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Linh vue ki thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén cac vi sinh vét duoc phan lap ciing nhu cac
ching va céac dot bién cia ching, sinh khdi, dau vi sinh vat, cac ché phém
va mdi trudng nudi ciy; phuong phap san xuét dau vi sinh vat, va cac dot
bién; va cac phuong phép st dung cac vi sinh vat duoc phan 14p, sinh khéi

va dau vi sinh vat nay.

Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Cac axit béo dugc phan loai dua vao do dai va cac dac tinh bao hoa
ctia mach cacbon. Céc axit béo duogc goi 13 axit béo mach ngin, mach trung
binh, hodc mach dai dua vao sb lugng cacbon c6 mét trong mach nay, dugc
goi 1a axit béo bio hoa khi khong con lién két doi ndo c6 mit gifra cac
nguyén tir cacbon, va dugc goi la axit béo khong bdo hoa khi con cac lién
két doi. Cac axit béo khéng bio hoa mach dai 1a khong bo hoa don khi chi
con mot lién két d6i c6 mit va la khong bio hoa da khi nhiéu hon mot lién
két d6i c6 mit.

Céc axit béo khong bao hoa da (polyunsaturated fatty acids: PUFAs)
dugc phan loai dua vao vi tri cta lién két doi dau tién tir dau metyl cua axit
béo nay: axit béo omega-3 (n-3) chira lién két d6i du tién & cacbon thi ba,
trong khi d6 axit béo omega-6 (n-6) chtra lién két doi dau tién & cacbon thir
sau. Vi du, axit docosahexaenoic ("DHA") la axit béo khong bdo hoa da
mach dai omega-3 (LC-PUFA) c¢6 d6 dai mach 13 22 cacbon va 6 lién két
d6i, thuong duge goi 1a "22:6 n-3". Cac omega-3 LC-PUFA khac bao gdbm

axit eicosapentaenoic ("EPA"), dugc ky hiéu 1a "20:5 n-3," va axit omega-3
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docosapentaenoic ("DPA n-3"), dugc ky hiéu la "22:5 n-3". DHA va EPA
duge goi 1a axit béo “thiét yéu”.Cac omega-6 LC-PUFA bao gdm axit
arachidonic ("ARA"), dugc ky hi€u la "20:4 n-6," va axit omega-6
docosapentaenoic ("DPA n-6"), duoc ky hiéu la "22:5 n-6."

Céc axit béo omega-3 1 cac phan tir quan trong v& mit sinh hoc anh
huéng dén sinh 1y t& bao do su ¢6 mit clia chung trong mang té bao, didu
hoa sur san xuét va biéu hién gen cua cac hop chét c6 hoat tinh sinh hoc, va
déng vai tro 14 cac co chét sinh téng hop. Roche, H. M., Proc. Nutr. Soc.
58: 397-401 (1999). Vi du, DHA chiém xAp xi 15%-20% lipit trong v nio
ngudi, 30%-60% lipit trong vong mac, dugc c6 dac trong tinh hoan va tinh
dich, va la thanh phﬁn quan trong cua sita me.Bergé, J.P., and Barnathan,
G..Adv. Biochem. Eng. Biotechnol.96:49-125 (2005). DHA chiém dén 97%
axit béo omega-3 trong ndo va dén 93% axit béo omega-3 trong véng mac.
Ngoai ra, DHA 1a thiét yéu ddi v6i sy phat trién cta ca bao thai va tré so
sinh cling nhu duy tri chitc ndng nhan thirc & nguoi trudng thanh./d. Vi axit
béo omega-3 khong duoc tong hop de novo (tdng hop mét phan tir phire tap
tir cac phén tir don gian) trong co thé ngudi, nén cac axit béo nay phai thu
dugc tir cac ngudn dinh dudng.

Tinh dau hat lanh va diu ca duogc xem 13 cac ngudn dinh dudng t6t
chtra axit béo omega-3. Tinh dau hat lanh khong chita EPA, DHA, DPA,
hosic ARA nhung c6 chira cac axit linolenic (C18:3 n-3), khéi co ban cho
phép co thé san xuit EPA. Tuy nhién, c6 bing chimg 13 tbc d6 chuyén hoa
trao dbi chét c6 thé 1a cham va thay dbi, dic biét 13 & ngudi cb stc khoe
suy yéu. Dau c4 thay ddi nhiéu vé chiing loai va ham luong céac thanh phan
axit béo, tity theo loai cu thé va ché d6 in cua ching. Vi du, c4 nudi cé xu
hudng c6 ham lugng axit béo omega-3 thap hon so véi ca ty nhién. Ngoai
ra, diu c4 c6 nguy co chira cac tap chit méi truong va co thé kém theo cac

van dé vé do on dinh va mui hoac vi tanh.
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Thraustochytrid la cac vi sirh vat thuéc bd Thraustochytriales.
Thraustochytrid bao gdm cac thinh vibn thude gidng Schizochytrium va
Thraustochytrium va dugc nhan ra 1a ngudn thay thé axit béo omega-3, bao
gém DHA va EPA. Xem patent M§ s6 5,130,242. Dau dugc san xuét tir cac
vi sinh vat bién di dudng nay thuong cé cac profin axit béo khdng bao hoa
da don gian hon so véi dau c4 hodc dau vi tao. Lewis, T.E., Mar.
Biotechnol. 1: 580-587 (1999). Cac chiing cua loai thraustochytrid d3 dugc
bao céo 13 tbng hop axit béo omege-3 vi ti 16 phan trim trén téng lugng axit
béo cao dugc tong hop boi cée sinl ,at ray Patent My sb 5,130,242;
Huang, J. et al., J. Am. Oil. Chem. Soz. 78: 605-610 (2001); Huang, J. et
al., Mar. Biotechnol. 5: 450-457 (2003). Tuy nhién, céc thraustochytrid
dwoc phan 14p thay dbi vé tinh dong nhit va lwong LC-PUFA duoc tong
" hop ra, khién cho mét sé chung da d\iqc md ta trudc day c6 thé c6 mirc
néng do axit béo omega-6 khong mong mudn vi/hodc cé thé c6 ning suét
thap trong méi treong nudi cdy. De 33, van ton tai nhu cu phan 14p céac vi

sinh vt c6 néng suét cao va cac’profin LC-PUFA mong muon.

Ban chit ky thuét ciia sang ché

Tac gia sang ché da phat hién ra 1a lvong EPA va DHA, dugc tbng
hop béi Thraustochytrid ma téng hop sinh khdi chira it nhit 3% EPA, ¢6
thé duoc diéu hoa bang cach la‘lm thay d6i lugng cacbon dioxit (CO,) hoa
tan trong pha nudc cua canh trdiig a8 mien trong qud trinh 18n men cua vi
sinh vat nay. Puogc dé xuit & d’l} ta ppu ong phap san xuét sinh khéi c6 axit
béo va néng d6 EPA, bao gdm: 181 rasn vi sinh vat nay trong binh 1én men
c6 khi hoa tan trong canh trudng 1én men dé tong hop sinh khéi, trong d6 vi
sinh vat nay bao gom Thraustochytrid tdng hop sinh khéi chtra it nhat 1a
3% EPA theo tong khdi lugng céc axit béo; va didu chinh mic CO, hda tan

trong khi hoa tan nay. Theo mdt phuong 4n, mitc CO, hoa tan c6 thé dugc
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diéu chinh dé dat dugc muc EPA vi/hodc DHA mong mudn trong sinh
khéi nay. Theo mot phuong 4n khéc, hrgng CO, hoa tan trong pha nudc
clia canh trudng 1én men nim trong khodng tir 38 dén 600ppm téng lugng
khi .hba tan, va cu thé 1a tir 38 dén 135ppm téng. lugng khi hoa tan.

Dugc dé xut thém & day 1a phuong phap tdng hop sinh khdi coa vi
sinh vat chira cac axit béo va néng do EPA, bao gém: Ién men vi sinh véat
nay trong binh 1én men, cl_n’ra khi, @& san xuét sinh khéi trong do6 vi sinh vat
nay bao gébm Thraustochytrid téng FC’p sinh khdi chira it nh4t 13 3% EPA
theo tong khéi lwong axit béo; va bd “sv.mg vao khi nay CO, . B6 sung nghia
la thém vao hoac nap vao céc binh '11?&*}‘ khi CO, véi lugng cong thém luong
dugc san xuét boi qué trinh 1én men cia céac t& bao hodc lugng & cac diéu
kién xung quanh. Theo mdt phuong 4n, CO, duoc bd sung vio binh nay dé
dat dugc lugng EPA va/hoic DHA mong mubn trong sinh khdi nay.

Ciing duogc dé xuat & day la phuong phap san xuét sinh khéi cua vi
sinh vat chira axit béo va nérig d5 BPA, bao gdm: 1én men vi sinh vat nay
trong binh 1én men dé san xuét sink %héi trohg d6 vi sinh vat nay bao gém
Thraustochytrid tong hop sinh khéi chtra it nhat 1a 3% EPA theo tdng khdi
lugng axit béo; va didu chinh lwong sinh khéi trong binh nay. Theo mét
phuong 4n ciia séng ché, sinh khéi nay duoc didu chinh dé dat dugc muc
ndng d6 EPA hoic DHA mong mudn trong sinh khéi.

Phuong phép san xudt vi ¢ir’s vAt ¢6 axit béo va néng d6 EPA, bao
gbém: 1én men vi sinh vat nay t.:ldﬁg'binh 1¢n men @ san xuét sinh khdi,
trong d6 vi sinh vét ndy bao gdm T}”i-"r:iuétochytﬁd tbng hop sinh khdi chira
it nhat 1a 3% EPA theo tong khéi ldo'Ilg axit béo; va diéu chinh &p suét trén
sinh khéi nay, vi du, khong gidi han &, kiém soé4t ddi 4p suét cia binh nay.
Theo mét phuong 4n, 4p suit nay dwoc didu chinh dé dat duoc mic EPA

hoic DHA mong mudn trong sinh khéi nay.
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Theo mét phuong 4n khie, ducc 8 xult & day 13 phuong phép san
xuét vi sinh Vét c6 c4c axit béo va ndng d6 EPA, bao gém: 1én men vi sinh
vét ndy trong binh lén men dé san xuét ra canh trudong 1én men va sinh
khdi, trong d6 vi sinh vat ndy bao goém Thraustochytrid tbng hop sinh khdi
chira it nhat 12 3% EPA theo tdng khéi luong axit béo; va didu chinh nhiét
do trong canh thang nay. Theo mét phwong &n, nhiét do nay dugc didu
chinh dé dat dwoc mic EPA vi/hcic DHA mong mubn trong sinh khéi
ndy. i "

Trong nhiéu phuong 4n khéc nhzu, lugng EPA va DHA ciing c6 thé
duoc didu hoa bing cach didu chinh lugng CO, hoa tan trong pha nudc
hodc canh trudong 1én men cta binh bing cach 1am ting hodc 1am giam
lugng CO, trong binh ndy. Luong CO, hoa tan c6 thé duge diéu chinh bing
cach diéu chinh thém lugng sinh khdi dwoc 1én men. Vi du, bing cach lén
men té bao trong binh thét cb Vi céc binh'léﬂ men 16n hon. EPA va DHA
cling c6 thé thay ddi theo cdc phuong an duge dé xult & day bang cach lam
thay dbi nhiét d6. Lugng CO, hoa tan cd thé duogc diéu chinh thém, vi dy,
bang c4ch diéu chinh nhiét d8 trong binh nay. Vi dy, nhiét d6 binh thdp hon
s& tao ra cac ndéng do EPA 16n hon va ndng d6 DHA thip hon. Lugng CO,
hoa tan c¢6 thé dugc didu chinh thém bang cach didu chinh 4p suét trong
binh nay. Vi du, viéc gia ting 4p suit chic chin 1am ting CO, hoa tan, dan
dén lam tang lugng EPA va lam gidm 11.ro‘11g DHA trong sinh khéi. Mdi loai
diéu chinh dugc mé ta trén day, vi du, bd éung CO,, lam ting hoic lam
gidm sinh khdi, 1am tdng hodc lam giam nhiét d6, hodc lam ting hodc lam
giam ap suét, c6 thé dugc két hop véi bat ki trong sé cac didu chinh con lai
dé dat duge mirc EPA va DHA mong mudn trong sinh khdi nay va dau bét
ky dugc chiét ra tir sinh khéi nay. CO, hoa tan ciing c6 thé dugc didu chinh

bang cach lam thay d6i d6 pH. -
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Theo mét s6 phwong an, téng luong EPA va DHA van tuong déi 6n
dinh so véi lugng, theo khdi luong, theo tdng khdi luong axit béo va axit
béo omega-3.

Theo cac phwong 4n khac, ham lugng EPA hoic DHA cia sinh khéi
nay duogc do trurde khi thue hién viée didu chinh lugng CO, bd sung vao, ap
suat, nhiét d hogc sinh khéi.

Mic du khong mong mubn bj ring budc béi 1y thuyét bat ky, gia
thuyét ring sy ting hodc giam lugng EPA hodc DHA c6 lién quan tryc tiép
dén lugng CO, hoa tan trong pha' nudc cua canh trudng 1én men va cac
diéu chinh dugc mo ta trén day vé& CO,, 4p suét, va nhiét do, 1am thay ddi
lugng CO, hoa tan trong sinh khéi.

Theo mét s6 phuong 4n, séng ché dé xuit phuong phap sén xuét sinh
khdi cta vi sinh vét c6 ndng d6 EPA ting, phuong phap nay bao gém nudi
vi sinh vat ndy trong méi trudng nudi cdy chira it hon 0,1mg/l vitamin B12
dé san xuét sinh khéi. Theo mét sb phuong 4n, mdi trudng nudi ciy nay
chira it hon 0,01mg/l vitamin B12. Theo mot s§ phuong 4n, méi trudong
nudi cdy nay chira it hon 0,001mg/l vitamin B12. Theo cic phuong an
khac, moi trudng nudi cdy nay chtra ndéng d6 vitamin B12 thip hon
0,0001mg/l. Theo mét s6 phuong 4n, mdi truong nudi ciy nay khong chira
vitamin B12. o |

Theo mdt s6 phuong an, méi trirdmg nudi cdy nay chira thém it hon
1g dich chiét ndm men trong mdi 50g sinh khéi khong chura lipit. Theo mot
s6 phuong an, méi trudng nudi cdy nay chira thém it hon 0,5g dich chiét
nidm men trong mdi 50g sinh khéi khong chira lipit. Theo cac phuong an
khac, méi trudng nubi cdy nay chira thém it hon 0,1g dich chiét nAm men
trong mdi 50g sinh khéi khéng chira lipit.

Theo mét s6 phuong an, ndng dd EPA duoc gia ting it nhét 12 400%

so v&i ndng d6 EPA trong sinh khéi thu dwoc tir vi sinh vat duge phat trién
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trong méi trudong nudi cdy chira nhidu hon 0,1mg/1 vitamin B12. Theo mot
s6 phuong 4n, ndng d6 EPA duoc gia ting it nhat 13 300% so v&i ndng dd
EPA trong sinh khéi tir vi sinh v4t duoc phat trién trong méi trudng nuéi
cdy chira nhiéu hon 0,01mg/1 vitamin B12. Theo céc phuong 4an khéc, néng
do EPA duogc gia ting it nhét 13 200% so véi néng do EPA trong sinh khéi
tir vi sinh vat dugc phat trién trong méi trudng nudi cdy chtra nhiéu hon
0,001mg/l vitamin B12. Theo mét sb phuong 4n, néng d6 EPA dugc gia
tang it nhat 13 100% so véi ndng d6 EPA trong sinh khéi tir vi sinh vat
dugc phét trién trong méi trudong nudi cdy chra nhiéu hon 0,0001mg/1
vitamin B12. |

Theo mét s6 phuong 4n, sang ché d& xuét phuong phap san xuét sinh
khdi cta vi sinh vat c6 ndng dd EPA ting, bao gbém nudi vi sinh vat nay
trong méi trudng nudi cdy chita it hon 0,1mg/] coban d& san xuét sinh khéi.
Theo mdt sb phuwong 4n, moi trudng nudi cdy ndy chira it hon 0,01mg/l
coban. Theo mét sé phuong an, mdi truong nudi cly nay chua it hon
0,001mg/l coban. Theo c4c phuong 4n khac, méi trudmg nudi cdy nay chira
it hon 0,0001mg/I coban. Theo mdt s6 phuwong 4n, méi trudng nudi ciy nay
khong chira coban.

Theo mot sd phwong 4n, vi sinh vat nay 1a Thraustochytrid. Theo
mét s6 phuong 4n, vi sinh vat ndy can xuét ra it nhét la 3% EPA theo tdng
khéi lugng axit béo.

Theo mét s6 phuong 4n, méi trudng nudi cly nay cé ndng d CO,
hoa tan it nhat 13 5%. Theo cic phuong 4n khéc, méi truong nudi ciy nay
c6 nong d6 CO, hoa tan it nhat 1a 10%. Theo mot sb phuong an, moi
truong nudi cdy ndy c6 néng d6 CO, hoa tan it nhét 13 15%.

Sang ché cling d& xuét sinh khdi duge phan 1ap, va dau vi sinh vat
dugc chiét tir sinh khéi cua phuong phép bit ky trong céc phwong phap &
day.
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MO ta vin tit cic hinh vé

Nhiéu phuong 4n khéc nhau cta sang ché ¢ thé duge hiéu mot cach
ddy du tir phan mb ta chi tiét sau ddy, cac hinh v&, va céc md ta trinh tu
kém theo 13 mot phan ciia don nay.

FIG. 1 thé hién hoat dong ctia PTA-9¢95 trong gradien thiamin.

FIG. 2 thé hién hoat dong ctia PTA-9695 trong gradien vitamin B12.

FIG. 3 thé hién hoat dong ctia PTA-9695 trong gradien biotin.

FIG. 4 thé hién hoat ddng ctia PTA-9695 trong gradien Ca-
pantothenat.

FIG. 5 thé hién hoat dong ctia PTA-9695 trong cac chuin TSFM.

FIG. 6 — FIG. 19 thé hién hoat dong cua PTA-9695 trong gradien
vitamin B12 & 10% CO,. -

FIG. 20 — FIG. 49 thé hién hoat déng ctia PTA-10208 trong gradien
vitamin B12 & 10% CO,.

M5 ta chi tiét sing ché

Céc phwong phap va ché phim duoc d& xudt & day c6 thé 4p dung
dugc cho Thraustochytrid tong hop siith khéi chira it nhit 13 3% EPA theo
téng khéi luong axit béo ma né san xut ra. Thraustochytrid cyu thé tdng
hop sinh khdi chira it nhét 1a 3% EPA duge dé xuét & day 1a vi sinh vat
dugc phan lap thudc loai duoc lwu giit véi sb ding ky ATCC 1a PTA-
10212. Vi sinh vat dugc phan lap c6 30 déang ky ATCC 1a PTA-10212 duoc
luu gilt theo Hi€p udc Budapest vac ngay 14 thang 7, 2009 tai American
Type Culture Collection, Patent Depository, 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-2209.

Thraustochytrid téng hop sinh khéi chira it nhit 1a 3% EPA dién hinh

duoc chon tir vi sinh vat dugc phan lap duoc luu gift véi s6 dang ky ATCC
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la PTA-10212, PTA-10213, PTA-10214, PTA-10215, PTA-10208, PTA-
10209, PTA-10210, hoac PTA-10211.

Phuong an cu thé duogc d& xuit & day dé cap dén vi sinh vat duoc
phén 14p chira 18s rARN chtra trinh tir polynucleotit cia SEQ ID NO:1
hozc trinh tu polynucleotit cé sy twong ddng it nhit 13 94% véi SEQ ID
NO:1.

Phuong an cu thé dugc dé xuit & day deé cap dén vi sinh vat dugc
phén lap chira trinh ty polynucleotit 18s rARN ma c6 sy tuong déng it nhat
1a 94% véi trinh tu polynucleotit 18s rARN cua vi sinh vat dugc luu gil
v6i sb ding ky ATCC 1a PTA-10212.

Thraustochytrid tdng hop sinh khéi chia it nhit 1a 3% EPA dién hinh
dugc d& xult & day 1a vi sinh vat dugc phén 1ap thudc loai dugc luu gil
dudi sb ding ky ATCC sé PTA-10208

Phuong 4n cu thé duoc dé xuét & day dé cap dén vi sinh vét duge
phan lap thudc loai duge luu gitt véi sé ding ky ATCC 1a PTA-10208,
trong d6 tong sb axit béo duoc san xuit béi vi sinh vét nay chira nhidu hon
10% axit eicosapentaenoic theo khéi luong.

Thraustochytrid téng hop sinh khéi chtra it nhit 1a 3% EPA theo
sang ché 12 vi sinh vat dugc phén ldp c6 céc dic diém thudc loai duge luu
giit véi sé ding ky ATCC 13 PTA-10208, trong d6 tdng sé axit béo dugc
san xuat béi vi sinh vat nay chira nhidu hon 10% axit eicosapentaenoic theo
khéi lwong. Thraustochytrid tong hop sinh khéi chira it nhét 13 3% EPA
duogc dé xuit & day dugc chon tir vi sinh vét dugc phan 14p dugce chon tir
ching d6t bién duoc luu gitt dudi sé ding ky ATCC 1a PTA-10209, PTA-
10210, hodc PTA-10211. Céc vi sinh vat c6 s6 ding ky ATCC 13 PTA-
10209, PTA-10210, va PTA-10211 dugc luu Agifr theo Hiép udc Budapest
vao 25 thang 9, 2009 tai American Type Culture Collection, Patent
Depository, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209.

-10-
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Cac phuong an dugc dé xuét & day dé cép dén cac vi sinh vat da
duoc mé ta, trén ddy, cac chung dot bién ciia chiing va céc vi sinh vat ndy
da dugc xac dinh trong don yéu cau cép patent My s6 12/729,013 duge ndp
kém theo day.

Phuong 4n dugc d& xuét & diy dé cap dén vi sinh vét dugc phén lap
ma san xudt ra phan doan triaxylglyxerol, trong d6 ham luong axit
eicosapentaenoic cua phan doan triacylglyxerol ndy it nhit 13 khoang 12%
khéi luong.

M6t phuong an duge dé xuit & day dé cap dén sinh khéi dugc phan
1ap, trong d6 it nhat khoang 20% khéi luong tinh theo khéi lugng té bao
khé ctia sinh khdi nay 1a céc axit béo, trong d6 khoang hon 10% khéi luong
cac axit béo nay la axit eicosapentaenoic, va trong do6 cac axit béo nay chira
khoang duéi 5% khéi lwong mdi axit arachidonic va axit docosapentaenoic
n-6. Theo mét sd phuong an, it nhit khoang 25% khéi luong céc axit béo
nay la axit docosahexaenoic.

Theo mot sé phuong 4n, sang ché dé cap dén sinh khéi duoc phan
lap chira triaxylglyxerol, trong d6 it nhit khoang 12% khéi luong
triaxylglyxerol 13 axit eicosapentaenoic.

Theo mot sé phuong 4n, séng ché dé cép dén bat ky trong sb céc sinh
khdi dugc phéan 1ap theo sang ché, trong d6 céc axit béo ndy chira thém
khoang duéi 5% khéi lugng mdi axit oleic, axit linoleic, axit linolenic, axit
eicosenoic, va axit erucic.

Sang ché dé cap dén vi sinh vat thraustochytrid duoc phén 14p thudc
loai thraustochytrid dugc luu gitt dudi sé dang ky ATCC 1a PTA-9695
hoic chiing thu duoc tir d6, trong d6 tong s axit béo duoc tdng hop béi vi
sinh vat nay hodc ching thu duoc tir d6 chira khoang 10% hoic it hon khéi
lwong axit eicosapentaenoic. Mot phuong 4n dugce dé xuét & day dé cap dén

vi sinh vat dugc mo ta trén day hoac ching ctia n6é va vi sinh vat cé lién
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quan khéc duoc mé ta trong cong bd don patent M§ sb US 2010/0239533
duoc ndp kém theo day dé tham khéo.

