cgttgttttt
tcegggggga
ggagtggagc
gtaaggattg
cttagttggt
aaatagtggt
gtttaccgga
cgcacgcgceg
tattactttt
tttgcaatta
gattacgtcc

gaaatcttcg

sp-

cgtaggggac
cggcatcgtg
gectgecgegtg
ggcgaaccgce
cgtcaacatc
cgattcggga
cgcggtgetg
gacggagege
ggagaagctg
gtcgtcgetg

gcgcttecge
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gcatttacca
gataccatcg
tcaaaaaaga
gtatggtcge
ctgcggctta
acagattgag
ggagtgattt
gcatattgtg
aggaagtttg
ctacaatgac
ccgagaggaa
ttaatctceca
ctgcecctttg

gat

gaggcgcaga
accaactggg
gcgcccegagyg
gagcgcatga
caggcegtge
gatggcgtca
cgcatcgacce
gggtactcgt
tgctacgtgg
gagaagagct

tgccecegagg
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aggatgtttt
tagtcttaac
gacctgggca
aaggctgaaa
attecgactca
agctctttet
gtctggttaa
agatatgtga
aggcaataac
agattcaaca
tggttaatct
acgaggaatt

tacacaccge

gcaagcgtgyg
acgacatgga
agcaccccegt
cccagatcat
tgtecctgta
cgcacaccgt
tggctggeeg
tcacgacgac
cgctcgactt
acgagctgec

tgctctteeca

cattaataaa
tgtaaactat
gcagcacatg
cttaaaggaa
acacgggaaa
tgattctatg
ttecgttaac
caaaaatcge
aggtctgtga
agtcecggtag
tctaaatgtc
cctagtaaac

ccgtcgeace

tgtgctgacyg
gaagatctgg
gctgctcacc
gttcgagacc
cgetteggge
gceceatctac
cgacctgacc
cgcegagege
cgaccaggag
ggacggcaac

gcegtegtte

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1713

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660



atcggcaagg
gtcgatatec
gagggcatcg
atcaaggtgg
gcctegetcet
<210> 3

<211> 291
<212> PRT

<213>

<400> 3

Val Leu Thr

1

Asp Asp

val Ala

35

Pro Lys

50

Asn Val

65

Ala Ser

Thr His

Leu Arg

Ile Leu

130

Ile
145

Val

Met

Pro

Ala

Pro

Gly

Thr

Ile

115

Thr

Arg

aggccgccgg
gcaaggacct
ccgcgegect
tcgegeecce

ccaccttcceca

Schizochytrium

Leu Lys

Glu
20

Lys

Glu Glu

Asn Arg

Ala Met

Arg Thr

85

Val
100

Pro
Asp Leu
Glu

Arg

Asp Ile

Tyr P?o
Ile
His
Glu
Tyr
70

Thr
Ile
Ala

Gly

Lys

cgtgcacgag
gtacgccaac
ggagaaggag
cgagcgcaag

gcaa

sp.

Ile

Trp His

Pro Val

40

Arg Met

55

Val Asn

Gly Ala

Tyr Glu

Gly Arg

120

Tyr Ser

135

Glu Lys

150

Glu

His

25

Leu

Thr

Ile

Val

Gly

105

Asp

Phe.

Leu

27408

accatgttce
atcgtcatgt
atggtgtecac

tactcggtgt

His
10

Gly

Thr Phe

Leu Thr

Gln Ile

Gln Ala

15

Leu
90

Asp
Tyr Ala
Thr

Leu

Thr Thr

Cys Tyr

155

-79-

agacgatcat
ccgatggetce
tggcgcecte

ggatcggegg

Ile Val Thr

Glu
30

Tyr Asn

Ala
45

Glu Pro

Met
60

Phe Glu

Val Leu Ser

Ser Gly Asp

His
110

Leu Pro

Asp Tyr Met

125

Thr Ala
140

Glu

Val Ala Leu

gaagtgcgac

caccatgtac
caccatgaag

ctccatccetg

Asn
15

Trp

Leu Arg

Leu Asn

Thr Phe

Leu Tyr

80

Gly Vval

95

Ala Val

Met Lys
Glu

Arg

Phe
160

Asp

720

780

840

900

924



Asp

Tyr

Arg

Ala

Asp

225

Thr

Leu

Lys

Gln

Glu

Cys

Gly

210

Ile

Met

Ala

Tyr

Glu

Leu

Pro

195

Val

Arg

Tyr

Pro

Ser

Met

Pro

180

Glu

His

Lys

Glu

Ser

260

Val

Lys

165

Asp

Val

Glu

Asp

Gly

245

Thr

Trp

Thr

Gly

Leu

Thr

Leu

230

Ile

Met.