Ciing duoc d& xudt & day 13 phuong phép lam ting ndng d6 EPA
trong sinh khéi ciia vi sinh vét c6 cac axit béo va ndng dé EPA bao gdm:
1&én men vi sinh vat nay trong binh [én men, chira khi, dé san xuét sinh khi,
trong d6 vi sinh vét nay bao gdm Thraustochytrid tbng hop sinh khdi chira
it nhat 14 3% EPA theo tong khdi luong axit béo; va bd sung vao khi nay
CO, véi lugng du dé 1am ting ndng d6 EPA trong sinh khéi nay. Su gia
ting ndng d6 EPA nay cé thé dugc so sanh véi, vi du, ndng d6 EPA cia vi
sinh vat dugc 1€n men tuong tir ma khdng duoc bd sung thém CO, hodc khi
so véi vi sinh vét dugc 1én men tuong ty & didu kién xung quanh.

Theo mét phwong 4n khéc, luong CO, di dé 1am ting ndng d6 EPA
13 16n hon ho#ic bang 2% tong luong khi trong binh. Theo mét phuong 4n
khac, lugng CO, trong binh nay 16n hon hoic bing 5% dén khoang 20%
tong lwong khi trong binh. Theo mot phuong 4n khéc, lugng CO, trong
binh 14 16n hon hodc bang khoang 5% dén khoang 15% téng lwong khi
trong binh.

Theo mét phuong an khéc, lugng CO, dugc bd sung vao 1a 16n hon
hodc bing 2% tong lwong khi trong binh d& lam ting ndng d6 EPA trong
sinh khéi dén 16n hon 4%, khéi lugng, theo téng khdi luong axit béo, cu
thé hon 13 tir khoang 16n hon 4% dén khoang 45%, khébi luong, theo téng
khdi luong axit béo, cu thé hon 13, tir khoang 16n hon 4% dén khoang 40%
theo tong khéi luong axit béo.

Theo mét phuong an khéc, lugng CO, duoc bd sung vao 1a di dé 1am
tang ndng d6 EPA tir khoang 4% dén khoéang tir 6 dén 30% khéi luong theo
téng khéi lvgng axit béo. Theo mot phuong an khéc, lugng CO, dugc cung
cép 13 di @& lam ting ndng d6 cia EPA tir khoang 15% dén khoang 40%

khdi lugng theo tong khdi lwong axit béo. Theo mot phwong an khéc, luong
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CO, duge cung cép 1& du dé 1am ting ndng d6 cia EPA 16n 16n hon 20%
khéi lwong, theo téng khéi luong axit béo. Theo mot phuong 4n khéc, CO,
duge cung cip véi lugng da dé lam ting ndng d6 EPA tir khoang 20% dén
khoang 25%.

Theo mdt phuong 4n khac, dugc dé xuit & day la phuong phép 1am
ting néng do EPA trong sinh khéi cia vi sinh vét c6 cac axit béo va ndng
d6 EPA bao gdm: 1én men vi sinh vat nay trong binh 1én men dé san xuit
sinh khoi; tao 4p sut trén sinh khéi du dé lam ting ndng do6 EPA trong sinh
khdi nay. Su tang nc“mg dd EPA nay c6 thé duoc so sanh véi, vi du, néng do
EPA cta vi sinh vat duoc 1én men tuong tw ma khong dugc tao ap suit
hodc khi so véi vi sinh vat dugc 18n men tuong tu & didu kién xung quanh.
Theo moét phuong 4n khéc, 4p sudt duge tao ra trén sinh khéi 13 khoang
0,5psi (3,447kPa) trén ap suat khi quyén. Theo mot phuong an khéc, binh
ndy c6 4p sudt cot nude (hodic ddi dp sudt) 1 1on hon hodc bang 0,4psi
(2,758kPa), cu thé hon 14 tir khoéang 0,4psi (2,758kPa) dén khoang 30psi
(206,82kPa), cu thé hon nita 1a tir khoang 1psi (6,894kPa) dén khoang
30psi (206,82kPa). Theo mét phuong 4n khéac, binh nay cé &p suat cot nudce
la tr khoang 1psi (6,894kPa) dén khoang 20psi (137,88kPa). Theo mdt
phuong én khac, 4p suét duogc tao ra trong khoang thoi gian du dé diéu
chinh luong EPA trong sinh khoi, cu thé 1 trong khoang thoi gian dén 120
gio.

Theo mot phuong 4n khéc, dugc dé xuét & day la phuong phép san
xuat sinh khéi ctia vi sinh vat téng hop axit béo va néng d6 EPA bao gbm
1én men vi sinh vat ndy trong binh 1én men dé san xuét sinh khéi, trong do
vi sinh vat nay bao gém Thraustochytrid tong hop sinh khdi chira it nhit 14
3% EPA theo téng khéi luong axit béo & nhiét do du dé lam ting ndng do
EPA trong sinh khéi. Theo mot sb phuong 4n, nhiét d ¢t dé 1am ting néng
d6 EPA 1a thap hon 30°C, cy thé hon 13 thip hon hoic bing 22°C, va cu thé
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hon 14 nhiét d6 nay 14 it hon hodc bang 21°C. Su ting ndéng d6 EPA c6 thé
duoc so sanh véi, vi du, néng do EPA ¢ vi sinh vat dugc 1én men tuong tu
nhung nhiét 4§ khong duoc diéu chinh hoic khi so véi vi sinh vat duge 1én
men tuong tu & cac didu kién xung quanh.

Theo mdt phuong 4n khéc, cic phuong phap dugc dé xudt & day
khac nhau vé lugng EPA duogc tao ra trong qué trinh 1én men dé san xut
sinh khdi, va dau chiét duoc, trong d6 lugng EPA dugc dé xuét 13 16n hon
4%, cu thé 13 tir khoang 16n hon 4% dén khoang 45%, cu thé hon 1a tir
khoang 16n hon 4% dén khoang 40% khéi luong, theo tdng khéi luong axit
béo. Theo mdt phuong an khéc, luong EPA dugc tao ra bdi phuong phap
dugc dé xuét ¢ day 1a luong tir khoang 6% dén khoang 30% khéi luong,
theo téng khédi lwong axit béo. Theo mot phwong 4n khéc, lugng EPA dugc
tao ra boi phuwong phap dugc dé xuét & day 13 lugng tir khoang 15% dén
khoang 40% khéi lugng, theo tdng khdi lugng axit béo. Theo mét phuong
an khac, luong EPA duoc tao ra bodi phuong phép duoc dé xuit & day 13
lwong 16n hon 20%, cu thé hon 14 tir khoang 20% dén khoang 25% khéi
lugng, theo tong khéi lwong axit béo.

Theo mét phuong 4n khéc, nong d6 EPA mong mudn duoc d& xuét
13 16m hon 4%, cu thé 1a tir khoang 16n hon 4% dén khoang 45%, cu thé hon
1a tir khoang 16n hon 4% dén khoang 40% khdi luong, theo téng khéi
lugng axit béo. Theo mét phwong an khac, ndng d6 EPA mong mudn duoc
tao ra boi phuong phap dugc dé xudt & day 1a lwong tir khoang 6% dén
khoang 30% khéi luong, theo tong khdi lugng axit béo. Theo mdt phuong
an khéc, ndng d6 EPA mong mubn dugc tao ra bang phwong phép dugc dé
xuét & day 1a luong tir khoang 15% dén khoang 40% khéi lwong, theo tong
khéi luong axit béo. Theo mot phuong an khac, ndng dé6 EPA mong mudn

dugc tao ra bang phuong phép dugc dé xuit & day 13 luong 16n hon 20%,
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cu thé hon 14 tir khoang 20% dén khoang 25% khéi luong, theo téng khéi
lugng axit béo.

Phuong phap 1am ting ndng d6 EPA trong sinh khdi ctia vi sinh vat
c6 axit béo va ndng d6 EPA bao gdm: 1én men vi sinh v4t nay trong binh
lén men d& san xudt sinh khéi, trong d6 vi sinh vat ndy bao gdém
Thraustochytrid tng hop sinh khdi chira it nhét 13 3% EPA theo tong khéi
luong axit béo; va 1am ting sinh khéi véi lugng dt dé 1am ting ndng do
EPA trong sinh khéi. Theo mét s6 phuong 4n, luong sinh khéi da dé 1am
taing ndng d6 EPA c6 ti trong 16n hon hodc bang 10g/l. Theo mot sb
phuong 4n, lugng sinh khéi du dé 1am ting ndng d6 EPA c¢6 ti trong l1a
khoang 10g/1 &én khoang 250g/1. Sy gia ting nong d6 EPA nay c6 thé duoc
so sanh v&i, vi du, néng dé EPA & vi sinh vat dugc 1én men tuong tu, trong
d6 sinh khéi nay khong duoc gia ting.

Theo mét sd phuong 4n, ndng d6 EPA cia sinh khéi dugc phat trién
trong moi truong nudi cdy chira ndng d6 CO, 16n hon (vi du, trong binh
chira CO, véi luong 16n hon hodic bing 2%, 16n hon hoic bing 5%, 16n
hon hoéc b%mg 10%, 16n hon hodc bﬁng 15%, 16n hon hodc béng 20%, 5%
dén 20%, hozic 5% dén 15% téng lwong khi trong binh) 16n hon it nhit 13
10%, it nhat 13 50%, it nhat 1 100%, it nhat 1a 250%, it nhat 13 500%, it
nhat 1a 750%, it nhat 12 1000%, it nhat 1a 1100%, it nhat 1a 1200%, it nhat
14 1300%, it nhat 1a 1400%, it nhit 1a 1500%, it nht 13 1600%, it nhét la
1700%, it nhat 1a 1800%, it nhat 13 1900%, hogc it nhit 14 2000% so véi
ndng d6 EPA trong sinh khéi thu dugc tir vi sinh vét dugc phat trién trong
mdi trudng nudi cdy chira ndng do CO, thip hon (vi dy, trong binh chira
CO;, vdi lugng 14n luot 12 it hon 2%, it hon 5%, it hon 10%, it hon 15%, it
hon 20%, 0% dén 4%, hoic 1% dén 3% tdng luong khi trong binh). Vi dy,
ndng d6 EPA cua sinh khéi dugc phat trién trong méi truong nudi ciy chira

néng d6 CO;, 16n hon (vi dy, trong binh chira CO, véi lugng 16n hon hoac
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bing 2%, 16n hon hodc bing 5%, 16n hon hodc bing 10%, 16n hon hodc
bing 15%, 16n hon hodc bang 20%, 5% dén 20%, hodc 5% dén 15% tong
luong khi trong binh) 16n hon it nhét 13 10%, it nhét 13 50%, it nhat 13
100%, it nhét 13 250%, it thét 13 500%, it nhat 1a 750%, it nhat 1a 1000%, it
nhét 12 1100%, it nhat 1a 1200%, it nhét 13 1300%, it nht 13 1400%, it nhét
13 1500%, it nhét 14 1600%, it nhét 1a 1700%, it nhét 13 1800%, it nhét 13
1900%, hodc it nhét 1a 2000% so véi ndng d6 EPA trong sinh khéi thu
duoc tir vi sinh vat dugc nudi trong binh & néng d6 CO2 mdi trudng xung

quanh.

Vitamin B12 trong méi trudng nudi cy

Thuét ngit "vitamin B12" nhu duoc st dung & ddy ding dé chi 16p
cac hop chit c6 lién quan vé mit héa hoc & dang tu nhién hozc téng hop,
bao gdm, nhung khéng giéi han &, vitamin B12, cobalamin,
xyanocobalamin, va hydroxocobalamin. Theo mdt sd phwong 4n, sang ché
dé xuét c4c phuong phép 1am ting ndng d6 EPA trong sinh khdi ctia vi sinh
vat san xuét EPA béng cach nudi vi sinh vat nay trong mdi trudng nuéi chy
c6 ndng d6 vitamin B12 thip hodc trong méi truong nudi cay khéng chira
vitamin B12. Theo mét sé phwong 4n, sang ché d& xuat cic phuong phap
san xut sinh khéi cta vi sinh vt c6 ndng d6 EPA ting, bao gdm nudi vi
sinh v4t nay trong méi truong nudi cdy chira it hon 0,1mg/l vitamin B12 dé
san xuét sinh khéi. Theo mdt sb phwong an, méi trudng nudi ciy nay chia
it hon 0,05mg/1, it hon 0,01mg/l, it hon 0,005mg/1, it hon 0,001mg/l, it hon
0,0005mg/1, it hon 0,0001mg/1, hodc khong chira vitamin B12.

Theo mdt sb phuong 4n, méi trudng nudi cdy nay chira it hon Ig
ngudn vitamin B12 (ching han nhu dich chiét ndm men, bt ngdm ngo, bot
d4u tuong, va céc ngudn nito phic tap khac) trong mébi 50g sinh khéi

khéng chira lipit. Theo mdt sé phuong 4n, mdi trudng nubi cAy nay chira it
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hon 0,8g, it hon 0,5g, it hon 0,3g, it hon 0,1g, it hon 0,05g, hodc it hon
0,01g ngudn vitamin B12 nay trong mdi 50g sinh khéi khong chira lipit.
Theo mdt sé phuong 4n, mdi truong nudi cAy nay chira thém it hon 1g dich
chiét ndm men trong mdi 50g sinh khdi khéng chira lipit, it hon 0,8g dich
chiét ndm men trong mdi 50g sinh khdi khéng chira lipit, it hon 0,5g dich
chiét ndm men trong mdi 50g sinh khdi khéng chira lipit, it hon 0,3g dich
chiét ndm men trong mdi 50g sinh khdi khéng chira lipit, it hon 0,1g dich
chiét nAm men trong mdi 50g sinh khéi khong chira lipit, it hon 0,05g dich
chiét nAm men trong mdi 50g sinh khdi khong chira lipit, hogc it hon 0,01g
dich chiét ndm men trong mdi 50g sinh khéi khéng chira lipit. Nhu dugc st
dung & day, thudt ngir “sinh khdi khong chira lipit” ding dé chi khéi luong
té bao kho khéng chira chit béo dich cua vi sinh vét nay sau khi nudi céy.
Theo mot s6 phuong 4n, ndng d6 EPA clia sinh khéi duoc phat trién
trong mdi trudng nudi cdy chira ndng d6 vitamin B12 thip hon (vi du,
trong mdi trudng nudi cdy chira it hon 0,1mg/l, it hon 0,05mg/l, it hon
0,01mg/l, it hon 0,005mg/l, it hon 0,001mg/l, it hon 0,0005mg/l, it hon
0,0001mg/l, hoic khéng chira vitamin B12) 16n hon it nhét 13 10%, it nhét
14 25%, it nhét 13 50%, it nhit 1a 75%, it nhit 12 100%, it nhat 1a 150%, it
nhét 13 200%, it nhat 1 250%, it nhét 1a 300%, it nhét 1a 350%, it nhat 1a
400%, it nhét 14 450%, it nhat 1 500%, it nhat 1a 550%, it nhat 1a 600%, it
nhét 1& 650%, hodc it nhat 13 700% so v&i ndng d6 EPA trong sinh khéi thu
duoc tix vi sinh vat dugc phat trién trong méi trudng nuéi ciy chira ndng do
VﬁmnhlBIZlénhcn(vidu,&ongtn@iﬁubngnuﬁicéylénluqtch&aitnhét
14 0,1mg/l, it nhat 13 0,05mg/l, it nhit 14 0,01mg/l, it nhét 13 0,005mg/l, it
nhit 12 0,001mg/l, it nhét 13 0,0005mg/l, it nhat 13 0,0001mg/l, hodc it nhat
12 0,00005mg/1 vitamin B12). Vi duy, ndng d6 EPA cta sinh khéi duoc phat
trién trong méi trudng nudi cdy khong chira vitamin B12 16n hon it nhét 13

10%, it nhat 14 25%, it nhat 1& 50%, it nhét 13 75%, it nhit 1a 100%, it nhét
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12 150%, it nhat 1a 200%, it nhat 13 250%, it nhat 1 300%, it nht 12 350%,
it nhat 12 400%, it nhat 1a 450%, it nhat & 500%, it nhat 1 550%, it nhét la
600%, it nhat 13 650%, hoic it nhét 13 700% so v6i ndng d6 EPA trong sinh
khéi thu duge tir vi sinh vét dugc phat trién trong moi trudng nudi ciy chira
vitamin B12 (chéng han it nhét 13 0,0001mg/! vitamin B12).

Theo mdt sé phwong 4n, ndng d6 EPA cua sinh khéi dugc phat trién
trong mdi trudng nudi cdy chira ndng d6 vitamin B12 thip hon (vi du,
trong mdi trudng nudi cdy chira it hon 0,1mg/l, it hon 0,05mg/l, it hon
0,01mg/1, it hon 0,005mg/l, it hon 0,001mg/l, it hon 0,0005mg/l, it hon
0,0001mg/l, hodc khéng chira vitamin B12) & néng d6 CO2 mdi trudng
xung quanh 16n hon it nhét 13 100%, it nhét 13 200%, it nhit 1a 300%, it
nhét 12 400%, hodc it nhét 13 500% so véi ndng d6 EPA trong sinh khéi thu
duoc tir vi sinh vat dugc phat trién trong méi trudng nudi cy chira ndng do
vitamin B12 16n hon (vi du, trong méi truong nudi ciy 1an luot chira it nht
12 0,1mg/1, it nhét 13 0,05mg/l, it nhat 13 0,01mg/l, it nhat 1a 0,005mg/l, it
nhit 13 0,001mg/1, it nhit 1a 0,0005mg/l, it nhat 14 0,0001mg/l, hodc it nhit
13 0,00005mg/1 vitamin B12) & néng d6 CO2 moéi trudng xung quanh. Theo
mdt s6 phuong 4n, ndng d6 EPA cia sinh khdi dugc phét trién trong méi
truong nudi cdy chira néng do vitamin B12 thip hon & mirc néng d6 CO2
mdi trudng xung quanh 1én hon tir 100% dén 700%, 150% dén 650%,
200% dén 600%, 250% dén 550%, hodc 300% dén 500% so véi ndng dd
EPA trong sinh khéi thu duogc tir vi sinh vat dugc phét trién trong moi
truong nudi ciy chira ndng d6 vitamin B12 16n hon & néng d6 CO2 méi
truong xung quanh. Theo mdt s6 phuong 4n, ndng d6 EPA cua sinh khéi
duoc phat trién trong méi trudng nudi cdy chira ndng do vitamin B12 thip
hon & ndng d6 CO, cao (vi du, nong d6 CO, hoa tan it nhit 1a 5%, it nhét 13
10%, it nhét 13 15%, hodc it nhat 1a 20%) 16n hon it nhit 14 5%, it nhat 1a
10%, it nhét 13 15%, it nhat 13 20%, it nhat 12 25%, it nhit 13 30%, it nhat 1
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40%, it nhét 1a 50%, it nhit 13 60%, it nhat 1a 70%, it nhat 13 80%, it nhét la
90%, hodc 16n hon it nhat 1 100% so véi ndng d6 EPA trong sinh khéi thu
duoc tir vi sinh vat dugc phat trién trong méi trudng nudi cdy chira nong do
vitamin B12 16n hon & ndng d6 CO, cao. Theo mét sé phuong an, ndng d6
EPA cua sinh khéi dugc phat trién trong méi trudng nudi ciy chira néng do
vitamin B12 thip hon & ndéng d6 CO, cao (vi du, ndng d6 CO, hoa tan it
nhét 13 5%, it nhat 14 10%, it nhét 14 15%, hodc it nhit 1a 20%) 13 16n hon tir
5% dén 200%, 10% dén 175%, 15% dén 150%, 20% dén 125%, hoic 25%
dén 100% so voi n6ng do6 EPA trong sinh khdi thu duoc tir vi sinh vat dugc
phat trién trong méi trudng nubi cdy chira mic néng d vitamin B12 1én
hon & néng d6 CO, cao. Vi du, ndng d6 EPA ca sinh khéi duogc phat trién
trong mdi trudng nudi cdy khong chira vitamin B12 & ndng d6 CO2 méi
trudng xung quanh 13 16n hon it nhét 1a 100%, it nhat 13 200%, it nhit 13
300%, it nhat 13 400%, hodc it nhat 13 500% so v6i ndng d6 EPA trong sinh
khéi thu dugce tir vi sinh vat duoc phét trién trong méi trudng nubi cdy chira
vitamin B12 (ching han nhu, it nhit 13 0,0001mg/l vitamin B12) & mirc
ndng d6 CO2 moéi trudng xung quanh. Vi du khac 13, ndng d6 EPA ciia sinh
khéi dugc phat trién trong méi trudng nudi cdy khong chira vitamin B12 &
ndng d6 CO, hoa tan it nhat 1a 10% 1én hon it nhat 1a 5%, it nhat 13 10%, it
nhit 13 15%, it nhét 12 20%, it nhét 1a 25%, it nhat 1a 30%, it nhat 1 40%, it
nhét 13 50%, it nhét 12 60%, it nhit 1 70%, it nhat la 80%, it nhat la 90%,
hoic 16n hon it nhat 13 100% so véi ndng d6 EPA trong sinh khdi thu dugc
tir vi sinh vét dugc phat trién trong méi trudng nudi cdy chira vitamin B12
(ching han nhu, it nhat 13 0,0001mg/l vitamin B12) trong ndng d6 CO, hoa
tan it nhat 1 10%.

Theo mét sé phuong 4n, néng d6 EPA duoc gia ting it nhét 13 100%,
it nhat 1 200%, it nhét 12 300%, it nhat 1a 400%, hosc it nhét 13 500% trong

sinh khoi vi sinh vat dugc phét trién trong moi trudng nudi cay cé it hon
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0,1mg/1 vitamin B12 so véi cung vi sinh vt d6 dugc phat trién trong moi
truong nudi cdy cé ndng d6 vitamin B12 16n hon 0,1mg/l. Theo médt sb
phuong 4n, néng d6 EPA dugc gia ting it nhit 13 100%, it nhét 1a 200%, it
nhét 13 300%, it nhat 13 400%, hodc it nhit 13 500% trong sinh khéi cia vi
sinh vat duoc phat trién trong méi trudng nudi cdy cé it hon 0,01mg/l
vitamin B12 so véi ciing vi sinh vit d6 dugc phat trién trong méi trudng
nudi cdy c6 ndng d6 vitamin B12 16n hon 0,01mg/l. Theo mdt sé phuong
an, ndng do6 EPA duoc gia ting it nhat 1a 100%, it nhat 1a 200%, it nhit 1a
300%, it nhat 1a 400%, hodc it nhét 13 500% trong sinh khéi ctia vi sinh vét
duoc phét trién trong méi trudong nudi cdy cé ndng do vitamin B12 thip
hon 0,001mg/! so véi ciing vi sinh vat d6 dugc phat trién trong méi truong
nudi cdy c6 ndng d6 vitamin B12 16n hon 0,001mg/l. Theo cac phuwong an
khac, ndng d6 EPA duogc gia ting it nhét 1a 100%, it nhat 13 200%, it nhat
13 300%, it nhat 1a 400%, hodc it nhat 1a 500% trong sinh khdi cta vi sinh
vét dugc phat trién trong méi truong nudi cdy c6 néng do vitamin B12 thap
hon 0,0001mg/1 so véi cling vi sinh vét d6 duoc phét trién trong méi trudng
nudi cdy c6 ndng d6 vitamin B12 16n hon 0,0001mg/l. Theo mét sé phuong
4n, ndng d6 EPA duoc gia ting it nhat 1a 100%, it nhat 1a 200%, it nhét 13
300%, it nhat 13 400%, hodc it nhat 1a 500% trong sinh khéi ctia vi sinh vt
duoc phaét trién trong méi trudong nudi cdy khong chira vitamin B12 so véi
cung vi sinh vat d6 duogc phat trién trong méi truong nubi cdy chira luong
vitamin B12. Cé thé xé4c dinh su ting ndng d6 EPA trong sinh khdi bang
cach nuéi vi sinh vat trong méi trudng nudi cdy cé lwong vitamin B12 16n
hon, nudi cing vi sinh vét d6 trong médi trudng nudi ciy cé lwgng vitamin
B12 thdp hon, va so sanh ndng d6 EPA trong sinh khéi thu duoc tir mdi
mdi trudng nudi cdy. Trong phép xac dinh nay, ham lugng ctia méi trudng
nudi cdy c6 lwong vitamin B12 thip hon hogc 16n hon 13 giéng nhau ngoai

trir mrc ham lugng vitamin B12 cta ching.
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Theo mét sb phuong én, néng do EPA cua sinh khdi vi sinh vat duoc
phat trién trong méi trudong nudi cdy chira it nhat 13 0,Img/l, it nhit 13
0,05mg/l, it nhét la 0,01mg/l, it nhat 14 0,005mg/l, it nhét 1a 0,001mg/l, it
nhét 12 0,0005mg/1, hodc it nhit 14 0,0001mg/] vitamin B12 14 it nhat 13 1%,
it nhét 13 2%, it nhét 1a 3%, it nhAt 13 4%, hodc it nhét 1a 5% EPA theo khéi
lwong cua téng luong axit béo. Theo mot sé phuong an, néng d6 EPA clia
sinh khéi vi sinh vét nay dugc phaét trién trong méi truong nudi cAy chira it
nhét 12 0,1mg/l, it nhét 13 0,05mg/l, it nhét 13 0,01mg/l, it nhét 13 0,005mg/l,
it nhat 12 0,001mg/l, it nhét 13 0,0005mg/l, hoic it nhét 13 0,0001mg/l
vitamin B12 14 tir 1% dén 50%, 1% dén 40%, 1% dén 30%, 1% dén 20%,
2% dén 50%, 2% dén 40%, 2% dén 30%, hoic tir 2% dén 20% EPA theo

khéi lugng ctia tong luong axit béo.

Coban trong mdi trudng nubi cay

Theo mdt sb phuong an, sang ché dé xuit phuong phép san xuét sinh
khéi vi sinh vét c6 ndng d6 EPA ting, bao gdm nubi vi sinh vat ndy trong
mdi trudng nudi cly chura it hon 0,1mg/l coban dé san xuét sinh khéi. Theo
mot s6 phuong 4n, méi trudng nudi cdy nay chira it hon 0,05mg/l, it hon
0,01mg/1, it hon 0,005mg/1, it hon 0,001mg/l, it hon 0,0005mg/l, it hon
0,0001mg/1, hoac khong chira coban.

Theo mét s6 phuong an, méi truong nudi ciy ndy chira thém it hon
1g dich chiét ndm men trong mdi 50g sinh khéi khong chira lipit, it hon
0,8g dich chiét nAm men trong mdi 50g sinh khéi khéng chira lipit, it hon
0,5g dich chiét ndm men trong mdi 50g sinh khéi khong chira lipit, it hon
0,3g dich chiét nAm men trong mdi 50g sinh khéi khong chra lipit, it hon
0,1g dich chiét nAm men trong mdi 50g sinh khéi khong chira lipit, it hon
0,05g dich chiét nAm men trong mdi 50g sinh khdi khong chira lipit, hoc it
hon 0,01g dich chiét nAm men trong méi 50g sinh khéi khong chia lipit.
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Theo mdt sé phwong 4n, ndng d6 EPA cua sinh khdi duge phaét trién
trong moi trudng nudi ciy chira ndng d6 coban thip hon (vi dy, trong méi
trudong nudi cdy chira it hon 0,1mg/l, it hon 0,05mg/l, it hon 0,01mg/l, it
hon 0,005mg/1, it hon 0,001mg/l, it hon 0,0005mg/l, it hon 0,0001mg/l,
hodc khong chira coban) 16n hon it nhit 1a 10%, it nhit 13 25%, it nhat 1a
50%, it nhit 1 75%, it nhét 12 100%, it nhat 13 150%, it nhat 1a 200%, it
nhit 12 250%, it nhat 14 300%, it nhét 13 350%, it nhét 1a 400%, it nhét 1a
450%, it nhit 12 500%, it nhat 13 550%, it nhit 12 600%, it nhat la 650%,
hodc it nhat 1a 700% so v&i ndng d6 EPA trong sinh khéi thu dwgc tir vi
sinh v4t duoc phat trién trong méi trudng nudi cay chira ndng d6 coban 16n
hon (vi du, trong méi trudong nudi cdy chira 1an luot it nhét 13 0,1mg/l, it
nhit 13 0,05mg/l, it nhit 13 0,0lmg/l, it nhit 1a 0,005mg/l, it nhat 13
0,001mg/l, it nhit 14 0,0005mg/l, it nhét 13 0,0001mg/l, hodc it nhat 13
0,00005mg/l coban). Vi du, ndng d6 EPA cua sinh khéi dugc phat trién
trong méi trudng nudi ciy khong chira coban 16n hon it nhét 13 10%, it nhat
14 25%, it nhét 13 50%, it nhat 1a 75%, it nhit 13 100%, it nhat 1a 150%, it
nhit 12 200%, it nhét 1& 250%, it nhét 12 300%, it nhat 1 350%, it nhét 1a
400%, it nhét 14 450%, it nhét 1a 500%, it nhét 1a 550%, it nhat 1a 600%, it
nhat 12 650%, hodc it nhét 12 700% so v6i ndng d6 EPA trong sinh khéi thu
duoc tir vi sinh vat ndy duoc phét trién trong méi trudng nuébi cdy chira
coban (chéng han nhu, it nhét 13 0,0001mg/l coban).

Theo mdt sb phuong 4n, ndng do EPA ctia sinh khéi dugc phat trién
trong mdi trudng nudi cdy chira ndng d6 coban thip (vi du, trong moi
truong nudi cdy chira it hon 0,1mg/l, it hon 0,05mg/l, it hon 0,01mg/l, it
hon 0,005mg/l, it hon 0,001mg/l, it hon 0,0005mg/l, it hon 0,0001mg/l,
ho#ic khong chita coban) & ndng d6 CO2 méi trudng xung quanh 16n hon it
nhét 13 100%, it nhét 13 200%, it nhit 12 300%, it nhat 1a 400%, hogc it nhat
12 500% so v6i ndng do EPA trong sinh khéi thu dugc tir vi sinh vat nay
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dugc phét trién trong méi truong nudi cdy chira nong d6 coban 1én hon (vi
du, trong méi truong nudi cdy chira 1an luot it nhat 13 0,1mg/l, it nhét 13
0,05mg/l, it nhét 13 0,01mg/l, it nhat 13 0,005mg/l, it nhét 14 0,001mg/l, it
nhit 13 0,0005mg/l, it nhit 1a 0,0001mg/l, hodc it nh4t 13 0,00005mg/]
coban) & ndéng d6 CO2 méi trudng xung quanh. Theo mdt sb phuong an,
ndng d6 EPA cta sinh khdi duoc phat trién trong moi trueong nudi cdy chira
ndng d6 coban thip hon & nong d6 CO2 moi truong xung quanh 16n hon tir
100% dén 700%, 150% dén 650%, 200% dén 600%, 250% dén 550%, hodc
300% dén 500% so v6i ndng d6 EPA trong sinh khéi thu dwogc tir vi sinh
vét nay duoc phat trién trong méi trudng nudi ciy chira ndng d6 coban 16n
hon & nong d6 CO2 méi trudng xung quanh. Theo mdt sb phwong 4n, ndng
d6 EPA ctia sinh khéi dugc phat trién trong méi trudong nudi ciy chira ndng
dd coban thép dudi mirc CO, cao (vi dy, mirc CO, hoa tan it nhét 13 5%, it
nhit 13 10%, it nhét 13 15%, hodc it nhat 1a 20%) it nhét 1a 5%, it nhét 1a
10%, it nhat 13 15%, it nhat 1a 20%, it nhét 12 25%, it nhét 12 30%, it nhat 12
40%, it nhat 1a 50%, it nhat 1a 60%, it nhat 12 70%, it nhét 1a 80%, it nhat 1
90%, hodc it nhét 13 100% cao hon néng dé EPA trong sinh khdi thu duoc
tir vi sinh vat ndy duoc phat trién trong méi trudng nudi ciy chira ndng do
coban 16n hon dudi mirc CO, cao. Theo mdt sé phwong 4n, ndng d6 EPA
clia sinh khdi duoc phat trién trong méi truong nudi cdy chira ndng do
coban thép hon & néng dé CO; cao (vi dy, néng d6 CO, hoa tan it nhat 13
5%, it nhat 12 10%, it nhat 14 15%, hodc it nhét 14 20%) 16n hon tir 5% dén
200%, 10% dén 175%, 15% dén 150%, 20% dén 125%, hoic 25% dén
100% so véi néng d6 EPA trong sinh khéi thu dugc tir vi sinh vat nay dugc
phét trién trong méi truong nubdi cy chtra ndng dd coban 16n hon & ndng
d6 CO, cao. Vi du, ndng d6 EPA ciia sinh khdi duoc phat trién trong moi
truong nudi cay khong chira coban & ndng d6 CO2 méi trudng xung quanh

16n hon it nhét 13 100%, it nht 12 200%, it nhit 1a 300%, it nhét 13 400%,
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hodc it nhét 14 500% so v&i ndng d6 EPA trong sinh khéi thu duge tir vi
sinh vét ndy dugc phat trién trong méi trudng nudi cdy chira coban (ching
han nhu, it nhit 13 0,0001mg/l coban) & néng d6 CO2 mdi truong xung
quanh. Vi du khéc 13, ndng d6 EPA cia sinh khéi dugc phat trién trong moi
truomg nudi cdy khong chira coban & ndng d6 CO, hoa tan it nhat 13 10% 1a
16n hon it nhét 12 5%, it nhit 13 10%, it nhét 12 15%, it nhit 13 20%, it nht
14 25%, it nhét 12 30%, it nhét 1a 40%, it nhit 14 50%, it nht 1a 60%, it nhét
13 70%, it nhét 1a 80%, it nhét 1a 90%, hoc it nhit 1 100% so véi ndng d6
EPA trong sinh khéi thu duge tir vi sinh vat nay dugc phat trién trong moi
trudng nudi cdy chira coban (ching han nhu, it nhét 14 0,0001mg/1 coban) &
ndéng d6 CO, hoa tan it nhét 13 10%.

Theo mdt sb phwong an, ndng d6 EPA duoc gia ting it nhét 1a 100%,
it nhét 13 200%, it nhét 1a 300%, it nhat 1a 400%, hodc it nhat 13 500% trong
sinh khéi ctia vi sinh vat dugc phat trién trong méi trudng nudi cy c6 nong
d6 coban thdp hon 0,1mg/l so vé6i cing vi sinh vét d6 dugc phat trién trong
mdi trudng nudi ciy c6 ndng d6 coban 16n hon 0,1mg/l. Theo mét sb
phuong 4n, ndng d6 EPA dugc gia ting it nhat 1a 100%, it nhat 13 200%, it
nhét 13 300%, it nhat 13 400%, hodc it nhit 13 500% trong sinh khéi ca vi
sinh vét dugc phat trién trong méi truong nudi cdy c6 ndng dd coban thip
hon 0,01mg/l so vé6i ciing vi sinh vt d6 dugc phat trién trong méi trudong
nudi cdy c6 ndng d6 coban 16n hon 0,01mg/l. Theo médt sé phuong an,
ndng d6 EPA duoc gia ting it nhit 13 100%, it nhét 1a 200%, it nhét la
300%, it nhét 14 400%, hoic it nhét 14 500% trong sinh khdi ctia vi sinh vét
duwoc phat trién trong méi trudng nudi cdy c6 ndng d6 coban thip hon
0,001mg/l so v6i cung vi sinh vat d6 dugc phat trién trong méi truong nudi
cdy c6 ndng dd coban 16n hon 0,001mg/l. Theo cic phuong 4n khéc, nong
d6 EPA duoc gia ting it nhit 13 100%, it nhét 13 200%, it nhit 12 300%, it
nhéit 13 400%, hodc it nhét 1 500% trong sinh khdi cia vi sinh vt duoc
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phat trién trong moi trudong nudi cdy cé ndng dd coban thip hon
0,0001mg/l coban so véi cung vi sinh vat d6 duoc phat trién trong méi
truong nudi cdy cé ndng do coban 1én hon 0,0001mg/l. Theo mot sb
phuong 4n, néng d6 EPA duoc gia téﬁg it nhat 13 100%, it nhat 1a 200%, it
nhét 14 300%, it nhét 14 400%, hoic it nhét 14 500% trong sinh khéi cua vi
sinh vat dugc phét trién trong méi truong nudi cdy khéng chira coban so
v6i cling vi sinh vat d6 duoc phat trién trong méi trudng nubi cly chira mot
lugng coban. Viéc xac dinh sy ting néng d6 EPA trong sinh khdi c¢6 thé
dugc thuc hién bang cach nudi vi sinh vét trong méi trudng nudi cdy cé
lugng coban cao, nudi cling vi sinh vt d6 trong méi trudng nubdi cdy cé
lwong coban thdp hon, va so sanh ndng d6 EPA trong sinh khéi thu dugc tir
mdi mdi trudng nudi cdy. Trong phép xac dinh nay, thanh phin cia méi
truong nudi cdy cé luong coban 16n hon hoidc thip hon 1a gidng nhau ngoai
trir ham lugng coban cua ching.

Theo mdt sé phwong 4n, néng d6 EPA cia sinh khéi cta vi sinh vat
dugc phat trién trong méi trudng nudi ciy chira it nhat 14 0,1mg/l, it nhat 13
0,05mg/l, it nhat 1a 0,01mg/l, it nhét 13 0,005mg/l, it nhat 1a 0,001mg/l, it
nhét 14 0,0005mg/l, hodc it nhat 1a 0,0001mg/l coban la it nhit 1a 1%, it
nhat 1a 2%, it nhét 12 3%, it nhat 14 4%, hoic it nhit 12 5% EPA theo khdi
lwong cua téng luong axit béo. Theo mdt sb phuong an, ndng d6 EPA cia
sinh khdi ciia vi sinh vét dugc phét trién trong méi trudng nudi ciy chira it
nhét 13 0,1mg/l, it nhit 13 0,05mg/l, it nhat 14 0,01mg/l, it nhét 13 0,005mg/l,
it nhat 13 0,001 mg/l, it nhét 13 0,0005mg/1, hodc it nhat 13 0,0001mg/l coban
1a tlr 1% dén 50%, 1% dén 40%, 1% dén 30%, 1% dén 20%, 2% dén 50%,
2% dén 40%, 2% dén 30%, hodc 2% dén 20% EPA theo khdi lwong cta
téng luong axit béo.

Mai trudng nudi cdy chira luong thip vitamin B12, dich chiét nAm

men, va/hodc coban c6 thé chia thém lugng CO, hoa tan it nhét 1a 5%, it
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nhét 13 10%, it nhat 13 15%, hosc it nhét 1a 20%. Sang ché d& cap dén sinh
khéi dugc phan l4p theo cac phuong phap dugc mé ta & déy, ciing nhu dau
vi sinh vat dugc chiét tir sinh khéi theo cac phuwong phap nay.

Séng ché dé cap dén méi truong nudi cdy duge phan l4p chira bat ky
trong sd céc vi sinh v4t theo sang ché hodc hdn hop cta ching.

Sang ché dé cép dén thuc phidm, m§ phim, hodc dugc phdm cho
dong vat khong phai 14 ngudi hodic ngudi, chira bt ky trong sb céc vi sinh
vat nay hoic sinh khéi theo sang ché hosic hdn hop cua chung.

Sang ché dé cap dén dau vi sinh vét chira it nhit khoang 20% khéi
luong axit eicosapentaenoic va it hon khoang 5% khéi lwong mdi axit
arachidonic, axit docosapentaenoic n-6, axit oleic, axit linoleic, axit
linolenic, axit eicosenoic, axit erucic, va axit stearidonic. Theo mot sb
phuong 4n, du vi sinh v4t ndy chira thém it nhat khoang 25% khéi luong
axit docosahexaenoic.

Sang ché dé cap dén dau vi sinh vét chira phan doan triaxylglyxerol
chtra it nhit khoang 10% khéi luong, trong d6 it nhat khoang 12% khéi
luong axit béo trong phan doan triaxylglyxerol 1a axit eicosapentaenoic,
trong d6 it nhit khoang 25% khdi lugng axit béo trong phan doan
triaxylglyxerol 13 axit docosahexaenoic, va trong d6 it hon khoang 5% khéi
lugng axit béo trong phéan doan triaxylglyxerol 1a axit arachidonic.

Sang ché dé cap dén thuc phim, m§ pham hosdc dugc pham cho dong
vat khéng phai 13 ngudi hodic ngudi, chira bat ky trong sé cac dau vi sinh
vat theo sang ché. Theo mdt sé phuong 4n, thuc phdm nay 13 sita cong thirc
cho tré so sinh. Theo mdt s6 phuong 4n, sita cong thirc cho tré so sinh 14
thich hop cho tré sinh non. Theo mdt sb phuong 4n, thuc phim nay 13 sita,
d6 udng, d6 udng chita bénh, d6 udng dinh dudng, hoic hén hop cla
ching. Theo mét s& phuong 4an, thuc phdm nay 1a chét phu gia cho thirc an

clia ngudi hodc dong vat khong phai 13 ngudi. Theo mot sé phuong én,
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thuc phim nay 13 thuc phdm dinh dudng bb sung. Theo mét s6 phuong 4n,
thuc phdm nay 1a thirc an cho dong vat. Theo mét sé phuong an, thiic in
cho ddng vat nay 13 thirc &n nudi trong thiy san. Theo mot sd phuong an,
thirc dn cia dong vat nay la thic an cho dong vét trang trai, thirc an cho
d6éng vat trong vuon bach th, thirc an cho dong vat lam viéc, thirc an cho
ddng vat nudi, hodc hdn hop cia ching.

Séang ché dé cap dén phuong phap san xudt diu vi sinh vt chira cac
axit béo omega-3, phuong phép ndy bao gdm: nudi cac vi sinh vt dugc
phan l4p theo sang ché hodc hdn hop clia chiing trong méi trudng nudi chy
dé tao ra dau chira axit béo omega-3. Theo mét sé phuong an, phuong phap
nay bao gdm thém budc chiét dau.

Sang ché dé cap dén phwong phép san xuét dau vi sinh vét chira axit
béo omega-3, phuong phdp nay bao gém chiét diu chira axit béo omega-3
tir bat ky trong s6 cac sinh khdi theo séang ché. Theo mét s phuong 4n, dau
vi sinh v4t nay dugc chiét bang cach sit dung quy trinh chiét dung méi hiru
co, vi duy, chiét béng hexan. Theo mdt sb phuong an, dau vi sinh vat duoc
chiét bang cach str dung quy trinh chiét khéng st dung dung moéi.

Sang ché dé cap dén dau vi sinh vat dugc tao ra bang phuong phap
theo sang ché.

Sang ché d& cap dén phuong phép san xuét sinh khdi theo sang ché,
bao gdm: nudi bit ky trong sb céc vi sinh vat dugc phéan 14p theo sang ché
hodic hdn hop ciia chiing trong méi trudng nubi cdy dé san xuét sinh khéi.

Sang ché @ cap dén sinh khéi dugc tao ra bing phuong phép theo
sang ché.

Sang ché @& cap dén phuong phap tao ra ching d6t bién theo sang
ché, bao gdm: gy dot bién bét ky trong s cac vi sinh v4t theo sdng ché, va

phén 14p chung dot bién.
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Sang ché @ cap dén viéc sir dung bét ky trong sb céc vi sinh vat
dugc phan lap, sinh khéi, hodc dau vi sinh vat theo sang ché, hodc hdn hop
ctia chiing dé san xuét thudc dé didu tri bénh viém hoic tinh trang lién quan
dén bénh nay.

Sang ché @& cap dén viée sir dung bét ky trong sb céc vi sinh vét
dugc phan 1ap, sinh khéi, hodc dau vi sinh vat theo sang ché, hodic hdn hop
ctia chung, dé didu tri bénh viém hoc tinh trang c6 lién quan dén bénh nay.

Sang ché @& cap dén bét ky trong sb céc vi sinh vét duoc phan lp,
sinh khdi, hodc dau vi sinh vat theo sang ché, hoic hdn hop cta chung, dé
str dung trong viéc diéu tri bénh viém hodc tinh trang lién quan dén bénh
nay.

Sang ché @& cap dén phuong phép diéu tri bénh viém hoic tinh trang
lién quan dén bénh nay & bénh nhan cin dugc didu tri, bao gém st dung
cho bénh nhan nay bét ky trong sb céc vi sinh vat dugc phén l4p, sinh khéi,
hodc dau vi sinh v4t theo sang ché, hodc hdn hop cia ching, va chit mang
dugc dung.

Sang ché dé cap dén phuong phap téng hop dau vi sinh vat, va sinh
khéi, tir vi sinh vat theo sang ché, va phuong phép st dung vi sinh vét, sinh
khéi, va dau vi sinh vét nay.

Vi sinh vt

Theo mdt sb phuong én, té bao vi sinh vat dé st dung theo sang ché
1a vi sinh vat thudc nganh Labyrinthulomycota. Theo mét sb phuong an, té
bao vi sinh vt thudc nganh Labyrinthulomycota 1 thraustochytrid, chéng
han nhu Schizochytrium hoac Thraustochytrium. Theo sang ché, thuat ngir
"thraustochytrid" ding d& chi thanh vién bat ky thudc bo
Thraustochytriales, bd nay bao gém ho Thraustochytriaceae, va thuét ngt
"labyrinthulid" ding d€ chi thanh vién bat ky thudc bd Labyrinthulales, bao

gbm ho Labyrinthulaceae.
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Trude day, thanh vién clia ho Labyrinthulaceae dugc xem la thanh
vién ciia bd Thraustochytriales, nhung trong céc stra dbi gan day vé phan
loai taxonomic céc sinh vét nay, ho Labyrinthulaceae hién nay dugc xem la
thanh vién cia bd Labyrinthulales. C& Labyrinthulales va
Thraustochytriales déu dwoc xem 13 thanh vién cta nganh
Labyrinthulomycota. Cac nha ly luédn taxonomic hién nay thuong xép ca
hai nhém vi sinh vat ndy clng véi tao hodc sinh vat don bao gidéng tao
thudc dong Stramenopile. Viéc xép phén loai hién nay cta thraustochytrid
va labyrinthulids c6 thé duoc tong két nhu sau:

Gidi: Stramenopila (Chromista)
Nganh: Labyrinthulomycota (Heterokonta)
L&p: Labyrinthulomycetes (Labyrinthulae)
B¢: Labyrinthulales
Ho: Labyrinthulaceae
B§: Thraustochytriales
Ho: Thraustochytriaceae

V6i cac muc dich cia sang ché, céc ching cia té bao vi sinh vat
dwoc mo ta 1a thraustochytrid bao gdm céc vi sinh vat sau day: Bé:
Thraustochytriales; Ho: Thraustochytriaceae; Loai: Thraustochytrium
(Loai: sp., arudimentale, aureum, benthicola, globosum, kinnei, motivum,
multirudimentale, pachydermum, proliferum, roseum, va striatum), Ulkenia
(Loai: sp., amoeboidea, kerguelensis, minuta, profunda, radiata, sailens,
sarkariana, schizochytrops, visurgensis, yorkensis, va sp. BP-5601),
Schizochytrium (Loai: sp., aggregatum, limnaceum, mangrovei, minutum,
va octosporum), Japonochytrium (Loai: sp., marinum), Aplanochytrium
(Loai: sp., haliotidis, kerguelensis, profunda, and stocchinoi), Althornia
(Loai: sp., crouchii), hodc Elina (Loai: sp., marisalba,and sinorifica). V6i

cac muc dich theo sang che, cac loai dugc mo ta trong Ulkenia s& dugc
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xem la cac thanh vién cta gibng Thraustochytrium. Aurantiacochytrium va
Oblogospora 13 hai giéng bd sung dugc bao gdm boi nganh
Labyrinthulomycota trong sang ché. Theo mot sb phuong an, té bao vi sinh
vat thudc gidng Thraustochystrium, Schizochytrium, va hbn hop cta ching.