Ile

Ala

Asn

Phe

Met

215

Tyr

Ala

Lys

Gly

Ala

Val

Gln

200

Phe

Ala

Ala

Ile

Gly

27408

Glu

Ile

185

Pro

Gln

Asn

Arg

Lys

265

Ser

Ser Ser

170

Thr Ile

Ser Phe

Thr Ile

Ile Val

235

Leu Glu

250

Val Val

Ile Leu

Ser

Gly Asn

Ile Gly

205

Met
220

Lys
Met Ser
Glu

Lys

Ala Pro

Ala Ser

Leu

Glu

Glu

190

Lys

Cys

Gly

Pro
270

Leu

275

Phe Gln

290

Gln

<210> 4
<211> 918
<212> ADN
<213> Schi

<400> 4
gatctgcage

ccgcgegcea
tttggccage
tgggccaagg
cgcaaggagyg
ggcggcacgg

gaccgcatca

zochytrium

tggagcgeat
tcetcatgga
tcttccgeee
gccactacac
cagagtcgtg
gctcecggtat

tgctgacctt

280

sp.

caacgtgtac
cctggagecce
agacaacttc
tgagggegeg
cgactgcectyg
gggcacgctt

ctccatcecgtg

ttcaacgagg
ggtacgatgg
gtcttcggge
gagcttatcg
cagggcttce
ctcatcagca

ccctcgecca

-80-

285

ccacgggcgyg
actctgtceg
agacgggegce
acteggtget
agatcaccca
agatccgcga

aggtgtcgga

Lys Ser

175

Arg Phe

Glu Ala

Asp Val

Gly Ser

240

Val
255

Ser

Glu Arg

Ser Thr

ccgetacgtyg
cgeecggeeee
cggtaacaac
cgacgtggtg
¢tegetegge
ggagtaccec

caccgtegtg

60

120

180

240

300

360



gagccctaca
gtcctecgaca
acctacggcg
cgctteceegg
ccgegectcece
taccgecgecce
tgegeegeeg
atgtecgacca
tttgtcgagt
<210> 5

<211> 307
<212> PRT

<213> Schi

<400> 5

Asp Asp Leu

1

Gly Gly

Thr Met

35

Asn Phe

50

Asp

Gly
65

His Tyr

Val Arg Lys

Thr His

Ile Ser Lys

Arg

Asp

Ser

acgcgacgct
acgaggcgct
acctcaacca
gccagctcaa
acttcttcat
tgaccgttce
acccgecgcea
aggaggtgga

ggatcccce

zochytrium

Gln Leu

Tyr Val

20

Ser Val

Val Phe

Thr Glu

Glu Ala

85

Leu
100

Gly

Ile Arg

115

Glu

Pro

Arg

Gly

Gly

70

Glu

ctcggtgeac
gtacgacatc
cctegtgtge
ctcggacctg
gatcggcttc
ggagctcacg
cggccgctac

cgagcagatg

sp.

Arg Ile

Arg Ala

Ala Gly

40

Gln
55

Thr

Ala

Glu

Ser

Asn

Ile

25

Pro

Gly

Leu

Asp

27408

cagctcgtgg
tgcttccgea
gccgccatga
cgcaagctgg
tcgeeccectea
cagcaggcgt
ctgacggcga

ctcaacatecc

Val
10

Tyr

Leu Met

Phe Gly

Ala Gly

Ile Asp

75

Cys Leu

90

Gly

Glu

Gly Thr Gly

105

Ser Gly

Glu Tyr Pro

120

Asp Arg

-81-

agaacgccga
ccttgaagct
gcgggtgcac
ccgtcaacct
cctegegtgg
ttgacgectaa
cgacgctctt

agaacaagaa

Phe Asn

Asp Leu

30

Gln Leu

45

Asn Asn

60

Ser Val

Gln Gly

Met Gly Thr

110

Ile Met

125

Leu

Glu

Glu

Phe

Trp

Leu

Phe

cgaggtcatg
caccacgccce
gtgctgcctg
ggtgeececttt
ctcgcagcag
gaacatgatg
ccgcgggege

ctcgtegtac

Ala
15

Thr
Pro Gly
Arg Pro
Ala

Lys

Val
80

Asp

Gln
95

Ile
Leu

Leu

Thr Phe

480

540

600

660

720

780

840

900

918



Ser

Asn

145

Met

Lys

Ala

Ser

His

225

Gln

Ala

Thr

Glu

Trp
305

Ile

130

Ala

Val

Leu

Met

Asp

210

Phe

Tyr

Lys

Ala

Gln

290

Ile

Val

Thr

Leu

Thr

Ser

195

Leu

Phe

Arg

Asn

Thr

275

Met

Pro

Pro

Leu

Asp

Thr

180

Gly

Arg

Met

Ala

Met

260

Thr

Leu-

Ser

Ser

Asn

165

Pro

Cys

Lys

Ile

Leu

245

Met

Leu

Asn

Pro

Val

150

Glu

Thr

Thr

Leu

Gly

230

Thr

Cys

Phe

Ile

Lys
135

His

Ala

Tyr

Cys

Ala

215

Phe

Val

Ala

Arg

Gln
295

vVal

Gln

Leu

Gly

Cys

200

Val

Ser

Pro

Ala

Gly

280

Asn

27408

Ser

Leu

Tyr

Asp

185

Leu

Asn

Pro

Glu

Asp

265

Arg

Lys

Asp

Val

Asp

170

Leu

Arg

Leu

Leu

Leu

250

Pro

Met

Asn

-82-

Thr

Glu

155

Ile

Asn

Phe

val

Thr

235

Thr

Arg

Ser

Ser

Val

140

Asn

Cys

His

Pro

Pro

220

Ser

Gln

His

Thr

Ser
300

Val

Ala

Phe

Leu

Gly

205

Phe

Arg

Gln

Gly

Lys

285

Tyr

Glu

Asp

Arg

Val

190

Gln

Pro

Gly

Ala

Arg

270

Glu

Phe

Pro

Glu

Thr

175

Cys

Leu

Arg

Ser

Phe

255

Tyr

Val

Val

Tyr

Val

160

Leu

Ala

Asn

Leu

Gln

240

Asp

Leu

Asp

Glu