Sang ché dé cap dén vi sinh vat duge phén 14p va céc ching thu duoc
tir n6. Chiing ma “thu dugc” tir vi sinh vat dugc phan 14p theo sang ché c6
thé 13 dan xuét tu nhién hodc nhan tao, vi du, dot bién, bién thé hodc ching
t4i t6 hop. Thuat ngit “duoc phan 1ap” nhu duoc st dung & day khong nht
thiét phai phan 4nh mirc d6 ma thé phan 14p nay duoc tinh ché, ma chi ra sy
phan 14p hoic tach khéi dang ty nhién hodic méi truong tu nhién. Thé phan
1ap c6 thé bao gdbm nhung khéng gi6i han &, vi sinh vét duge phén 14p, sinh
khéi duoc phan lap, moéi truong nudi céy dugc phan lap, dau vi sinh vt
dugc phan 1ap va trinh tu dugc phin 14p (chdng han nhu, trinh tu
polynucleotit dugc phan 14p da moé ta & day). Thuat nglt “vi sinh vat” nhu
duge sir dung & day bao gdm, nhung khong gi6i han &, thut ngit “vi tao”,
"thraustochytrid", va phéan loai taxonomic lién quan dén bat ky trong sb
cac vi sinh vat dd dugc luu git duwoc mé td & day. Thuat ngir
"Thraustochytriales," "thraustochytrid," "Schizochytrium," va
"Thraustochytrium" nhu dugc st dung khi dé cap dén bat ky trong sé céc vi
sinh vét theo sang ché, bao gém cac vi sinh véat luu gilt 48 dugc mo ta &
day, 1a dua vao phan loai taxon hién nay bao gdm théng tin phat sinh loai
san c6 va khong duge dy dinh giéi han vao hién twong ma phéan loai
taxonomic dugc stra lai sau ngay nop don nay.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché dé cap dén vi sinh vt duoc phan
1ap thudc loai duoc luu gifr véi sé diang ky ATCC 13 PTA-10212. Vi sinh
vét duoc luu gitt lién quan dén sé ding ky ATCC 1a PTA-10212 con duoc
biét & day 13 Thraustochytrium sp. ATCC PTA-10212. Vi sinh v4t dugc
phan 14ap lién quan dén sé ding ky ATCC PTA-10212 duoc luu giit theo
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Hiép udc Budapest Treaty vao ngay 14, thang 7, 2009 tai American Type
Culture Collection, Patent Depository, 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-2209. Theo mét s§ phuong an, séng ché d& cap dén
ching dugc phan lap duoc luu git duéi sé ding ky ATCC PTA-10212.
Theo mdt sb phuong 4n, sang ché @& cap dén vi sinh vét dugc phan lap
duoc luu git véi sb dang ky ATCC PTA-10212, PTA-10213, PTA-10214,
PTA-10215, PTA-10208, PTA-10209, PTA-10210, hoac PTA-10211.

Theo mét sb phuong an, sang ché dé cap dén vi sinh vat dugc phan
1ap c6 céc dac diém thudc loai duge luu gift vaoi sb dang ky ATCC 1a PTA-
10212 hodc chung thu duoc tir loai nay. Céc dic diém cua loai dugc luu giit
v6i sb dang ky ATCC 1a PTA-10212 c6 thé bao gdém su sinh truéng clia né
va cac dic diém vé kiéu hinh (vidu vé cac dic diém kiéu hinh bao gém cac
dic diém vé hinh thai va sinh san), cac dic diém sinh ly va héa hoc cua né
(nhu khéi lwong khé va profin lipit), trinh tw gen cta né va céc t6 hop cia
né, trong d6 cac dic diém nay phan biét loai ndy véi cac loai da duoc xac
dinh truéc ddy. Theo mdt sé phwong 4n, sang ché @& cap dén vi sinh vat
duoc phan 14p c6 céc dic diém cia loai duoc luu gifr v6i sb diang ky ATCC
13 PTA-10212, trong d6 cac dic diém nay bao gdm 18s rARN chira trinh tu
polynucleotit cia SEQ ID NO:1 hodc trinh tu polynucleotit c6 su tuong
ddng it nhét 13 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoic 99% véi SEQ ID NO:1,
cac dic diém v& hinh thai va sinh san cta loai dugc luu gitt véi sb ding ky
ATCC 1a PTA-10212, va céc profin axit béo cia loai dugc luu giit véi sd
ding ky ATCC 13 PTA-10212. Theo mét sb phuong 4n, vi sinh vét duge
phan 14p theo séang ché c6 cac dic diém kiéu hinh gin nhu 13 gidng véi vi
sinh vét dugc luu gitr v6i sé ding ky ATCC 1a PTA-10212. Theo mot sb
phuong 4n, vi sinh vét duoc luu gitt theo sang ché c6 cac dic diém sinh
truéng gan nhu 1a giéng véi vi sinh vét duoc luu gitt véi sbé dang ky ATCC

13 PTA-10212. Theo mét sé phuong 4n, sang ché dé cap dén vi sinh vt
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dugc phéan 18p chira 18s rARN chura trinh tu polynucleotit cia SEQ ID
NO:1 hogc trinh tu polynucleotit c6 su twong ddng it nhét 13 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, hodc 99% véi SEQ ID NO:1. Theo mdt sé phwong an,
sang ché dé cap dén vi sinh vat duoc phéan 14p chira trinh tu polynucleotit
cta 18s rARN c6 sy twong dong it nhat 1a 94% vdi trinh tu polynucleotit
18s rARN cua vi sinh vat duoc luu giit véi sd ding ky ATCC la PTA-
10212.

Theo mét s6 phuong 4n, sng ché d& cap dén chung dot bién cia vi
sinh vét dugce luu gitt véi sé ding ky ATCC 1a PTA-10212. Theo cic
phuong 4n khac, chung d6t bién nay 13 ching duge luu gitt véi s6 dang ky
ATCC la PTA-10213, PTA-10214, hodc PTA-10215. Céac vi sinh vét lién
quan dén s6 ding ky ATCC PTA-10213, PTA-10214, va PTA-10215 dugc
luru gitt theo Hiép udc Budapest vao ngay 14 thang 7, 2009 tai American
Type Culture Collection, Patent Depository, 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-2209.

Theo mot s6 phuong 4n, sang ché dé cap dén vi sinh vat dwgc phan
1ap thudc loai duoc luu giit véi sb ding ky ATCC 1a PTA-10208. Vi sinh
vét duoc phan 14p lién quan dén sé ding ky ATCC PTA-10208 con dugc
biét & day la Schizochytrium sp. ATCC PTA-10208. Vi sinh vat lién quan
dén sb ding ky ATCC PTA-10208 duoc luu giit theo Hiép uéc Budapest
vao ngay 14 thang 7, 2009 tai American Type Culture Collection, Patent
Depository, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209. Theo
mdt sb phuong an, sang ché dé cap dén ching dugc phan 14p dugc luu gitr
duéi sb ding ky ATCC 13 PTA-10208.

Theo mot s6 phuong 4n, sng ché d& cap dén vi sinh vat dugc phan
18p thudc loai dugce luu gilt véi sd ding ky ATCC 1a PTA-10208, trong d6
tbng luong axit béo dugce tao ra bsi vi sinh vat nay bao gbém hon 10%, hon

11%, hon 12%, hon 13%, hon 14%, hon 15%, hon 16%, hon 17%, hon
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18%, hon 19%, hodc hon 20% EPA theo khéi lwong. Theo mdt sé phuong
an, sang ché d& cép dén vi sinh vat duoc phan 1ap thudc loai duge luu giir
v6i sé diang ky ATCC 1a PTA-10208, trong d6 tong luong axit béo duoc
tao ra boi vi sinh vét ndy chira khoang 10% dén khoang 55%, khoang 10%
dén khoang 50%, khoang 10% dén khoang 45%, khoang 10% dén khoang
40%, khoang 10% dén khoang 35%, khoang 10% dén khoang 30%, khoang
15% dén khoang 55%, khoang 15% dén khoang 50%, khoang 15% dén
khoang 45%, khoang 15% dén khoang 40%, khoang 15% dén khoang 35%,
khoang 15% dén khoang 30%, khoang 20% dén khoang 55%, khoang 20%
dén khoang 50%, khoang 20% dén khoang 45%, khoang 20% dén khoéng
40%, khoang 20% dén khoang 35%, hodic khoang 20% dén khoang 30%
EPA theo khéi luong.

Theo mét sé phwong 4n, sang ché d& cap dén vi sinh v4t dugc phan
1ap 6 céc dic diém cia loai duge luu giit véi sb ding ky ATCC 1a PTA-
10208, trong d6 téng lugng axit béo duoc tao ra béi vi sinh vét nay chira
hon 10% theo khéi luong axit eicosapentaenoic. Cac dic diém cia vi sinh
vat duge luu giit v6i s dang ky ATCC 1a PTA-10208 bao gdm cac dic
diém sinh truong va dic diém kiéu hinh ctia n6 (vi du vé céc dic diém kiéu
hinh bao gdm dic diém hinh thai va sinh san), cdc dic diém vat Iy va hoa
hoc ctia n6 (nhu khéi luong khé va profin lipit), cac trinh ty gen ctia nd, va
céc td hop clia né, trong d6 cac dic diém nay phan biét loai nay véi cac loai
da duoc xac dinh truée ddy. Theo mét sb phuong an, séng ché dé cap dén
vi sinh vat dugc phén 14p c6 cac dic diém thude loai duge luu gitt voi s6
dang ky ATCC la PTA-10212, trong d6 cac dic diém nay bao gém 18s
rARN chtra trinh tu polynucleotit cia SEQ ID NO:2, cac déac diém hinh
thai va sinh san thudc loai dugc luu gitt véi sb ding ky ATCC 1a PTA-
10208, va cac profin axit béo ciia loai dugc luu gift v6i sé ding ky ATCC

12 PTA-10208. Theo mét sé phuong an, vi sinh vat dugc phan 1ap theo sang
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ché c6 cac dic diém vat Iy va hoéa hoc gin gidng véi cla vi sinh vét dugc
lwu gift véi sb ding ky ATCC 1a PTA-10208.

Theo mét sb phwong 4n, sang ché dé cép dén chung dot bién cta vi
sinh vat duoc luu giit v6i sb ding ky ATCC la PTA-10208. Theo cic
phuong 4n khac, ching d6t bién nay 13 ching dwoc luu giit voi sé ding ky
ATCC PTA-10209, PTA-10210, hodc PTA-10211. Céc vi sinh vét nay lién
quan dn sé ding ky ATCC PTA-10209, PTA-10210, va PTA-10211 dugc
luu gitt theo Hiép udc Budapest ngay 25 thang 9, 2009 tai American Type
Culture Collection, Patent Depository, 10801 University Boulevard,
Manassas, VA 20110-22009.

Theo mét sd phuong an, sang ché dé cap dén vi sinh vat duoc phan
1ap theo sang ché tao ra phan doan triaxylglyxerol, trong d6 ham luong
EPA cia phén doan triaxylglyxerol it nhét 13 khoang 12%, it nhét 13 khoang
13%, it nhét 14 khoang 14%, it nhit 13 khoang 15%, it nhét 14 khoang 16%,
it nhét 14 khoang 17%, it nhét 1a khoang 18%, it nhét 14 khoang 19%, hosc
it nhét 1a khoang 20% khdi luong. Theo mét sb phwong an, sang ché dé cap
dén vi sinh vét dugc phan 1ap san xuét phan doan triaxylglyxerol, trong d6
ham lugng EPA cia phén doan triaxylglyxerol nay la khoang 12% dén
khoéng 55%, khoang 12% dén khoang 50%, khoang 12% dén khoang 45%,
khoang 12% dén khoang 40%, khoang 12% dén khoang 35%, khoang 12%
dén khoang 30%, khoang 15% dén khoang 45%, khoang 15% dén khoang
40%, khoang 15% dén khoang 35%, khoang 15% dén khoang 30%, hodc
khoang 20% dén khoang 30% khéi luong.

Theo mdt sé phuong 4n, sang ché dé cap dén thé dot bién, bién thé,
hozic thé tai t6 hop cua vi sinh vat dugc phan 14p theo séng ché ma tao ra
phin doan triaxylglyxerol, trong d6 ham lugng EPA cua phén doan
triaxylglyxerol nay it nhat 1a khoang 10%, it nhét 13 khoang 11%, it nhét 13
khoang 12%, it nhit 13 khoang 13%, it nhit 14 khoang 14%, it nhat la
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khoang 15%, it nhit 1a khoang 16%, it nhat 13 khoang 17%, it nhét 13
khoang 18%, it nhit 1a khoang 19%, hodc it nhét 13 khoang 20% khdi
lwong. Theo mdt sb phuong an, séng ché dé cap dén dot bién, bién thé hoic
thé tai t6 hop cua vi sinh vét duoc phén 1ap theo sang ché ma san xuét ra
phén doan triaxylglyxerol, trong d6 ham lugng EPA cia phan doan
triaxylglyxerol nay 1a khoang 12% dén khoang 55%, khoang 12% dén
khoang 50%, khoang 12% dén khoang 45%, khoang 12% dén khoang 40%,
khoang 12% dén khoang 35%, khoang 12% dén khoang 30%, khoang 15%
dén khoang 55%, khoang 15% dén khoang 50%, khoang 15% dén khoang
45%, khoang 15% dén khoang 40%, khoang 15% dén khoang 35%, khoang
15% dén khoang 30%, khoang 20% dén khoang 55%, khoang 20% dén
khoang 50%, khoang 20% dén khoang 45%, khoang 20% dén khoang 40%,
khoang 20% dén khoang 35%, hodc khoang 20% dén khoang 30% khdi
lwong. Cac chung ddb c6 thé duge tao ra bing cac quy trinh di duoc biét
r3. Céc quy trinh phd bién bao gbm chiéu xa, xir Iy & nhiét d6 cao, va xir Iy
bang chit gay dot bién. Cac ching bién ddi c6 thé 1a céac thé phan lap cb
trong tu nhién va/hodc cac thé phan 14p phu cia céc loai dugc mod ta & day.
Céc ching tai t6 hop c6 thé duoc tao ra bing phuong phap bat ky da duoc
biét 13 trong linh vyc sinh hoc phén tir vé biéu hién gen ngoai sinh hodc
thay ddi chirc ning hodc sy biéu hién gen noi sinh. Theo mdt sé phuong an,
thé dot bién, bién thé, hodic chung tai td hop ndy san sinh ra lugng axit béo
omega-3 16n hon, dédc biét 1a EPA, so vdi chung kiéu hoang. Theo mdt sb
phuong 4n, ching dot bién, bién thé hodc chiing tai td hop ndy san sinh ra
mét hodc nhiéu axit béo vdi lugng thap hon, ching han nhu lugng DHA,
ARA, DPA n-6, hoic hdn hop ciia ching thdp hon. Theo mét sé phuong
4n, ching ddt bién, bién thé hodc ching tai t5 hop nay san sinh ra khéi

lugng té bao kho 16n hon trong mdi lit méi truong nudi cay so véi ching
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kidu hoang. Cac ching dot bién, bién thé hogic ching tai t hop nay l1a cac
vi du vé céc ching thu duge tir vi sinh vat duge phén 14p theo séang ché.

Sang ché ciing dé cap dén vi sinh vét thraustochytrid dugc phan 13p
¢ céc dac didm cua loai thraustochytrid dugc luu gitt v6i sb ding ky
ATCC la PTA-9695, trong do téng lugng axit béo dugc tao ra bdi vi sinh
vat nay hodc ching thu dugc tir d6 chira khoang 10% hoéc it hon theo khéi
lugng axit eicosapentaenoic.

Sang ché ciing dé cép dén vi sinh vat thraustochytrid dugc phan lap,
hodc ching thu duogc tir d6, chira phan doan triglyxerit, trong d6 ham luong
axit docosahexaenoic cia phan doan triglyxerit nay it nhét 13 khoang 40%
khéi lugng, trong d6 ham luong axit docosapentaenoic n-6 ctia phan doan
triglyxerit 14 tir it nh4t khoang 0,5% khéi lugng dén khoang 6% khdi luong,
va trong d6 tong luong axit béo dugc san sinh boi vi sinh vat nay hoic
chung thu duoc tir d6 chira khoang 10% hodc it hon theo khéi luong axit
eicosapentaenoic.

Sang ché ciing dé& cép dén vi sinh vat thraustochytrid dugc phén lap
clia cing mdt loai véi thraustochytrid duge luu giit véi sé ding ky ATCC
12 PTA-9695, hodic ching thu dugc tir d6, trong d6 téng luong axit béo
duoc tao ra boi vi sinh vét nay hodc chﬁng thu dugc tir 6 chira khoang
10% hodc it hon theo khéi lwong axit eicosapentaenoic.

Theo mot sé phuong 4&n, ching thu duge tr vi sinh vat
thraustochytrid duoc phén 14p theo sang ché 1a ching dot bién.

Séang ché ciing d& cap dén vi sinh vat dugc phan lap duoc luu giit véi
s6 ding ky ATCC 1a PTA-9695, PTA-9696, PTA-9697, hoiic PTA-9698.

Sang ché ciing dé cap dén sinh khéi athraustochytrid chira bét ky mot
trong s6 cac vi sinh vét thraustochytrid theo sing ché hozc hdn hop cua

chung.

-36-



29228

Sang ché ciing d& cap dén sinh khéi thraustochytrid dugc phan 14p,
trong d6 it nhat khoang 50% theo khéi luong ciia khdi luong té bao kho cia
sinh khdi 12 céc axit béo, va trong d6 it nhit khoang 50% khdi lugng cac
axit béo nay la axit béo omega-3. Theo mot sé phwong 4n, it nhit khoang
50% khéi lugng cac axit béo nay 1a axit docosahexaenoic. Sang ché ciing
dé cap dén sinh khéi thraustochytrid dugc phan lap, trong do it nhit khoang
25% khéi luong theo khéi lugng t& bao khoé ciia sinh khdi 13 axit
docosahexaenoic.

Theo mét sb phwong 4an, sang ché ciing d& cdp dén sinh khéi
thraustochytrid dugc phan ldp, trong d6 axit eicosapentaenoic chiém
khoang 10% khéi lwong cac axit béo nay hoic it hon, va trong do ti 18 khéi
lugng clia axit docosahexaenoic so véi axit eicosapentaenoic it nhit 13
khoang 5:1.

Theo mdt sb phwong 4n, séng ché cling d&& cép dén sinh khéi
thraustochytrid dugc phéan ldp, trong d6 khoang 1,5% khéi luong cac axit
béo nay hodc thap hon 13 axit arachidonic, va trong dé ti 1& khéi luong cta
axit docosahexaenoic so v6i axit arachidonic it nhat 1a khoang 20:1.

Theo mét sb phwong 4n, sang ché ciing d& cap dén sinh khéi
thraustochytrid dugc phén lap chua ti 18 khéi luong axit docosahexaenoic
so voi axit docosapentaenoic n-6 it nhat 13 khoang 10:1.Theo mot s6
phuong an, sang ché dé cap dén thraustochytrid thudc loai dugc luu gitt voi
s6 ding ky ATCC 12 PTA-9695. Thraustochytrid d& phan 14p con dugc biét
& day 1a Schizochytrium sp. ATCC PTA-9695. Thraustochytrid c6 s6 ding
ky ATCC 1a PTA-9695 dugc luu gitt theo Hi¢p uéc Budapest vao ngay 7,
thang 1, 2009 tai American Type Culture Collection, Patent Depository,
10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209.

Theo mdt sb phuong 4n, séng ché dé cap dén ching thraustochytrid

dugc phén 1ap duge luu gitt voi s6 ding ky ATCC 13 PTA-9695. Theo mot
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s6 phuong 4n, sang ché @& cap dén vi sinh vt thraustochytrid dugc phan
1ap thudc ciing mot loai véi thraustochytrid duge lwu gitt véi sb ding ky
ATCC la PTA-9695.

Theo mdt sb phwong an, sang ché d& cép dén thraustochytrid duoc
phan 14p c6 cac dic diém cua loai dugc luu giit véi sb ding ky ATCC la
PTA-9695 hodc ching thu dugc tir d6. Cac dic diém cua loai
thraustochytrid dwoc luu gitt voi sb ding ky ATCC 1a PTA-9695 bao gdém
céc dic diém sinh trudng va dic diém kiéu hinh cta n6é (vi du vé céc dic
diém kiéu hinh bao gdm céc dic diém vé hinh thai va sinh san), cac dic
diém vat 1y va héa hoc ciia né (nhu khdi lwong kho va profin lipit), va cac
trinh ty gen cia n6. Theo mot sé phuong én, céc thraustochytrid dugc phan
1ap theo séng ché c6 cac dic diém kiéu hinh gin gibng véi cac dic diém
kiéu hinh cua thraustochytrid dwoc luu giit v6i sé dang ky ATCC 1a PTA-
9695. Theo mdt sb phwong an, thraustochytrid dugc phén 14p theo sang ché
¢6 cac dic didm sinh trudng gin gibng véi cac dic diém sinh trudng cla
thraustochytrid dugc luu gift v6i sb dang ky ATCC 1a PTA-9695.

Theo mdt sb phuong 4n, sang ché d& cap dén dot bién, bién thé hodc
thé tai t hop cua thraustochytrid dugc phan 14p theo sang ché, trong d6
téng sb axit béo duoc tdng hop bdi ddt bién, bién thé hoic thé tai td hop
nay chita khoang 10% khédi luong 13 axit eicosapentaenoic hodc thép hon.
Céc ching dot bién c6 thé dugc téng hop bing céc quy trinh di duoc biét
r3. Céc quy trinh phd bién bao gdm chiéu xa; xir Iy & nhiét d6 cao; xtr ly
béng chét gy dot bién. Céc chung bién ddi c6 thé 13 céc thé phan 1ap xuét
hién trong tu nhién khac va/hodc cac thé phéan 1dp phu cta cac loai dugc md
t4 & ddy. Céc ching tai t6 hop c6 thé duogc tao ra bang cac phwong phap da
duoc biét rd bét ky trong sinh hoc phén tir v& biéu hién gen ngoai sinh hosc
bién ddi chuc nang hoac su biéu hién gen noi sinh. Theo mdt sb phuong én,

chiing dot bién, bién thé hoic ching tai t5 hop tao ra lugng axit béo omega-
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3 16n hon, bao gbm DHA va/hodc EPA, so véi chung kidu hoang. Theo
mot sd phuong an, ching dot bién, bién thé hoic ching tai td hop nay tao
ra mdt hodc nhiéu axit béo véi lugng thdp hon, ching han nhu Iugng thip
hon cia EPA, ARA, DPA n-6, hoic hdn hop cta chiung. Theo mot s0
phuong 4n, chiing d6t bién, bién thé hoic ching tai t6 hop nay tao ra khéi
lwgng t& bao khé 16n hon trong mbi lit mdi truong nudi cdy so véi chung
kiéu hoang. Céc ching dot bién, bién thé hodc ching tai td hop nay 1a céc
vi du v& cic ching thu duge tir thraustochytrid dugc phéan 14p theo sang
ché.

Theo mdt sé phwong 4n, séng ché d& cap dén ching dot bién cua
thraustochytrid duoc lwu giit v6i sé ding ky ATCC 14 PTA-9695. Theo céc
phuong 4n khéc, chiing dot bién nay 13 chung duoc luu gitt véi sb dang ky
ATCC 1a PTA-9696, PTA-9697, hodc PTA-9698. Cac ching
thraustochytrid c¢6 sé ding ky ATCC la PTA-9696, PTA-9697, va PTA-
9698 dugc luu gilt theo Hi¢p udc Budapest vao 7, thang 1, 2009 tai
American Type Culture Collection, Patent Depository, 10801 University
Boulevard, Manassas, VA 20110-2209. C4c ching dét bién dugc luu giit
nay 1 cc dan xuét ciia thraustochytrid dugc luu gitt véi sb dang ky ATCC
1a PTA-9695.

Theo mét sb phuong én, thraustochytrid dugc phan 14p theo sang
ché, bao gdm cac ching dot bién, bién thé hodc tai tb hop cta né, chira
profin axit béo trong mét hodc nhidu phédn doan dugc phéan lap tu
thraustochytrid nay. Mot hodc nhiéu phadn doan dugc phan ldp tu
thraustochytrid nay bao gém phan doan axit béo toan phén, phan doan
sterol este, phan doan triglyxerit, phdn doan axit béo tu do, phin doan
sterol, phan doan diglyxerit, phan doan c¢6 cuc (bao gébm phin doan

phospholipit), va cac t6 hop clia né.
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Séang ché ciing d& cap dén méi trudng nudi ciy thraustochytrid duge
phan 1ap chira bat ky mot trong sb céc vi sinh vét thraustochytrid theo sang
ché hoidc hén hop cua ching. Theo mét s phuong 4n, mdi trudng nudi cay
" nay chtra it nhat khoang 5% oxy hoa tan.

Séng ché cling dé cap dén thuc phdm, m§ pham, hoic dwoc phim
cho dong vat hodc ngudi chua bét ky mét trong sé cac vi sinh vét
thraustochytrid hodc sinh khéi theo sang ché hodc hdn hop ciia ching.

Sang ché ciing d& cap dén dau vi sinh vét chira phan doan triglyxerit
chiém it nhdt khoang 70% khéi luong, trong d6 ham luong axit
docosahexaenoic cia phan doan triglyxerit ndy chiém it nhit khoang 50%
khéi luong, va trong d6 ham luong axit docosapentaenoic n-6 ciia phan
doan triglyxerit ndy 13 tir khoang 0,5% khdi luong dén khoang 6% khdi
lugng. Theo médt sd phuong an, dau vi sinh vét ndy chira thém ham luong
axit arachidonic ctia phan doan triglyxerit 13 khoang 1,5% khéi lugng hogic
it hon.

Sang ché cling d& cap dén dau vi sinh vét chira phan doan triglyxerit
chiém it nhit khoang 70% khéi luong, trong d6 ham lugng axit
docosahexaenoic ctia phan doan triglyxerit ndy chiém it nhit khoang 40%
theo khéi luong, trong d6 ham luwong axit docosapentaenoic n-6 ciia phén
doan triglyxerit nay 13 tir it nhit khoang 0,5% khéi luong dén khoang 6%
khdi lugng, va trong d6 ti 1€ clia axit docosahexaenoic so v&i axit
docosapentaenoic n-6 la 16n hon 6:1.

Sang ché ciing d& cap dén dau vi sinh vét chtra phan doan triglyxerit
chiém it nhit khoang 70% khdi luong, trong d6 ham lwong axit
docosahexaenoic cua phan doan triglyxerit ndy chiém it nht khoang 60%
khéi Iwong.

Theo mdt s§ phuong 4n, it nhit khoang 20% cac triglyxerit trong

phén doan triglyxerit ciia dau vi sinh vét nay chira axit docosahexaenoic &
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hai vi tri trong triglyxerit dugc chon tir bat ky hai trong sé cac vi tri sn-1,
sn-2, va sn-3. Theo mot sb phuong 4n, it nhat khoang 5% céc triglyxerit
trong phan doan triglyxerit clia diu vi sinh vat ndy chiéa axit
docosahexaenoic & cd 3 vi tri trong cac vi tri sn-1, sn-2, va sn-3 trong
triglyxerit.

Theo mét s6 phuong én; vi sinh vét dugc phan 14p theo séng ché, bao
gdm cac ching dot bién, bién thé va céc thé tai td hop cia ching, bao chira
profin axit béo trong mot hodc nhiéu phéan doan dugc phén 1ap tir vi sinh
vat nay. Mt hoac nhiéu phén doan dugc phén lap tir vi sinh vat nay bao
gém phan doan axit béo toan phdn, phin doan sterol este, phin doan
triaxylglyxerol, phan doan axit béo tu do, phdn doan sterol, phan doan
diaxylglyxerol, phan doan c6 cuc (bao gdm phan doan phospholipit), va
céc t6 hop cta né. Profin axit béo cho phan doan cu thé ¢ thé bao gdm bt
ky trong sd cac profin axit béo lién quan dén phan doan cu thé nay nhu
dugc mo ta trén day.

Séng ché dé cap dén phuong phép tao ra dot bién bao gém gay dot
bién bét ky trong sb cac vi sinh vat theo sang ché va phan 14p ching dot
bién nay.

MGoi trudng nudi cdy va sinh khéi duoc phén 14p

Séng ché dé cap dén méi truong nudi cdy chira mét hodc nhidu vi
sinh vat dugc phan 14p theo sang ché. Nhiéu tham sé 1én men khéac nhau
cho viéc ching, nudéi va thu hdi cdc vi khuln chi, nhu vi tdo va
thraustochytrid, da duogc biét trong linh vuc nay, xem, vi dy, patent M¥ s6
5,130,242, dugc ndp kém theo day dé tham khao. Mai trudng 1ong hodc rin
c6 thé chira nuéc bién tu nhién hodc nhan tao. Nguén cacbon cho sinh
trudng di dudng bao gém, nhung khong bi gi6i han &, glucoza, fructoza,
xyloza, sacaroza, maltoza, tinh bt hoa tan, mat dudng, fucoza, glucosamin,

dextran, chit béo, dau, glyxerol, natri axetat, va mannitol. Cac nguén nito
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bao gdm, nhung khong giéi han &, pepton, dich chiét ndm men,

polypepton, dich chiét mach nha, dich chiét thit, axit casamino, dich chiét

ngd c6 dac, cac nguodn nito hitu co, natri glutamat, ure, cac nguén nito vo

co, amoni axetat, amoni sulfat, amoni clorua, va amoni nitrat.

MBoi trwong dién hinh d& nuéi vi sinh vét duge luu gitt v6i sé ding ky
ATCC PTA-10212 duoc thé hién trong bang 1:
Bang 1: M6i trwong nudi ciy trong binh PTA-10212

Thanh phén Nong db Khoang

Na,SO4 g/l 31,0 0-50, 15-45, hoac 25-35

NaCl g/l 0,625 |0-25,0,1-10, hodc 0,5-5

KCl g/l 1,0 |0-5,0,25-3 hoic 0,5-2

MgSO, 7H,0 g/l 5,0 0-10, 2-8, hodc 3-6

(NH,),SO0, g/l 044 |0-10,0,25-5, hodc 0,05-3
MSG-1H,0 g/l 6,0 |0-10, 4-8 hoic 5-7

CaCl gl 029 |0,1-5,0,15-3, hoic 0,2-1

T 154 (dich chiét ndm men) [ g/l 6,0 0-20, 0,1-10, hoic 1-7

KH,PO, g/l 08 |0,1-10,0,5-5, hogc 0,6-1,8

Sau khi hip trong ndi (kim

loai)

Axit xitric mg/l 3.5 |0,1-5000, 10-3000, hogc 3-2500
FeSO, 7H,0 mg/l 10,30 |0,1-100, 1-50, hodc 5-25

MnCl, 4H,0 mg/l 3,10 |0,1-100, 1-50, hoic 2-25
ZnS0,'7TH,0 mg/l 3,10 |0,01-100, 1-50, hodc 2-25
CoCly'6H,0 mg/l 0,04 |0-1,0,001-0,1, hogic 0,01-0,1
Na,MoO,2H,0 mg/l 0,04 |0,001-1, 0,005-0,5, hoic 0,01-0,1
CuS045H,0 mg/l 2,07 |0,1-100, 0,5-50, hodc 1-25
NiSO, 6H,0 mg/l 2,07 |0,1-100, 0,5-50, hodc 1-25
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Sau khi hip trong ndi
(vitamin)
Thiamin

Vitamin B12

Calz-pantothenate

Biotin

Sau khi hip trong ndi

(cacbon)
Glycerol

Thirc an nito

MSG.1H,0

mg/l 9,75 |0,1-100, 1-50, hoac 5-25
mg/l 0,16 0,01-100, 0,05-5, hoac 0,1-1
mg/l 2,06 |0,1-100, 0,1-50, hodc 1-10
mg/l 3,21 |0,1-100, 0,1-50, hodc 1-10

g/l 30,0 |[5-150,10-100, hoac 20-50

g/l 17 0-150, 10-100, hodc 15-50

Céc diéu kién nudi cay dieén hinh bao gom nhu sau:

b6 pH
Nhiét do

Oxy hoa tan

Glyxerol dugc kiém soét @

Khoang 6,5 dén khoang 8,5, khoang 6,5 dén
khoang 8,0, hoic khoang 6,8 dén khoang 7,8;
Khoang 15 dén 30 d6 Celsius, khoang 18 dén 28
dé Celsius, hoac khoang 21 dén 23 dd Celsius;
Khoang 0,1 dén 100% bdo hoa khoang 5 dén
50% béo hoa, hoic khoang 10 dén 30% bio hoa;
va/hodc

Khoang 5 dén 50g/l, khoang 10 dén 40g/l, hodc
khoang 15 dén 35g/1

Theo mdt sb phuong 4n, vi sinh vat dwoc luu gift voi sb dang ky

ATCC 13 PTA-10212, hodc dot bién, bién thé, hojic thé tai t6 hop cta nd,
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sinh truéng di dudng trén glyxerol 1& ngudn cacbon nhung khéng sinh
truéng trén ngudn cacbon 13 glucoza.

MBai trudong dién hinh d& nuéi vi sinh vét dugc luu gitt véi sb dang ky
ATCC 1a PTA-10208 dugc thé hién trong bang 2:

Bang 2: Mo6i trwdong nubi cdy trong binh PTA-10208

Thanh phan Nong d6 Khoang

Na,SO, g/l 8,8 0-25, 2-20, hoac 3-10

NaCl g/l 0,625 |0-25,0,1-10, hodc 0,5-5

KCl1 g/l 1,0 0-5, 0,25-3, hoac 0,5-2

MgSO, 7H,0 g/l 5,0 0-10, 2-8, hodc 3-6

(NH,4),SO, g/l 042 |0-10,0,25-5, hoac 0,05-3

CaCl, g/l 0,29 0,1-5, 0,15-3, hoac 0,2-1

T 154 (dich chiét nAm men) g/l 1,0 0-20, 0,1-10, hoic 0,5-5

KH,PO, g/l 1,765 |0,1-10, 0,5-5, hodc 1-3

Sau khi hip trong nbi (kim loai)

Axit xitric mg/l 46,82 |0,1-5000, 10-3000, hodc 40-2500
FeSO, 7H,0 mg/l 10,30 |0,1-100, 1-50, hodc 5-25
MnCl,'4H,0 mg/l 3,10 |0,1-100, 1-50, hodc 2-25

ZnS0O4 7H,0 mg/l 9,3 0,01-100, 1-50, hodc 2-25
CoCl,"6H,0 mg/l 0,04 |0-1,0,001-0,1, ho#c 0,01-0,1
Na,Mo0O, 2H,0 mg/l 0,04 |0,001-1, 0,005-0,5, hoac 0,01-0,1
CuSO4'5H,0 mg/l 2,07 |0,1-100, 0,5-50, hodc 1-25
NiSO, 6H,0 mg/l 2,07 |0,1-100, 0,5-50, hodc 1-25

Sau khi hip trong nbi (vitamin)
Thiamin mg/l 9,75 0,1-100, 1-50, hodc 5-25
Ca'z-pantothenat mg/l 3,33 0,1-100, 0,1-50, hoac 1-10
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Biotin

Sau khi hip trong ndi (cacbon)

Glucoza

Thirc dn nito

Thanh phén
NH,OH

mg/l 3,58 |0,1-100, 0,1-50, hodc 1-10

g/l 30,0 |5-150,10-100, hoac 20-50

Nong db
ml/l 23,6 |0-150, 10-100, hodc 15-50

Céc diéu kién nudi cay cu thé s& bao gdom nhu sau:

b6 pH

Nhiét do

Oxy hoa tan

Glucoza duoc kiém soat @

Khoang 6,5 dén khoang 8,5; khoang
6,5 dén khoang 8,0; hoac khoang 7,0
dén khoang 8,0;

Khoang 17 dén khoang 30 do
Celsius, khoang 20 dn khoang 28
do Celsius, hoac khoang 22 dén 24
do Celsius;

Khoang 2 dén 100% bdo hoa,
khoang 5 dén khoang 50% b3o hoa,
hoic khoang 7 dén 20% bao hoa;
va/hoac

Khoang 5 dén khoang 50g/1, khoang
10 dn khoang 40g/l, hoic khoang
20 dén khoang 35g/1

Theo mét sé phuong an, thé tich 1én men (thé tich méi trudong nudi
cdy) it nhét 13 khoang 2 lit, it nh4t khoang 10 lit, it nhit khoang 50 lit, it
nhét khoang 100 lit, it nhit khoang 200 lit, it nhit khoang 500 lit, it nhét
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khoang 1000 lit, it nh4t khoang 10,000 lit, it nhat khoang 20,000 lit, it nhét
khoang 50,000 lit, it nhit khoang 100,000 lit, it nhat khoang 150,000 lit, it
nhét khoang 200,000 lit, hodc it nhét khoang 250,000 lit. Theo mdot s6
phuong 4n, thé tich 1én men nay 13 khoang 2 lit dén khoang 300,000 lit,
khoang 2 lit, khoang 10 lit, khoang 50 lit, khoang 100 lit, khoang 200 lit,
khoang 500 lit, khoang 1000 lit, khoang 10,000 lit, khoang 20,000 lit,
khoang 50,000 lit, khoang 100,000 lit, khoang 150,000 lit, khoang 200,000
lit, khoang 250,000 lit, hodc khoang 300,000 lit.

Theo mét s phuong an, sing ché dé cap dén sinh khéi dugc phan
1ap chira profin axit béo theo sang ché. Theo mdt sd phwong 4n, it nhét
khoang 20%, it nhat khoang 25%, it nhét khoang 30%, it nhit khoang 35%,
it nhat khoang 40%, it nhit khoang 45%, it nh4t khoang 50%, it nhat
khoang 55%, it nhit khoang 60%, it nhit khoang 65%, it nhét khoang 70%,
it nhat khoang 75%, hodc it nhat khoang 80% khéi luong té bao khé cua
sinh khdi nay 14 céc axit béo. Theo mét sé phuong 4n, khoang hon 20%,
khoang hon 25%, khoang hon 30%, khoang hon 35%, khoang hon 40%,
khoang hon 45%, khoang hon 50%, khoang hon 55%, hodc khoang hon
60% khéi lugng té bao khé cua sinh khéi nay 14 cac axit béo. Theo mot sb
phwong 4n, khoang 20% dén khoang 55%, khoang 20% dén khoang 60%,
khoang 20% dén khoang 70%, khoang 20% dén khoang 80%, khoang 30%
dén khoang 55%, khoang 30% dén khoang 70%, khoang 30% dén khoang
80%, khoang 40% dén khoang 60%, khoang 40% dén khoang 70%, khoang
40% dén khoang 80%, khoang 50% dén khoang 60%, khoang 50% dén
khoang 70%, khoang 50% dén khoang 80%, khoang 55% dén khoang 70%,
khoang 55% dén khoang 80%, khoang 60% dén khoang 70%, hodic khoang
60% dén khoang 80% khéi luong theo khéi lugng t& bao khd cua sinh khéi
ndy 13 céc axit béo. Theo mdt sb phuong 4n, sinh khéi nay chira hon 10%,

it nhat khoang 12%, it nhit khoang 15%, it nh4t khoang 20%, it nhét
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khoang 25%, it nhat khoang 30%, it nhat khoang 35%, it nht khoang 40%,
hodc it nhat khoang 45% khdi lugng ciia axit béo nay 1a EPA. Theo mét sb
phuong 4n, sinh khéi nay chira khoang 10% dén khoang 55%, khoang 12%
dén khoang 55%, khoang 15% dén khoang 55%, khoang 20% dén khoang
55%, khoang 20% dén khoang 40%, hoic khoang 20% dén khoang 30%
khéi luong céc axit béo nay 1a EPA. Theo mot sé phwong 4n, sinh khéi nay
chtra phan doan triaxylglyxerol, trong d6 it nhit khoang 12%, it nhét
khoang 13%, it nhat khoang 14%, it nh4t khoang 15%, it nhét khoang 16%,
it nhét khoang 17%, it nhat khoang 18%, it nhat khoang 19%, hodc it nhét
khoang 20% khdi luong phan doan triaxylglyxerol nay 1a EPA. Theo mét
sO phuong an, sinh khéi nay chira phan doan triaxylglyxerol, trong d6 ham
lugng EPA ciia phan doan triaxylglyxerol nay 1a tir it nhit khoang 12% dén
khoang 55%, khoang 12% dén khoang 50%, khoang 12% dén khoang 45%,
it nhét khoang 12% dén khoang 40%, it nhat khoang 12% dén khoang 35%,
hoic it nhat khoang 12% dén khoang 30%, khoang 15% dén khoang 55%,
khoang 15% dén khoang 50%, khoang 15% dén khoang 45%, khoang 15%
dén khoang 40%, khoang 15% dén khoang 35%, khoang 15% dén khoang
30%, khoang 20% dén khoang 55%, khoang 20% dén khoang 50%, khoang
20% dén khoang 45%, it nhit khoang 20% dén khoang 40%, it nhit khoang
20% dén khoang 35%, hodc khoang 20% dén khoang 30% khéi lugng.
Theo mdt s6 phuong an, it nhit khoang 20%, it nhét khoang 25%, it nhit
khoang 30%, it nhat khoang 35%, it nhat khoang 40%, it nhét khoang 50%,
hozc it nhat khoang 60% khéi lugng theo khéi lugng té bao khé cia sinh
khéi nay 1a DHA. Theo mot s phuong an, khoang 20% dén khoang 60%,
khoang 25% dén khoang 60%, khoang 25% dén khoang 50%, khoang 25%
dén khoang 45%, khoang 30% dén khoang 50%, hodc khoang 35% dén
khoang 50% khéi luong theo khéi luong té bao khé cia sinh khdi nay 1a
DHA. Theo mét s6 phuong an, sinh khéi ndy chtra khoang 10% hoic it
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hon, khoang 9% hodc it hon, khoang 8% hodc it hon, khoang 7% hodc it
hon, khoang 6% hoac it hon, khoang 5% hodc it hon, khoang 4% hodc it
hon, khoang 3% hodc it hon, khoang 2% hoac it hon, hodc khoang 1% hoac
it hon theo khéi lugng cac axit béo nay 13 DHA. Theo mét sb phuong 4n,
sinh khéi nay chtra khoang 1% dén khoang 10%, khoang 1% dén khoang
5%, khoang 2% dén khoang 5%, khoang 3% dén khoang 5%, hoic khoang
3% dén khoang 10% khéi luong cac axit béo nay 1a DHA. Theo mét sb
phuong 4n, sinh khéi nay gin nhu khong chira DHA. Theo mét sb phuong
an, sinh khdi nay chira khoang tir 0,1% dén it hon khoang 5%, khoang
0,1% dén khoang 4%, khoang 0,1% dén khoang 3%, khoang 0,1% dén
khoang 2%, khoang 0,2% dén it hon khoang 5%, khoang 0,2% dén khoang
4%, khoang 0,2% dén khoang 3%, khoang 0,2% dén khoang 2%, khoang
0,3% dén khoang 2%, khoang 0,1% dén khoang 0,5%, khoang 0,2% dén
khoang 0,5%, khoang 0,1% dén khoang 0,4%, khoang 0,2% dén khoang
0,4%, khoang 0,5% dén khoang 2%, khoang 1% dén khoang 2%, khoang
0,5% dén khoang 1,5%, hoic khoang 1% dén khoang 1,5% khéi luong céc
axit béo nay 1a ARA. Theo mdt sé phuong 4an, sinh khdi nay chira it hon
khoang 5%, khoang 4% hodc it hon, khoang 3% hod#c it hon, khoang 2%
hodc it hon, khoang 1,5% hodc it hon, khoang 1% hodc it hon, khoang
0,5% hodc it hon, khoang 0,4% hodc it hon, khoang 0,3% hodc it hon,
khoang 0,2% hoac it hon, ho#c khoang 0,1% hodc it hon theo khéi lugng
céc axit béo nay 13 ARA. Theo mét sb phuong an, sinh khéi nay gan nhu
khéng chta ARA. Theo médt sé phuong an, sinh khéi nay chira khoang
0,4% dén khoang 2%, khoang 0,4% dén khoang 3%, khoang 0,4% dén
khoang 4%, khoang 0,4% dén khoang 5%, khoang 0,4% dén it hon khoang
5%, khoang 0,5% dén khoang 1%, khoang 0,5% dén khoang 2%, khoang
0,5% dén khoang 3%, khoang 0,5% dén khoang 4%, khoang 0,5% dén
khoang 5%, khoang 0,5% to it hon khoang 5%, khoang 1% dén khoang
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2%, khoang 1% dén khoang 3%, khoang 1% dén khoang 4%, khoang 1%
dén khoang 5%, hodc khoang 1% dén it hon khoang 5% khdi luong cac
axit béo nay 1a DPA n-6. Theo mét sé phuong an, sinh khéi nay chira
khoang 5% hodc it hon, it hon khoang 5%, khoang 4% hodgc it hon, khoang
3% hodc it hon, khoang 2% hodc it hon, khoang 1% hodc it hon, khoang
0,75% hodc it hon, khoang 0,6% hodc it hon, hodc khoang 0,5% hodc it
hon theo khéi lugng céc axit béo nay 1a DPA n-6. Theo mdt s6 phuong an,
sinh khdi nay gin nhu khéng chira DPA n-6. Theo mét sé phwong 4n, sinh
khéi nay chira cac axit béo c6 khoang 5% hoic it hon, it hon khoang 5%,
khoang 4% hoac it hon, khoang 3% hoac it hon, hodc khoang 2% hodc it
hon theo khdi luong 13 axit oleic (18:1 n-9), axit linoleic (18:2 n-6), axit
linolenic (18:3 n-3), axit eicosenoic (20:1 n-9), axit erucic (22:1 n-9), hoac
hdn hop cuia ching.

Céc dic diém cua sinh khdi dugc phan 1ap theo sang ché lién quan
dén cac dic diém noi sinh hodic tu nhién cua sinh khéi dugc phan lap nay
hon la cac nguyén liéu dugc dua vao ngoai sinh. Theo mot sb phuong an,
sinh khéi dugc phén 1ap nay khong chira polyvinylpyrrolidon hodc khéng
dugc phén 14p tir moi truong nudi ciy chira polyvinylpyrrolidon.

Sang ché dé cap dén phuong phap san xuét sinh khéi. Theo mot sO
phuong an, phuong phép san xuét sinh khéi theo sang ché bao gébm nudi
bat ky trong s céc vi sinh vat dugc phan lap theo séng ché hodc hén hop
ctia chung trong méi truong nubi cdy dé san xuét sinh khdi. Sang ché dé
cap dén sinh khéi dugc san xuét bing phuong phép nay.

Theo mot s6 phuong an sinh khdi nay chira axit béo, trong d6 cac
axit béo nay chira thém cac axit béo omega-3 khong bdo hoa da, trong do
cac axit béo omega-3 khong bdo hoa da nay chira DHA va EPA véi luong
khoang >90%, theo khéi lugng clia tbng lugng axit béo omega-3 khong bio

hoa da va lugng EPA, theo khéi luong, 14 tir khoang 6% dén khoang 65%
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cta téng lugng EPA va DHA. Pugc dé xuit cu thé 13 sinh khdi, trong d6
lwong EPA, theo khdi luong, 13 tir khoang 6% dén khoang 28% tbng khéi
lugng cua EPA va DHA. Duogc dé xuét thém & day 1a sinh khdi, trong dé
lwong EPA, theo khdi luong, 13 tir khoang 36% dén khoang 65% tong khéi
lugng cua EPA va DHA. Cu thé hon, dugc d& xuét 1a sinh khéi, trong d6
lwong EPA, theo khéi luwong, 13 tir khoang 28% dén khoang 36% tong
luong EPA va DHA.

Mot sb phuong an duge dé xudt & ddy bao gém sinh khéi chia céc
axit béo, trong d6 céac axit béo nay chira thém DHA va EPA va luqﬁg EPA,
theo khdi luong, 13 tir khoang 15 dén khoang 60% téng khébi luong EPA va
DHA.

Mot sb phuong an theo sang ché dé cap thém dén méi trudng nubi
cAy chira thraustochytrid, hodc chung dot bién, duoc luu giit v6i sb diang ky
ATCC 1a PTA-9695. Nhiéu tham s6 1én men khéac nhau cho viéc chung,
nudi cdy, va thu hdi vi khuan chi d& dugc biét trong linh vuc nay, nhu duge
md ta trong patent M§ sb 5,130,242. Mbi trwong thong thudng bt ky dé
nudi cdy thraustochytrid c6 thé duoc sir dung. Cac méi truong 1éng hodc
ran c6 thé chtra nude bién tu nhién hodc nhéan tao. Céc nguén cacbon bao
gdm, nhung khong gi6i han &, glucoza, fructoza, xyloza, sacaroza, maltoza,
tinh bt hoa tan, mat duong, fucoza, glucosamin, dextran, chit béo, dau,
glyxerol, natri axetat, v mannitol. Cac ngudn nito bao gdm, nhung khong
gidi han &, pepton, dich chiét nAm men, polypepton, dich chiét mach nha,
dich chiét thit, axit casamino, dich chiét ng6 dam dic, nguén nito hitu co,
natri glutamat, urea, nguén nito v6 co, amoni axetat, amoni sulfat, amoni
clorua, amoni nitrat, natri sulfat. M6i truong dién hinh dugc thé hién trong

bang 3:
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Bang 3: mdi trudng nudi cdy binh PTA-9695

1

Thanh phan

NaCl

KCI

MgSO, 7H,0

(NH4)2SO4

CaCl,

T 154 (dich chiét nAm men)
KH,PO,

Sau khi hap trong ndi (kim loai)

Axit xitric
FeSO, 7H,0
MnCl, 4H,0
ZnS0O4 7H,O
CoCl,6H,0
Na,MoO,2H,0
CuSO45H,0
NiSO4 6H,0

Sau khi hip trong ndi (vitamin)
Thiamin**

Vitamin B12**
Ca’z-pantothenat™*

**: tiét tring bang cach loc

Sau khi hap trong ndi (cacbon)

Glucoza

Y
A

g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l

g/l

mg/1
mg/1
mg/1
mg/1
mg/l
mg/1
mg/l

mg/l
mg/1
mg/l

g/l

Nong 46

12,5
1,0
5,0
0,6
0,29
6,0
1,2

3,5
10,30
3,10
3,10
0,04
0,04
2,07
2,07

9,75
0,16
3,33

30,0

Khoéng

0-25, 5-20, hoac 10-15
0-5, 0,25-3, hodc 0,5-2
0-10, 2-8, hoic 3-6
0-10, 0,25-5, hoac 0,5-3
0,1-5, 0,15-3, hoac 0,2-1
0-20, 1-15, hoac 5-10
0,1-10, 0,5-5 hodc 1-3

0,1-100, 1-50, hodc 2-25
0,1-100, 1-50 hodc 5-25
0,1-100, 1-50, hodc 2-25
0,1-100, 1-50, hodc 2-25
0,001-1, 0,005-0,5 hodc 0,01-0,1
0,001-1, 0,005-0,5 hoac 0,01-0,1
0,1-100, 0,5-50, hodc 1-25
0,1-100, 0,5-50, hodc 1-25

0,1-100, 1-50, hodc 5-25
0,1-100, 0,1-10 hodc 0,1-1
0,1-100, 0,1-50, hoac 1-10

5-150, 10-100, hodc 20-50
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Thitc dn nito

Thanh phén Nbng d6
NH,OH ml/l 21,6 |0-150, 10-100, hodc 15-50

Cac diéu kién nuoi cay dién hinh bao gobm nhu sau:

b6 pH Khoang 6,5 dén khoang 8,5; khoang
6,5 dén khoang 8,0; hodc khoang 7,0
dén khoang 7,5;

Nhiét d6 Khoang 17 &n khoang 30 do

Celsius, khoang 20 dn khoang 25
do Celsius, hodc khoang 22 dén 23
do Celsius;

Oxy hoa tan Khoang 5 dn 100% bdo hoa,
khoéng 10 dén khoang 80% béo hoa,
hodc khoang 20 dén 50% bao hoa;
va/hoac

Glucoza dugc kiém soat @ Khoang 5 dén khoang 50g/1, khoang
10 dn khoang 40g/l, hoic khoang
20 dén khoang 35g/1

Theo mot s phuong 4n, méi truong nudi cdy ndy chta it nhét
khoang 5%, it nhit khoang 10%, it nhat khoang 20%, it nhat khoang 30%,
it nhat khoang 40%, it nhit khoang 50%, it nhit khoang 60%, it nhat
khoang 70%, it nhat khoang 80%, hoc it nhat khoang 90% oxy hoa tan, 13
ti 18 phén trim mirc béo hoa. Theo mét sd phuong 4n, méi trudng nudi cdy
nay chira tir khoang 5% dén khoang 20%, khoang 5% dén khoang 50%,
khoang 5% dén khoang 100%, khoang 10% dén khoang 20%, khoang 10%
dén khoang 50%, khoang 10% dén khoang 100%, khoang 20% dén khoang
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50%, hodc khoang 20% dén khoang 100% oxy hoa tan, nhu 13 ti 16 phin
trim ndng do bio hoa.

Séng ché d& cdp thém dén sinh khdi duwoc phén 14p cua
thraustochytrid theo sang ché. Sinh khéi thraustochytrid duoc phén 14p theo
sang ché 14 sinh khdi t& bao thu hoach dugc bing phuong phap thong
thuong dé phan 14p sinh khéi thraustochytrid, nhu dugc mé ta trong patent
M§ s6 5,130,242 va céng bd don My s§ 2002/0001833.

Theo mét s6 phuong 4n, khéi lwong khé cia sinh khéi dwoc phan lap
tir mdi lit moi truong nudi ciy it nhét 13 khoang 50 g, it nhét 13 khoang 60
g, it nhat khoang 70 g, it nh4t khoang 80 g, it nhat khoang 100 g, it nhét
khoang 120 g, it nht khoang 140 g, it nhit khoang 160 g, it nhit khoang
180 g, hodc it nhat khoang 200g sau khi nudi trong khoang 7 ngay &
khoang 17°C dén khoang 30°C trong méi trudng nudi cdy & khoang
pH=6,5 dn khoang 8,5 chira ngudn cacbon, nito va cc chit dinh dudng,
va khoang 950ppm dén khoang 8500ppm ion clorua. Theo mdt sé phwong
an, khéi lugng té bao khé cua sinh khéi phan lap duoc tir mbi lit méi
truong nudi ciy it nhit 1a khoang 50g, it nhit khoang 60g, it nhat khoang
70g, it nhat khoang 80g, it nhat khoang 100g, it nhit khoang 120g, it nhit
khoang 140g, it nhat khoang 160g, it nhit khoang 180g, hodc it nhit
khoang 200g sau khi nuéi trong khoang 7 ngay & khoang 17°C , & khoang
18°C, & khoang 19°C, & khoang 20°C, & khoang 21°C, & khoang 22°C, &
khoang 23°C, & khoang 24°C, & khoang 25°C, & khoang 26°C, & khoang
27°C, & khoang 28°C, & khoang 29°C, hodac & khoang 30°C trong moi
truong nudi cdy & khoang pH=6,5, khoang pH=7, khoang pH=7,5, khoang
pH=8,0, hoic khoang pH=8,5 chira ngubn cacbon, nito va céc chit dinh
dudng, va khoang 950ppm dén khoang 8500ppm ion clorua. Theo mot sb
phuong 4n, khéi lugng té bao khd cua sinh khdi phan 1ap duge tir mdi lit

ctia méi trudong nudi cdy 13 tir khoang 50g dén khoang 200g sau khi nudi
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trong khoang 7 ngay & khoang 17°C dén khoang 30°C trong méi trudng
nudi ciy & khoang d6 pH=6,5 dén khoang d6 pH=8,5 chtra ngudn cacbon,
nito va céc chat dinh dudng, va khoang 950ppm dén khoang 8500ppm ion
clorua. Theo mot sd phuong 4n, khéi luong t& bao khé cia sinh khéi phan
1ap duoc tir mdi lit cia méi trudng nudi cdy 1a tir khoang 50g dén khoang
200g sau khi nudi trong khoang 7 ngay & khoang 17°C , & khoang 18°C , &
khoang 19°C, & khoang 20°C, & khoang 21°C, & khoang 22°C, & khoang
23°C, ¢ khoang 24°C, & khoang 25°C, & khoang 26°C, & khoang 27°C, &
khoang 28°C, & khoang 29°C, hodc & khoang 30°C trong mdi trudng nudi
cdy & khoang d6 pH=6,5, khoang d6 pH=7, khoang d6 pH=7,5, khoang do
pH=8.,0, hoac khoang d6 pH=8,5 chira nguén cacbon, nito va céc chat dinh
dudng, va khoang 950ppm dén khoang 8500ppm ion clorua.

Theo mot sb phuong 4n, méi trudng nudi cdy thraustochytrid phan
1ap c6 ning sudt axit béo omega-3 it nhat 13 khoang 2g/l/ngdy, it nhét
khoang 4g/l/ngdy, hodc it nhat khoang 8g/l/ngay sau khi nudi trong khoang
7 ngdy & khoang 17°C dén khoang 30°C trong méi trudng nudi cdy &
khoang d6 pH=6,5 dén khoang pH=8,5 chita ngudn cacbon, nito va cac
chét dinh dudng, va khoang 950 ppm dén khoang 8500 ppm ion clorua.
Theo mét s6 phuong 4n, méi truong nudi ciy thraustochytrid phén 1ap c6
ning suét axit béo omega-3 tir khoang 1g/l/ngay dén khoang 20g/l/ngay, tir
khoang 2g/l/ngay dén khoang 15g/l/ngay, tir khoang 2g/l/ngay dén khoang
10g/l/ngay, tir khoang 3g/l/ngdy dén khoang 10g/l/ngdy, hoic khoang
4g/l/ngay dén khoang 9g/l/ngay, sau khi nuéi trong khoang 7 ngdy &
khoang 17°C dén khoang 30°C trong méi trudng nudi cdy & khoang d6
pH=6,5 dén khoang pH=8,5 chira ngudn cacbon, nito va cac chét dinh
dudng, va khoang 950 ppm dén khoang 8500 ppm ion clorua.

Theo mét sé phuong 4n, thé tich 1én men (thé tich méi trudng nudi

cdy) it nhit 14 khoang 2 lit, it nhat khoang 10 lit, it nh4t khoang 50 lit, it
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nhit khoang 100 lit, it nhit khoang 200 lit, it nhit khoang 500 lit, it nhit
khoéng 1000 lit, it nht khoang 10.000 lit, it nhat khoang 20.000 lit, it nhit
khoang 50.000 lit, it nhat khoang 100.000 lit, it nhat khoang 150.000 lit, it
nhit khoang 200.000 lit, hodc it nhit khoang 250.000 lit. Theo mot sb
phuong 4n, thé tich 1én men nay 13 khoang 2 lit &n khoang 300.000 lit,
khoang 2 lit, khoang 10 lit, khoang 50 lit, khoang 100 lit, khoang 200 lit,
khoang 500 lit, khoang 1000 lit, khoang 10.000 lit, khoang 20.000 lit,
khoang 50.000 lit, khoang 100.000 lit, khoang 150.000 lit, khoadng 200.000
lit, khoang 250.000 lit, hoac khoang 300.000 lit.

Theo mét sb phuong 4n, séng ché d& cép dén sinh khéi
thraustochytrid dugc phéan 14p chtra profin axit béo theo sang ché. Theo mét
s6 phuong an, it nhat khoang 50%, it nhit khoang 60%, it nht khoang
70%, hoic it nhit khoang 80% khdi luong t& bao khé cua sinh khéi 13 cac
axit béo. Theo mdt sd phuong &n, khodng hon 50%, khoang hon 55%, hodc
khoang hon 60% khdi lugng té bao khd cia sinh khéi 13 cac axit béo. Theo
mdt s6 phwong an, tir khoang 50% dén khoang 60%, khoang 50% dén
khoang 70%, khoang 50% dén khoang 80%, khoang 55% dén khoang 70%,
khoang 55% dén khoang 80%, khoang 60% dén khoang 70%, hosic khoang
60% dén khoang 80% khéi lwong theo khéi lwong té bao khé clia sinh khdi
13 céc axit béo. Theo mdt sb phuong an, sinh khéi nay chira it nhat khoang
50%, it nhat khoang 60%, it nhét khoang 70%, hodc it nhét khoang 80%
khéi lugng céc axit béo dudi dang axit béo omega-3. Theo mdt s6 phuong
an, sinh khéi nay chira tir khoang 50% dén khoang 60%, khoang 50% dén
khoang 70%, khoang 50% dén khoang 80% khéi luong cac axit béo duéi
dang axit béo omega-3. Theo mét sb phuong 4n, sinh khéi ndy chira it nhat
khoang 50%, it nhét khoang 55%, it nhét khoang 60%, it nhét khoang 65%,
it nhat khoang 70%, it nhat khoang 75%, hodc it nhit khoang 80% khéi

luong céc axit béo dudi dang DHA. Theo mét s phuong an, sinh khéi nay
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chira tir khoang 50% dén khoang 60%, khoang 50% dén khoang 70%, hoic
khoang 50% dén khoang 80% khdi luong céc axit béo dudi dang DHA.
Theo mét s6 phuong an, it nhat khoang 25%, it nhit khoang 30%, it nht
khoang 40%, it nhit khoang 50%, hoic it nhét khoang 60% khéi lwong theo
khéi lugng té bao khé cua sinh khdi 13 axit docosahexaenoic. Theo mdt sb
phuong an, khoang 25% dén khoang 65%, khoang 25% dén khoang 50%,
khoang 30% dén khoang 40%, hodc khoang 25% dén khoang 35% khéi
luong theo khdi lwong té bao khé cua sinh khédi 14 axit docosahexaenoic.
Theo mét sb phuong 4n, sinh khéi nay chira khoang 10% hodic it hon,
khoang 9% hodc it hon, khoang 8% hodc it hon, khoang 7% hoac it hon,
khoang 6% hodc it hon, khoang 5% hoac it hon, khoang 4% hodc it hon,
khoang 3% hodc it hon, khoang 2% hoéc it hon, hodc khoang 1% hodic it
hon theo khéi luong 14 cic axit béo & dang EPA. Theo mét sb phuong é4n,
sinh khdi nay chira tir khoang 1% dén khoang 10%, khoang 1% dén khoang
5%, khoang 2% dén khoang 5%, khoang 3% dén khoang 5%, hoic khoang
3% dén khoang 10% theo khéi luong cac axit béo 1a EPA. Theo mét sb
phuong 4n, sinh khéi nay gan nhu khéng chtra EPA. Theo mdt s§ phuong
an, sinh khdi nay chira ti 18 khdi luong DHA so v6i EPA it nhit 13 khoang
5:1, it nhat 12 khoang 7:1, it nhit 13 khoang 10:1, it nhét 1 khoang 11:1, it
nhét 13 khoang 14:1, it nhit 13 khoang 15:1, it nhét 13 khoang 17:1, it nhét
khoang 20:1, it nhat khoang 25:1, it nhét khoang 50:1, ho3c it nh4t khoang
100:1, trong d6 sinh khéi nay chira EPA véi luong khoang 10% hodc it hon
theo khéi luwong cia céc axit béo. Theo mét sb phuong 4n, sinh khéi nay
chira ARA véi lugng tir khoang 0,1% dén 0,2%, khoang 0,1% dén khoang
0,3%, khoang 0,1% dén khoang 0,4%, khoang 0,1% dén khoang 0,5%,
hodc khoang 0,1% dén khoang 1,5% theo khéi luong cia céc axit béo.
Theo mot sb phuong 4n, sinh khéi nay chita ARA véi luong khoang 1,5%
hodc it hon, khoang 1% hodc it hon, khoang 0,5% hodc it hon, khoang
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0,4% hodc it hon, khoang 0,3% hodc it hon, khoang 0,2% hodc it hon, hoac
khoang 0,1% hoédc it hon theo khéi lugng cac axit béo. Theo mdt s6
phuong 4n, sinh khéi nay gan nhu khéng chtta ARA. Theo mét s6 phuong
4n, sinh khoi nay chua ti 1€ khdi luong cua DHA so vdi ARA it nhét
khoang 20:1, it nhat khoang 40:1, it nhat khoang 60:1, it nhat khoang 80:1,
it nhat khoang 100:1, it nhat khoang 150:1, it nhit khoang 200:1, it nhat
khoang 250:1, hodc it nhit khoang 300:1. Theo mét s6 phuong 4n, sinh
khdi nay chira DPA n-6 véi lugng tir khoang 0,5% dén khoang 1%, khoang
0,5% dén khoang 2%, khoang 0,5% dén khoang 5%, khoang 0,5% dén
khoang 6%, khoang 1% dén khoang 5%, khoang 1% dén khoang 6%,
khoang 2% dén khoang 5%, hoic khoang 2% dén khoang 6% theo khdi
luong céac axit béo. Theo mot s& phuong 4n, sinh khéi nay chira DPA n-6
v6i lugng khoang 6% hodc it hon, khoang 5% hoac it hon, khoang 2% hodc
it hon, khoang 1% hodc it hon, hoac khoang 0,5% hodc it hon theo khéi
luong cua cac axit béo. Theo mot sé phuong 4n, sinh khéi nay gén nhu
khong chira DPA n-6. Theo mét sb phuong én, sinh khéi nay chia ti 18
khéi luong cia DHA so v6i DPA n-6 14 khoang hon 6:1, it nhat khoang
8:1, it nhit khoang 10:1, it nhét khoang 15:1, it nht khoang 20:1, it nhét
khoang 25:1, it nhit khoang 50:1, hoic it nhét khoang 100:1. Theo mot s6
phuong an, sinh khéi nay chua cac axit béo v6i khoang 5% hodc it hon,
khoang 4% hoic it hon, khoang 3% hodc it hon, hodc khodng 2% hodc it
hon theo khéi lwong 1a mdi axit linoleic (18:2 n-6), axit linolenic (18:3 n-
3), axit eicosenoic (20:1 n-9), va axit erucic (22:1 n-9).

Theo mot phuong 4n khac, dugc dé xuit & day 1a sinh khéi chira céc
axit béo, trong do6 cac axit béo ndy chira thém axit béo omega-3 khong béo
hoa da, trong d6 cac axit béo omega-3 khong bdo hoa da chira DHA va
EPA véi luong khoang 16n hon hodc bang khoang 58-68%, cu thé 1a
khoang 60% theo khéi lugng, trén tdng lugng axit béo omega-3 khong béo
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hoa da va lugng EPA, theo khdi lwong 13 tir khoang 5% dén khoang 60%
trén tong khéi luong EPA va DHA.

Céc dic diém cua sinh khéi duoc phan 1ap theo sang ché c6 lién quan
dén cac dic diém noi sinh hodc tu nhién cta sinh khéi duoc phéan lap hon 1a

nguyén liéu dugc dua vao ngoai sinh.

Dau vi sinh vat

Puoc dé xuit & day la dau, dau vi sinh vat dic biét, dugc san xuAt
béi cac phuong phap duge moé ta & day.

Theo mdt sb phuong an, dau vi sinh vat nay chira cc axit béo, trong
do6 céac axit béo nay chira thém cac axit béo omega-3 khong bdo hoa da
trong d6 céc axit béo omega-3 khong bdo hoa da nay chia DHA va EPA
véi luong la khoang >90%, theo khéi luong trén tong luong axit béo
omega-3 khong bdo hoa da va lugng EPA, theo khéi luong, 14 tir khoang
6% dén khoang 65% tong luong EPA va DHA. Pugc dé xuét cu thé 1a dau
vi sinh vat, trong d6 luong EPA, theo khdi luong, 14 tir khoang 6% dén
khoéang 28% tong lugng EPA va DHA. Pugc dé xuét thém & day l1a dau vi
sinh vat, trong d6 lugng EPA, theo khéi luong, 1a tir khoang 36% dén
khoang 65% tong lugng EPA va DHA. Pugc dé xuét thém 13 dau vi sinh
vat, trong d6 lugng EPA, theo khdi luong, 1a tir khoang 28% dén khoang
36% toéng luong EPA va DHA.

Theo mot phuong an khac, dugc dé xuat & day la dau vi sinh vét
chira cic axit béo, trong d6 cac axit béo nay chira thém DHA va EPA va
luong EPA, theo khéi luong, 13 tir khoang 15 dén khoang 60% tong khéi
luong EPA va DHA.

Theo mot phuong an khéac, duogc d& xuét & day 1a dau vi sinh vat
chira axit béo, trong d6 cac axit béo nay chtra thém céc axit béo omega-3

khéng bdo hoa da, trong d6 céc axit béo omega-3 khong béo hoa da chtra
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DHA va EPA véi lugng 13 khoang 16n hon hoic bang khoang 58-68%, cu
thé 13 khoang 60%, theo khéi luong, tong luong cac axit béo omega-3
khéng bdo hoa da va luong EPA, theo khéi luong, 13 tir khoang 5% dén
khoang 60% tong khdi lvgng EPA va DHA.

Sang ché @& cap dén dau vi sinh vat chita profin axit béo theo séng
ché. Dau vi sinh vét theo sang ché 13 “dau thé” hodc “dau tinh luyén” chira
phan doan triaxylglyxerol it nhét 14 khoang 35% khdi lwong. “Dau thd” 1a
dau dugc chiét tir sinh khéi ciia vi sinh vat nady ma khong xir Iy thém. “Dau
tinh luyén” 13 dau thu duoc bang cach xir 1y diu thd bang quy trinh tinh
luyén, téy va/hodc khit mui chuén. Xem, vi du, patent M¥ sb 5,130,242,
duoe ndp kém theo ddy. DAu vi sinh vt ciing bao goém “dau thanh phdm”
nhu duge md ta & day, ddu nay 13 diu tinh luyén d& duoc pha lodng véi dau
thuc vat. Theo mot sb phwong 4n, diu thanh pham 13 diu tinh luyén ma di
dwoc pha lodng v6i diu hoa hudéng duong oleic cao. Thuat ngit “vi sinh
vat” nhu duge st dung & ddy bao gdm, nhung khong giéi han &, thuit ngit
“vi tao”, "thraustochytrid," va cac phén loai taxonomic lién quan dén bt ky
trong sb cac vi sinh vit di luu git dugc md td & day. Thuat ngt
"Thraustochytriales," "thraustochytrid," "Schizochytrium," va
"Thraustochytrium" nhu dugc st dung d8 dé cap dén bit ky trong sb cac
diu vi sinh vat cua céc vi sinh vat duoc luu gilt d3 dugc mo ta & déy 1a dua
trén cac phéan loai taxonomic hién nay, bao gdm théng tin pha hé sin c6 va
khéng duogc du dinh gi6i han & cdc sy kién ma cac phan loai taxonomic
dugc xem xét lai sau ngay nop don cua don nay.

Theo mét sb phuong 4n, axit béo nhu dugc md ta & day ¢ thé 13 cac
este axit béo. Theo mdt sb phuong 4n, este axit béo bao gbm bao gom este
cla axit béo omega-3, axit béo omega-6, va cac t6 hop cia nd. Theo mot sb
phuong an, este axit béo nay la este DHA, este EPA, hozc hon hop cla

chiung. Theo mot s6 phuong 4n, dau hoic phan doan cua chiung nhu dugc
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md ta & ddy dugc este hoa dé tao ra diu hodc phan doan cia né chira cac
este clia axit béo. Thut ngit “este” dung dé chi sy thay thé hydro trong
nhém axit carboxylic clia phén tir axit béo bang nhém thé khac. Céc este
dién hinh d3 duoc biét véi ngudi cé hidu biét trung binh trong linh vuc nay,
thao lusn vé& chung dugc cung cdp boi Higuchi, T. va V. Stella trong Pro-
drugs as Novel Delivery Systems, Vol. 14, A.C.S. Symposium Series,
Biorceversible Carriers in Drug Design, Ed. Edward B. Roche, American
Pharmaceutical Association, Pergamon Press, 1987, and Protective Groups
in Organic Chemistry, McOmie ed., Plenum Press, New York, 1973. Vi du
vé cac este bao gdm metyl, etyl, propyl, butyl, pentyl, t-butyl, benzyl,
nitrobenzyl, methoxybenzyl, benzhydryl, va trichloroetyl. Theo mdt sb
phuong an, este nay 1a nhém este bdo v€ axit carboxylic, este vai aralkyl
(vi du, benzyl, phenetyl), este véi alkenyl thip hon (vi dy, allyl, 2-butenyl),
este voi alkyl thip hon-alkoxy thdp hon (vi du methoxymetyl, 2-
methoxyetyl, 2-ethoxyetyl), este v6i alkanoyloxy thap hon-alkyl thip hon
(vi dy, axetoxymetyl, pivaloyloxymetyl, 1-pivaloyloxyetyl), este véi
alkoxycacbonyl thap hon-alkyl thdp hon (vi dy, methoxycacbonylmetyl,
isopropoxycacbonylmetyl), este voi carboxy-alkyl thdp hon (vi du
carboxymetyl), este v6i alkoxycarbonyloxy thdp hon-alkyl thip hon (vi du,
1-(ethoxycacbonyloxy)etyl, 1-(xyclohexyloxycacbonyloxy)etyl), este voi
carbamoyloxy-alkyl thip hon (vi du, carbamoyloxymetyl), va tuong tu.
Theo mét sb phwong an, nhém thé duoc bd sung vao 13 nhém hydrocacbon
mach théng hoac vong, vi dy, C1-C6 alkyl, C1-C6 xycloalkyl, C1-C6
alkenyl, hodc C1-C6 aryl este. Theo mot sé phuong 4n, este nay 13 alkyl
este, vi du, a metyl este, etyl este hoidc propyl este. Theo mét s phwong an,
nhém thé este dugc bd sung vao phén tir axit béo tu do khi axit béo nay &
trang thai tinh khiét hodc ban tinh khiét. Ngoai ra, este axit béo nay duoc

tao ra khi chuyén héa triaxylglyxerol thanh este.
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Sang ché dé cap dén cac phuong phap san xuit diu vi sinh vét. Theo
mdt s6 phuong 4n, phuong phép nay bao gdm nudi bét ky trong sb céc vi
sinh vat dugc phan 1ap theo sang ché hodc hdn hop cua chung trong méi
treong nuoi céy dé tao ra dau vi sinh vt chira axit béo omega-3. Theo mot
s6 phwong 4an, phuong phép niy bao gdm thém budc chiét dau vi sinh vét.
Theo mot s6 phuong an, phwong phép ndy bao gdm budc chiét dau vi sinh
vét chira ax béo omega-3 tir bit ky trong sb cac sinh khéi theo séang ché
hozc hdn hop ciia chiing. Theo mot sé phuong 4n, phuong phap nay bao
gdm nudi di dudng vi sinh vat di phéan 14p, trong d6 méi trudng nudi ciy
nay chira ngudn cacbon nhu dugc mé ta & day. Dau vi sinh vat nay c6 thé
duoc chiét tir sinh khdi méi dugc thu hoach hodic ¢ thé duge chiét tir sinh
khéi d& dugc thu hoach trudc d6 ma da dugc du trit trong céc diéu kién
tranh bi héng. Cac phuong phap di biét c6 thé dugc sir dung dé nudi ciy vi
sinh vat theo sang ché, d& phan 14p sinh khéi tir méi truong nudi cdy, dé
chiét dau vi sinh vét tir sinh khéi, va d& phan tich profin axit béo hodc diu
da duoc chiét tir sinh khdi, xem, vi du patent M¥ sb 5,130,242, duogc ndp
kém theo ddy. Sang ché & cép dén diu vi sinh vit duoc san xuét boi
phuong phép bét ky trong sb cac phuong phép theo séng ché.

Theo mét sé phuong 4n, dau vi sinh vét ndy duoc chiét bing phuong
phap chiét enzym. Theo mdt s& phuong an, dau vi sinh vat nay duoc chiét
bing phuong phép chiét co hoc. Theo mét sb phuong an, phuong phap
chiét co hoc nay bao gdm mét hodc nhiéu bude sau: (1) xt Iy canh truong
1én men d tiét tring qua may 1am ddng nhit dé gitp t& bao dung giai va
giai phéng dau tir cac t& bao; (2) bd sung ruou isopropylic vao canh trudng
1én men sau khi déng nhét héa dé phé v& nhii trong dau va nuée; (3) ly tAm
hdn hop nay dé thu hdi pha dau; va (4) lam khé trong chan khong bang
céch bb sung chit chéng oxy héa. Theo mét s phuong 4n, dau thé niy

duoc tinh ché. Theo mét sb phuong an, viée tinh ché dau thé nay bao gdm
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mdt hodc nhidu bude: (1) bom dau thé vao thing tinh luyén va gia nhiét
dau, sau dé bd sung dung dich axit kém theo trén déu; (2) bd sung dung
dich an da vao dau sau khi xi 1y axit; (3) gia nhiét lai dau thé nay va sau d6
ly tam dé tach pha niing khoi dau d tinh luyén; (4) loai bo cac hop chét co
cuc con lai, vét kim loai va céc san phém oxy héa khoi dau tinh luyén béng
cach sir dung, vi dy, axit, TriSyl®, dit sét, va/hoic loc; (5) loc lanh du da
tdy dé loai bo thém cac thanh phin c6 diém néng chay cao khoi dau nay dé
dat duge mirc d6 trong mong mubn; (6) gia nhiét dau nay, sau d6 dau nay
duoc lam mat va duoc gift trong mot khoang thdi gian d& lam cho
triglyxerit c6 diém néng chay cao va sép két tinh; (7) bd sung chét trg loc
vao dau lanh va sau d6 loai bo cac chat rin da két tinh bang cach loc; (8) st
dung chit khir mui sau khi loc lanh, vin hanh dudi nhiét d6 cao va chan
khong, dé loai bo, vi du, peroxit va cac hop chét c6 khdi lugng phan tir thap
con lai bat ky ma c6 thé gdy ra mui héi va cac mui khéac; (9) chuyén dau
nay vao thung nap khir mui, khir khi, va khttr mui, vi dy, trong may khir mui
cot dong gbi; va (10) 1am mat, vi du, trong 16p nito vao cubi chu ky khir
mui va bd sung céc chit chéng oxy hoéa thich hop vao dau da duoc khir mui
dé tao d6 6n dinh oxy hoa.

Theo mdt s6 phwong 4n, diu vi sinh vt nay chira phan doan sterol
este 13 khoang 0%, it nhit khoang 0,1%, it nhat khoang 0,2%, it nhét
khoang 0,5%, it nhit khoang 1%, it nhét khoang 1,5%, it nhét khoang 2%,
hodc it nhét khoang 5% khdi lwong. Theo mét sé phuong 4n, du vi sinh
vét ndy chira phan doan sterol este 1a khoang 0% dén khoang 1,5%, khoang
0% dén khoang 2%, khoang 0% dén khoang 5%, khoang 1% dén khoang
1,5%, khoang 0,2% dén khoang 1,5%, khoang 0,2% dén khoang 2%, hodc
khoang 0,2% dén khoang 5% khéi lugng. Theo mét sb phuong an, dau vi
sinh vét nay chira phan doan sterol este 1a khoang 5% hoac it hon, khoang

4% hoac it hon, khoang 3% hodc it hon, khoang 2% hodc it hon, khoang
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1% hodc it hon, khoang 0,5% hodc it hon, khoang 0,3% hoédc it hon,
khoang 0,2% hodc it hon, khoang 0,5% hodc it hon, khoang 0,4% hoac it
hon, khoang 0,3% hodc it hon, hodc khoang 0,2% hoac it hon theo khdi
luong.

Theo mét s phuwong 4n, dau vi sinh vat nay chtta phan doan
triaxylglyxerol it nhit 1a khoang 35%, it nhit khoang 40%, it nhit khoang
45%, it nhat khoang 50%, it nhit khoang 55%, it nhat khoang 60%, it nhét
khoang 65%, it nhit khoang 70%, it nhat khoang 75%, it nhit khoang 80%,
it nhat khoang 85%, hodc it nhét khoang 90% khbi lugng. Theo mot sb
phuong an, dau vi sinh vat nay chira phan doan triaxylglyxerol 13 khoang
35% dén khoang 98%, khoang 35% dén khoang 90%, khoang 35% dén
khoang 80%, khoang 35% dén khoang 70%, khoang 35% dén khoang 70%,
khoang 35% dén khoang 65%, khoang 40% dén khoang 70%, khoang 40%
dén khoang 65%, khoang 40% dén khoang 55%, khoang 40% dén khoang
50%, khoang 65% dén khoang 95%, khoang 75% dén khoang 95%, khoang
75% dén khoang 98%, khoang 80% dén khoang 95%, khoang 80% dén
khoang 98%, khoang 90% dén khoang 96%, khoang 90% dén khoang 97%,
khoang 90% dén khoang 98%, khoang 90%, khoang 95%, khoang 97%,
hoic khoang 98% khéi lwong.

Theo mdt s phwong én, ddu vi sinh vat ndy chira phan doan
diaxylglyxerol it nhat 13 khoang 10%, it nhit khoang 11%, it nhat khoang
12%, it nhat khoang 13%, it nhat khoang 14%, it nhat khoang 15%, it nhét
khoang 16%, it nhat khoang 17%, it nhat khoang 18%, it nhit khoang 19%,
hoic it nhét khoang 20% khéi lugng. Theo mét sé phuong 4n, dau vi sinh
vét ndy chtra phan doan diaxylglyxerol 13 khoang 10% dén khoang 45%,
khoang 10% dén khoang 40%, khoang 10% dén khoang 35%, khoang 10%
dén khoang 30%, khoang 15% dén khoang 40%, khoang 15% dén khoang
35%, hodc khoang 15% dén khoang 30% khéi lugng. Theo mot s6 phuong
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4n, déu vi sinh v4t nay chira phan doan 1,2-diaxylglyxerol it nhit 13 khoang
0,2%, it nhét khoang 0,3%, it nhit khoang 0,4%, it nh4t khoang 0,5%, it
nhit khoang 1%, it nhit khoang 5%, it nhit khoang 10%, it nhit khoang
11%, it nhét khoang 12%, it nhit khoang 13%, it nhit khoang 14%, it nhit
khoang 15%, it nhit khoang 16%, it nhét khoang 17%, it nhit khoang 18%,
it nhat khoang 19%, hoac it nhét khoang 20% khdi lugng. Theo mdt sb
phuong 4n, dau vi sinh v4t nay chira phan doan diaxylglyxerol 13 khoang
0,2% dén khoang 45%, khoang 0,2% dén khoang 30%, khoang 0,2% dén
khoéang 20%, khoang 0,2% dén khoang 10%, khoang 0,2% dén khoang 5%,
khoang 0,2% dén khoang 1%, khoang 0,2% dén khoang 0,8%, khoang
0,4% dén khoang 45%, khoang 0,4% dén khoang 30%, khoang 0,4% dén
khoang 20%, khoang 0,4% dén khoang 10%, khoang 0,4% dén khoang 5%,
khoang 0,4% dén khoang 1%, khoang 0,4% dén khoang 0,8%, khoang
0,5% dén khoang 1%, khoang 0,5% dén khoang 0,8%, khoang 10% dén
khoang 45%, khoang 10% dén khoang 40%, khoang 10% dén khoang 35%,
khoang 10% dén khoang 30%, khoang 15% dén khoang 40%, khoang 15%
dén khoang 35%, khoang 15% dén khoang 30%, hodc khoang 15% dén
khoang 25% theo khéi lugng. Theo mét sb phuong an, du vi sinh vat nay
chira phan doan 1,3-diaxylglyxerol it nhét 1a khoang 0,1%, it nh4t khoang
0,2%, it nhét khoang 0,5%, it nhat khoang 1%, it nhat khoang 2%, it nhét
khoang 2,5%, hoc it nhat khoang 3% khdi luong. Theo mot s6 phuong an,
du vi sinh vat nay chira phan doan sterol it nhét 13 khoang 0,3%, it nhét
khoang 0,4%, it nhit khoang 0,5%, it nhit khoang 1%, it nhit khoang
1,5%, it nhét khoang 2%, hoic it nhét khoang 5% khéi luong.

Theo mdt sb phuong én, dau vi sinh vat nay chura phan doan sterol
1a khoang 0,3% dén khoang 5%, khoang 0,3% dén khoang 2%, khoang
0,3% dén khoang 1,5%, khoang 0,5% dén khoang 1,5%, khoang 1% dén
khoang 1,5%, khoang 0,5% dén khoang 2%, khoang 0,5% dén khoang 5%,
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khoang 1% dén khoang 2%, hoic khoang 1% dén khoang 5% khéi lwong.
Theo médt sé phwong an, dau vi sinh vat nay chtra phan doan sterol 13
khoang 5% hoac it hon, khoang 4% hoéc it hon, khoang 3% hoac it hon,
khoang 2% hodc it hon, khoang 1,5% hoac it hon, hodc khoang 1% hoac it
hon khéi luong.

Theo mdt s6 phwong 4n, ddu vi sinh v4t nay chita phan doan
phospholipit it nhit 13 khoang 2%, it nhit khoang 5%, hoic it nhat khoang
8% khéi lugng. Theo mét sé phuong 4n, dau vi sinh vat nay chira phan
doan phospholipit 13 khoang 2% dén khoang 25%, khoang 2% dén khoang
20%, khoang 2% dén khoang 15%, khoang 2% dén khoang 10%, khoang
5% dén khoang 25%, khoang 5% dén khoang 20%, khoang 5% dén khoang
20%, khoang 5% dén khoang 10%, hodc khoang 7% dén khoang 9% khbi
lugng. Theo mdt sd phwong 4n, dau vi sinh vat nay chira phan doan
phospholipit it hon khodng 20%, it hon khoang 15%, it hon khodng 10%, it
hon khoang 9%, hoic it hon khoang 8% khéi luong. Theo mét s phuong
4n, diu vi sinh vt ndy gin nhu khéng chtta phospholipit. Theo mét sb
phuong 4n, dau vi sinh vat nay chira chit khéng xa phéng héa it hon
khoang 2%, it hon khoang 1,5%, it hon khoang 1%, hoac it hon khoang
0,5% khdi luong cta dau nay. Cac 16p lipit ¢6 mit trong dau vi sinh vét
nay, nhu phan doan triaxylglyxerol, c6 thé duoc tach ra bang sic ky nhanh
va duoc phan tich bing sic ky 16p méng (TLC), hodc duoc tach ra va duoc
phén tich bang cac phuong phéap khéc d3 dugc biét trong linh vuc nay.

Theo mdt s6 phuong an, déu vi sinh vat nay va/hodc mot hodc nhiéu
phan doan ctia né dugc chon tir phan doan triaxylglyxerol, phan doan axit
béo tu do, phan doan sterol, phan doan diaxylglyxerol, va cac t6 hop cia
nod, chira EPA v6i lugng it nhét 1a khoang 5%, it nhét khoang 10%, hon
10%, it nhét khoang 12%, it nhit khoang 13%, it nhit khoang 14%, it nhét
khoang 15%, it nhit khoang 16%, it nhat khoang 17%, it nhit khoang 18%,
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it nhat khoang 19%, it nhat khoang 20%, it nhit khoang 25%, it nhét
khoang 30%, it nhit 13 khoang 35%, it nhit khoang 40%, hodc it nhét
khoang 45% khéi luong. Theo mdt sé phuong &n, dau vi sinh vét nay
va/hoic mét hodc nhiéu phan doan cia nd duogc chon tr phan doan
triaxylglyxerol, phan doan axit béo tu do, phdn doan sterol, phdn doan
diaxylglyxerol, va cdc hdn hop cua né, chira EPA véi luong khoang 5%
dén khoang 55%, khoang 5% dén khoang 50%, khoang 5% dén khoang
45%, khoang 5% dén khoang 40%, khoang 5% dén khoang 35%, khoang
5% dén khoang 30%, khoang 10% dén khoang 55%, khoang 10% dén
khoang 50%, khoang 10% dén khoang 45%, khoang 10% dén khoang 40%,
khoang 10% dén khoang 35%, khoang 10% dén khoang 30%, it nhét
khoang 12% dén khoang 55%, it nhit khoang 12% dén khoang 50%, it nhét
khoang 12% dén khoang 45%, it nhét khoang 12% dén khoang 40%, it nhat
khoang 12% dén khoang 35%, hoic it nhit khoang 12% dén khoang 30%,
khoang 15% dén khoang 55%, khoang 15% dén khoang 50%, khoang 15%
dén khoang 45%, khoang 15% dén khoang 40%, khoang 15% dén khoang
35%, khoang 15% dén khoang 30%, khoang 15% dén khoang 25%, khoang
15% dén khoang 20%, khoang 20% dén khoang 55%, khoang 20% dén
khoang 50%, khoang 20% dén khoang 45%, khoang 20% dén khoang 40%,
hodc khoang 20% &én khoang 30% khédi lwong. Theo mét sé phuong 4n,
dau vi sinh vat nay va/hodc mot hoac nhiéu phén doan cua né dugc chon tir
phan doan triaxylglyxerol, phan doan diaxylglyxerol, phdn doan sterol,
phéan doan sterol este, phan doan axit béo tu do, phan doan phospholipit, va
céac hdn hop cia né, chira DHA véi luong it nhét 14 khoang 5%, it nhét
khoang 10%, it nh4t khoang 15%, it nhat khoang 20%, it nhat khoang 25%,
it nhat khoang 30%, it nh4t khoang 35%, it nhét khoang 40%, it nhét
khoang 50%, hoic it nhit khoang 60% khédi lwong. Theo mdt s phuong 4n,

dau vi sinh vat va/hodc mdt hodc nhiéu phan doan cia né dwoc chon tir
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phan doan triaxylglyxerol, phdn doan diaxylglyxerol, phdn doan sterol,
phéan doan sterol este, phan doan axit béo tu do, phan doan phospholipit, va
cac hén hop cia nd, chira DHA véi luong khoang 5% dén khoang 60%,
khoang 5% dén khoang 55%, khoang 5% dén khoang 50%, khoang 5% dén
khoang 40%, khoang 10% dén khoang 60%, khoang 10% dén khoang 50%,
khoang 10% dén khoang 40%, khoang 20% dén khoang 60%, khoang 25%
dén khoang 60%, khoang 25% dén khoang 50%, khoang 25% dén khoang
45%, khoang 30% dén khoang 50%, khoang 35% dén khoang 50%, hoic
khoang 30% dén khoang 40% khéi luong. Theo mét sb phwong 4an, dau vi
sinh vat va/hoac mot hodc nhiéu phén doan ctia né dugce chon tir phan doan
triaxylglyxerol, phan doan diaxylglyxerol, phan doan sterol, phan doan
sterol este, phan doan axit béo tu do, phan doan phospholipit, va cac hon
hop cua no, chira DHA véi lugng khoang 10% hodc it hon, khoang 9%
hodc it hon, khoang 8% hoac it hon, khoang 7% hoéc it hon, khoang 6%
hodc it hon, khoang 5% hoac it hon, khoang 4% hoac it hon, khoang 3%
hoic it hon, khoang 2% hodc it hon, hodc khoang 1% hoic it hon theo khéi
lugng. Theo mot sé phuong 4n, dau vi sinh vat va/hodc mot hodc nhidu
phan doan cia né dugc chon tir phan doan triaxylglyxerol, phdn doan
diaxylglyxerol, phan doan sterol, phan doan sterol este, phan doan axit béo
tw do, phan doan phospholipit, va cac hdn hop cta ching, chira axit béo &
dang DHA véi lugng khoang 1% dén khoang 10%, khoang 1% dén khoang
5%, khoang 2% dén khoang 5%, khoang 3% dén khoang 5%, hodc khoang
3% dén khoang 10% khdi lwong. Theo mét sb phuong an, dau vi sinh vt
va/hoic mot hodc nhiéu phin doan cua né dugc chon tir phan doan
triaxylglyxerol, phan doan diaxylglyxerol, phdn doan sterol, phan doan
sterol este, phan doan axit béo tu do, phan doan phospholipit, va céac hdn
hop ctia chiing, gan nhu khong chira DHA. Theo mét s6 phuong 4n, dau vi

sinh vét va/hodc mét hodc nhiéu phan doan cia né dugc chon tir phan doan
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triaxylglyxerol, phan doan diaxylglyxerol, phan doan sterol, phdn doan
sterol este, phan doan axit béo tuy do, phan doan phospholipit, va cac hon
hop cta ching, chira ARA véi luong khoang tir 0,1% dén khoang 5%,
khoang 0,1% dén it hon khoang 5%, khoang 0,1% dén khoang 4%, khoang
0,1% dén khoang 3%, khoang 0,1% dén khoang 2%, khoang 0,2% dén
khoang 5%, khoang 0,2% dén it hon khoang 5%, khoang 0,2% dén khoang
4%, khoang 0,2% d&én khoang 3%, khoang 0,2% dén khoang 2%, khoang
0,3% dén khoang 2%, khoang 0,1% dén khoang 0,5%, khoang 0,2% dén
khoang 0,5%, khoang 0,1% dén khoang 0,4%, khoang 0,2% dén khoang
0,4%, khoang 0,5% dén khoang 2%, khoang 1% dén khoang 2%, khoang
0,5% dén khoang 1,5%, hoic khoang 1% dén khoang 1,5% khédi luong.
Theo mét sb phuong én, dau vi sinh vat va/hodc mot hodc nhiéu phan doan
cta né dugc chon tir phan doan triaxylglyxerol, phan doan diaxylglyxerol,
phén doan sterol, phan doan sterol este, phdn doan axit béo ty do, phan
doan phospholipit, va cdc hdn hop ciia ching, chita ARA véi lugng 13
khoang 5% hodc it hon, it hon khoang 5%, khoang 4% hoéc it hon, khoang
3% hoac it hon, khoang 2% hodc it hon, khoang 1,5% hodc it hon, khoang
1% hodc it hon, khoang 0,5% hoac it hon, khoang 0,4% hoac it hon,
khoang 0,3% hodc it hon, khoang 0,2% hoac it hon, hoac khoang 0,1%
hodc it hon theo khdi lugng. Theo mot sO phuong an, dau vi sinh vat
va/hodic mdt hodc nhiéu phan doan ctia n6é dugc chon tr phén doan
triaxylglyxerol, phdn doan diaxylglyxerol, phan doan sterol, phdn doan
sterol este, phan doan axit béo tu do, phan doan phospholipit, va cic hdn
hop ctia chiing, gdn nhu khong chita ARA. Theo mét s6 phwong an, dau vi
sinh vat va/hodic mot hodc nhiéu phén doan cida né dugc chon tir phan doan
triaxylglyxerol, phdn doan diaxylglyxerol, phan doan sterol, phdn doan
sterol este, phan doan axit béo tu do, phan doan phospholipit, va cac td hop

cta nd, chita DPA n-6 véi luong khoang 0,4% dén khoang 2%, khoang
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0,4% dén khoang 3%, khoang 0,4% dén khoang 4%, khoang 0,4% dén
khoéng 5%, khoang 0,4% dén it hon khoang 5%, khoang 0,5% dén khoang
1%, khoang 0,5% dén khoang 2%, khoang 0,5% dén khoang 3%, khoang
0,5% dén khoang 4%, khoang 0,5% dén khoang 5%, khoang 0,5% dén it
hon khoang 5%, khoang 1% dén khoang 2%, khoang 1% dén khoang 3%,
khoang 1% dén khoang 4%, khoang 1% dén khoang 5%, hodc khoang 1%
dén it hon khoang 5% khéi lwong. Theo mét s6 phwong 4n, ddu vi sinh vét
va/hodc mot hodc nhidu phan doan cua né dugc chon tir phan doan
triaxylglyxerol, phan doan diaxylglyxerol, phdn doan sterol, phdn doan
sterol este, phan doan axit béo tu do, phan doan phospholipit, va cac hén
hop cua ching, chita DPA n-6 véi lugng khoang 5%, it hon khoang 5%,
khoang 4% hoac it hon, khoang 3% hoéc it hon, khoang 2% hoéc it hon,
khoang 1% hoéc it hon, khoang 0,75% hoac it hon, khoang 0,6% hodc it
hon, hoic khoang 0,5% hodc it hon theo khéi lugng. Theo mét sb phuong
&n, dau vi sinh vat va/hodc mot hodc nhiéu phan doan ctia n6 dugc chon tur
phdn doan triaxylglyxerol, phan doan diaxylglyxerol, phan doan sterol,
phén doan sterol este, phan doan axit béo tu do, phan doan phospholipit, va
cac hdn hop cia chung, gin nhu khéng chita DPA n-6. Theo mot sb
phuong én, dau vi sinh vat va/hodc mot hoac nhiéu phan doan ctia n6 dugce
chon tir phan doan triaxylglyxerol, phan doan diaxylglyxerol, phan doan
sterol, phan doan sterol este, phidn doan axit béo tu do, phin doan
phospholipit, va cac hdn hop cia ching, chira axit béo vé&i luong khoang
5% hoac it hon, it hon khoang 5%, khoang 4% hodc it hon, khoang 3%
hodc it hon, hodc khoang 2% hodéc it hon theo khdi lugng axit oleic (18:1 n-
9), axit linoleic (18:2 n-6), axit linolenic (18:3 n-3), axit eicosenoic (20:1 n-
9), axit erucic (22:1 n-9), axit stearidonic (18:4 n-3), hodc hdn hop cla

chung.
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Phéan tir triaxylglyxerol chita 3 nguyén tir cacbon trung tam (C(s#n-
1)H,R1-(sn-2)H,R2-C(sn-3)H,R3), cho phép tao cac déng phéan vi tri khac
nhau. Theo mdt s§ phuong 4n, ddu vi sinh v4t ndy chira phan doan
triaxylglyxerol, trong d6 it nhit khoang 2%, it nh4t khoang 3%, it nhat
khoéng 5%, it nhit khoang 10%, it nhit khoang 15%, it nhdt khoang 20%,
it nhat khoang 30%, it nhit khoang 35%, hodc it nhit khoang 40%
triaxylglyxerol trong phan doan triaxylglyxerol nay chita DHA & hai vi tri
trong triaxylglyxerol (dugc thé DHA hai 14n) duoc chon tir bat ky hai trong
s6 cac vi tri sn-1, sn-2, va sn-3, dua trén ti 18 ph?m tram dién tich tuong déi
cta cdc pic trén sic ky HPLC. Theo mdt sé phuong an, diu vi sinh vét
chtra phan doan triaxylglyxerol, trong d6 khoang 2% dén khoang 55%,
khoang 2% dén khoang 50%, khoang 2% dén khoang 45%, khoang 2% dén
khoang 40%, khoang 2% dén khoang 35%, khoang 2% dén khoang 30%,
khoang 2% dén khoang 25%, khoang 5% dén khoang 55%, khoang 5% dén
khoang 50%, khoang 5% dén khoang 45%, khoang 5% dén khoang 40%,
khoang 5% dén khoang 35%, khoang 5% dén khoang 30%, khoang 5% dén
khoang 25%, khoang 10% dén khoang 55%, khoang 10% dén khoang 50%,
khoang 10% dén khoang 45%, khoang 10% dén khoang 40%, khoang 10%
dén khoang 35%, khoang 10% dén khoang 30%, khoang 10% dén khoang
25%, khoang 10% dén khoang 20%, khoang 20% dén khoang 40%, khoang
20% dén khoang 35%, hoic khoang 20% dén khoang 25% céc
triaxylglyxerol trong phén doan triaxylglyxerol nay chira EPA & hai vi tri
trong triaxylglyxerol dugc chon tir bat ky hai trong sb cac vi tri sn-1, sn-2,
hodc sn-3, dua trén ti 1€ phén tram dién tich tuong dbi cua céc pic trén sic
ky HPLC. Theo mét s phuong 4n, ddu vi sinh vt ndy chira phan doan
triaxylglyxerol, trong d6 it nhat khoang 0,5%, it nhit khoang 1%, it nhét
khoang 1,5%, hoic it nhit khoang 2% cac triaxylglyxerol trong phan doan

triaxylglyxerol ndy chira DHA & tit ca cac vi tri sn-1, sn-2, va sn-3 (duoc

-70-



29228

thé DHA ba 14n), dya trén ti 16 phan trim dién tich tuong ddi ctia céc pic
trén sic ky HPLC. Theo mét s phwong 4n, dau vi sinh vét chita phan doan
triaxylglyxerol, trong d6 khoang 0,5% dén khoang 5%, khoang 0,5% dén
khoang 3%, khoang 0,5% dén khoang 2,5%, khoang 0,5% dén khoang 2%,
khoang 1% dén khoang 5%, khoang 1% dén khoang 3%, hoic khoang 1%
dén khoang 2% céc triaxylglyxerol trong phan doan triaxylglyxerol nay
chita DHA & tht ca céc vi tri sn-1, sn-2, va sn-3, dua vao ti 1& phz‘?m tram
dién tich tuong ddi cta cac pic trén séc ky HPLC. Theo mdt s phwong an,
dau vi sinh vat chtra phan doan triaxylglyxerol, trong d6 it nhit khoang
10%, it nh4t khoang 15%, it nhat khoang 20%, it nhit khoang 25%, it nhat
khoang 30%, it nhat khoang 35%, it nhit khoang 40%, it nhat khoang 45%,
it nhat khoang 50%, it nhat khoang 55%, hodc it nhit khoang 60% céc
triaxylglyxerol trong phan doan triaxylglyxerol nay chira DHA & mot vi tri
trong triaxylglyxerol dugc chon tir bit ky mét trong sb céc vi tri sn-1, sn-2,
hodc sn-3, dua vao ti 1€ phén trdm dién tich tuong ddi cua céc pic trén séc
ky HPLC. Theo mdt sé phuong 4n, ddu vi sinh vt ndy chtra phan doan
triaxylglyxerol, trong d6 khoang 10% dén khoang 80%, khoang 10% dén
khoang 70%, khoang 10% dén khoang 60%, khoang 15% dén khoang 80%,
khoang 15% dén khoang 75%, khoang 15% dén khoang 70%, khoang 15%
dén khoang 65%, khoang 15% dén khoang 60%, khoang 35% dén khoang
80%, khoang 35% dén khoang 75%, khoang 35% dén khoang 65%, khoang
35% dén khoang 60%, khoang 40% dén khoang 80%, khoang 40% dén
khoang 75%, khoang 40% dén khoang 70%, khoang 40% dén khoang 65%,
khoang 40% dén khoang 60%, hoic khoang 40% dén khoang 55% cac
triaxylglyxerol trong phan doan triaxylglyxerol nay chta DHA & mdt vi tri
trong triaxylglyxerol duoc chon tir bat ky mot trong s céc vi tri sn-1, sn-2,
va sn-3, dya vao ti 16 phén tram dién tich trong ddi cua céc pic trén sic ky

HPLC.
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Séang ché d& cap thém dén cac phuong phép san xuét dau vi sinh vat.
Theo mét s& phuong 4an, phwong phap niy bao gdm nubi thraustochytrid
theo sang ché trong méi trudng nudi ciy dé san xuét sinh khéi va chiét dau
chira axit béo omega-3 tir sinh khdi nay. Dau nay cé thé duoc chiét tir sinh
khdi méi thu hoach hoic ¢6 thé dugc chiét tir sinh khéi d4 thu hoach truée
d6 ma d3 duoc du trir trong céc didu kién chéng héng. Cac phuong phép da
biét c6 thé dugc str dung dé nudi ciy thraustochytrid theo sang ché, dé phan
1ap sinh khéi tir méi trudng nudi cdy nay, dé chiét dau vi sinh vat tir sinh
khdi nay, va d& phan tich profin axit béo cua cac diu dugc chiét tir sinh
khéi nay. Xem, vi du, patent My s6 5,130,242.

Sang ché dé cap thém dén dau vi sinh vét chira profin axit béo theo
sang ché. DAu vi sinh vt theo sang ché c¢6 thé 1a dau bat ky thu duoc tir vi
sinh vat, bao gém, vi du: dau thé chiét dugc tir sinh khdi cua vi sinh vat nay
mé khéng xt Iy thém; dau tinh luyén thu duoc bing cach xir Iy dau vi sinh
vét thd ma khong c6 bude xit Iy thém nhu tinh luyén, ty, va/hosdc khir mui;
dau vi sinh vat d3 pha logng thu duoc bing cach pha lodng dau vi sinh vat
thd hoac da tinh luyén; hoac dau da duoc lam giéu ma thu duoc, vi du,
bing cach xir 1y dau vi sinh vat th hodc dé tinh luyén bang cac phuong
phap tinh ché khac d& 1am ting ndng do cia axit béo (nhu DHA) trong dau
nay.

Theo mét s6 phuong 4n, dau vi sinh vat nay chtra phan doan sterol
este 14 khoang 0%, it nhit khoang 0,1%, it nhit khoang 0,2%, it nhat
khoéang 0,5%, it nhat khoang 1%, it nhat khoang 1,5%, it nhat khoang 2%,
hodc it nhét khoang 5% khdi lwong. Theo mét sé phuwong 4n, dau vi sinh
vat nay chtra phan doan sterol este 13 tir khoang 0% dén khoang 1,5%,
khoang 0% dén khoang 2%, khoang 0% dén khoang 5%, khoang 1% dén
khoang 1,5%, khoang 0,2% dén khoang 1,5%, khoang 0,2% dén khoang
2%, hodc khoang 0,2% dén khoang 5% khéi lwong. Theo mot sé phwong
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4n, dau vi sinh vét nay chira phan doan sterol este it hon khoang 5%, it hon
khoang 4%, it hon khoang 3%, hodc it hon khoang 2% khéi luong. Theo
mdt s6 phuong 4n, dau vi sinh vat ndy chira phan doan triglyxerit it nhat 1a
khoang 65%, it nht khoang 70%, it nhit khoang 75%, it nhit khoang 80%,
it nhat khoang 85%, hogc it nhit khoang 90% khéi lwong. Theo mét sb
phuong 4n, ddu vi sinh vt ndy chita phan doan triglyxerit 1a tir khoang
65% dén khoang 95%, khoang 75% dén khoang 95%, hodc khoang 80%
dén khoang 95% khéi luong, hoic khoang 97% khéi lwong, hodc khoang
98% khéi lwong. Theo mot sé phuong 4n, ddu vi sinh vat nay chira phan
doan axit béo tu do it nhat 1a khoang 0,5%, it nhét khoang 1%, it nhét
khoang 1,5%, it nhat khoang 2%, it nhit khoang 2,5%, hoic it nhat khoang
5% khdi luong. Theo mét sé phuong én, diu vi sinh vat ndy chira phan
doan axit béo tu do 1a tir khoang 0,5% dén khoang 5%, khoang 0,5% dén
khoang 2,5%, khoang 0,5% dén khoang 2%, khoang 0,5% dén khoang
1,5%, khoang 0,5% dén khoang 1%, khoang 1% dén khoang 2,5%, khoang
1% dén khoang 5%, khoang 1,5% dén khoang 2,5%, khoang 2% dén
khoang 2,5%, hoic khoang 2% dén khoang 5% khéi lwong. Theo mdt sb
phuong 4n, dau vi sinh vét nay chtra phin doan axit béo tu do it hon
khoang 5%, it hon khoadng 4%, it hon khoang 3%, it hon khoang 2%, hoac
it hon khoang 1% khéi luong. Theo mdt sb phwong 4n, dau vi sinh vat nay
chira phan doan sterol it nhat 13 khoang 0,5%, it nhat khoang 1%, it nhét
khoang 1,5%, it nhat khoang 2%, hoic it nhit khoang 5% khéi luong. Theo
mdt sb phuong an, dau vi sinh vat nay chira phan doan sterol 13 tir khoang
0,5% dén khoang 1,5%, khoang 1% dén khoang 1,5%, khoang 0,5% dén
khoang 2%, khoang 0,5% dén khoang 5%, khoang 1% dén khoang 2%,
hodc khoang 1% dén khoang 5% khdi lugng. Theo médt sb phuong 4n, dau
vi sinh vat ndy chira phan doan sterol it hon khoang 5%, it hon khoang 4%,
it hon khoang 3%, it hon khoang 2%, hodc it hon khoang 1% khéi lugng.
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Theo mdt s phuong &n, dau vi sinh vt ndy chtra phan doan diglyxerit it
nhét 1a khoang 1,5%, it nhit khoang 2%, it nhét khoang 2,5%, it nhét
khoang 3%, it nhat khoang 3,5%, hoc it nhit khoang 5% khéi luong. Theo
mdt s6 phuong 4n, diu vi sinh vat nay chira phan doan diglyxerit 13 tir
khoang 1,5% dén khoang 3%, khoang 2% dén khoang 3%, khoang 1,5%
dén khoang 3,5%, khoang 1,5% dén khoang 5%, khoang 2,5% dén khoang
3%, khoang 2,5% dén khoang 3,5%, hodc khoang 2,5% dén khoang 5%
khéi lwong. Theo mét sé phwong an, diu vi sinh vét ndy chira chét khéng
xa phong hoéa it hon khoang 2%, it hon khoang 1,5%, it hon khoang 1%,
hodc it hon khoang 0,5% khéi luong ctia ddu nay. Lép lipit c6 mit trong
dau vi sinh vat ndy, nhu phan doan -triglyxerit, c6 thé tach ra dugc bang séc
ky nhanh va dugc phan tich bing sic ky 16p moéng (TLC), hodc duoc tach
va dugc phan tich bang cic phuong phép khac da dugc biét trong linh vuc
nay.

Theo mdt sd phuong an, dau vi sinh vat va/hodc mot hodc nhiéu
phéan doan ctia né dugc chon tir phén doan triglyxerit, phan doan axit béo tu
do, phan doan sterol, phan doan diglyxerit, va cac hdn hop ctia ching, chira
DHA véi lugng it nhat khoang 40%, it nhit khoang 45%, it nhit khoang
50%, it nhat khoang 55%, it nhat khoang 60%, it nhat khoang 65%, it nhét
khoang 70%, it nhéat khoang 75%, hodc it nhit khoang 80% khdi luong.
Theo mét s6 phuong 4n, dau vi sinh vat va/hodc mot hodc nhidu phan doan
cua nd dugc chon tir phan doan triglyxerit, phdn doan axit béo tu do, phan
doan sterol, phan doan diglyxerit, va cac hdn hop ciia ching, chira DHA
v6i lugng tir khoang 40% dén khoang 45%, khoang 40% dén khoang 50%,
khoang 40% dén khoang 60%, khoang 50% dén khoang 60%, khoang 55%
dén khoang 60%, khoang 40% dén khoang 65%, khoang 50% dén khoang
65%, khoang 55% dén khoang 65%, khoang 40% dén khoang 70%, khoang
40% dén khoang 80%, khoang 50% dén khoang 80%, khoang 55% dén
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khoang 80%, khoang 60% dén khoang 80%, hodic khoang 70% dén khoang
80% khéi lwong. Theo mét sb phuwong 4n, dau vi sinh vat ndy chira phan
doan sterol este chira DHA véi lugng khoang 45% hodc it hon, khoang
40% hoac it hon, khoang 35% hodc it hon, khoang 30% hodc it hon,
khoang 25% hodc it hon, khoang 20% hoac it hon, khoang 15% hodc it
hon, hodc khoang 13% hoic it hon theo khéi lugng. Theo mét sé phuong
an, dau vi sinh vat va/hodc mot hojc nhiéu phan doan cia né dugc chon tu
phén doan triglyxerit, phan doan axit béo ty do, phan doan sterol, phan
doan diglyxerit, va cidc hdn hop cia ching, chita EPA véi luong khoang
10% hoac it hon, khoang 9% hoac it hon, khoang 8% hoéc it hon, khoang
7% hodc it hon, khoang 6% hoac it hon, khoang 5% hodc it hon, khoang
4% hodc it hon, khodng 3% hoac it hon, khoang 2% hoac it hon, hodc
khoang 1% hodc it hon theo khéi lugng. Theo mét sb phuong 4n, dau vi
sinh vét va/hodc mot hodc nhiéu phan doan cua né dugc chon tir phéan doan
triglyxerit, phan doan axit béo ty do, phan doan sterol, phan doan
diglyxerit, va cac hon hop ctia ching, chita EPA véi lugng tir khoang 2%
dén khoang 3%, khoang 2% dén khoang 3,5%, khoang 2,5% dén khoang
3,5%, khoang 2% dén khoang 6%, khoang 2,5% dén khoang 6%, khoang
3,0% dén khoang 6%, khoang 3,5% dén khoang 6%, khoang 5% dén
khoang 6%, hoic khoang 2% dén khoang 10% khéi luong. Theo mét sb
phuong an, dau vi sinh vat va/hodc mot hodc nhiéu phan doan cta n6 duogc
chon tir phan doan sterol este, phan doan triglyxerit, phdn doan axit béo tu
do, phén doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan cé cuc (bao gém
phan doan phospholipit), va cac hdn hop cia ching, gan nhu khéng chira
EPA. Theo mot sb phuong an, dau vi sinh vat va/hodc mét hodc nhiéu phéan
doan cuia n6 dugc chon tir phan doan sterol este, phan doan triglyxerit, phan
doan axit béo tu do, phin doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan cé

cuc (bao gdm phan doan phospholipit), va cac hén hop cua ching, chira ti
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16 khdi lugng cia DHA so v6i EPA it nhét khoang 5:1, it nhét khoang 7:1,
it nhat khoang 9:1, it nhat khoang 10:1, it nhit khoang 15:1, it nhét khoang
20:1, it nhat khoang 25:1, it nhé4t khoang 30:1, hodc it nhit khoang 50:1,
trong d6 dau vi sinh vat va/hodic mét hoic nhiéu phan doan cta né chura
EPA véi lugng 10% hoac it hon theo khéi lugng. Theo mot s0 phuong an,
ddu vi sinh vat va/hodic mdt hodc nhiéu phén doan cua né dugc chon tir
phén doan sterol este, phan doan triglyxerit, phén doan axit béo tu do, phén
doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan c6 cuc (bao gdm phan doan
phospholipit), va cac hdn hop cia ching, chira ti 18 khéi luong ctia DHA so
v6i EPA it nhét 14 khoang 5:1, nhung it hon khoang 20:1. Theo mot sb
phuong an, ti 16 khdi luong cia DHA so véi EPA 1a tir khoang 5:1 dén
khoang 18:1, tir khoang 7:1 dén khoang 16:1, hodc tir khoang 10:1 dén
khoang 15:1. Theo mdt sé phwong 4n, dau vi sinh v4t va/hodc mot hoic
nhiéu phén doan ciia né dugc chon tir phan doan sterol este, phan doan
triglyxerit, phan doan axit béo tu do, phan doan sterol, phan doan
diglyxerit, phan doan cé cuc (bao gdbm phan doan phospholipit), va cac hdn
hop ctia chiing chita ARA véi lwong tir khoang 0,1% dén khoang 0,25%,
khoang 0,2% dén khoang 0,25%, khoang 0,1% dén khoang 0,5%, hoac
khoang 0,1% dén khoang 1,5% khdi lvong. Theo mét sé phuong én, dau vi
sinh vét va/hodc mot hoc nhiéu phan doan ciia né duge chon tir phan doan
sterol este, phan doan triglyxerit, phan doan axit béo tu do, phin doan
sterol, phan doan diglyxerit, phan doan c6 cuc (bao gdbm phin doan
phospholipit), va cac hdn hop cua ching, chita ARA véi luong khoang
1,5% hodc it hon, khoang 1% hodc it hon, khoang 0,5% hodc it hon,
khoang 0,2% hoac it hon, hodc khoang 0,1% hodc it hon theo khéi luong.
Theo mot s6 phuong an, dau vi sinh vat va’/hoac mot hoac nhiéu phéan doan
ctia nod dugc chon tlr phan doan sterol este, phan doan triglyxerit, phén doan

axit béo tu do, phén doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan c6 cuc

-76-



29228

(bao gdm phén doan phospholipit), va cdc hén hop cia ching, gn nhu
khong chira ARA. Theo mot sb phuong én, dau vi sinh vat va/hodc mot
hoic nhiu phan doan cia né duoc chon tir phan doan sterol este, phan
doan triglyxerit, phan doan axit béo tu do, phan doan diglyxerit, phan doan
c¢6 cuc (bao gdbm phéan doan phospholipit), va cac hdn hop ciia ching, chira
ti 16 khdi lugng cua DHA so véi ARA it nhat 13 khoang 20:1, it nhét
khoang 30:1, it nht khoang 35:1, it nh4t khoang 40:1, it nht khoang 60:1,
it nhat khoang 80:1, it nhat khoang 100:1, it nhit khoang 150:1, it nhét
khoang 200:1, it nht khoang 250:1, hoic it nh4t khoang 300:1. Theo mot
s6 phuong 4n, dau vi sinh vat va/hodic mot hodc nhidu phén doan cua nd
dugc chon tir phan doan sterol este, phan doan triglyxerit, phan doan axit
béo tu do, phan doan sterol, phan doan diglyxerit, phdn doan c6 cuc (bao
gdm phan doan phospholipit), va cdc hdn hop cia ching, chira DPA n-6
v6i lugng tir khoang 0,5% dén khoang 1%, khoang 0,5% dén khoang 2%,
khoang 0,5% dén khoang 2,5%, khoang 0,5% dén khoang 3%, khoang
0,5% dén khoang 3,5%, khoang 0,5% dén khoang 5%, khoang 0,5% dén
khoang 6%, khoang 1% dén khoang 2%, khoang 2% dén khoang
3%,khoang 2% dén khoang 3,5%, khoang 1% dén khoang 2,5%, khoang
1% dén khoang 3%, khoang 1% dén khoang 3,5%, khoang 1% dén khoang
5%, hodc khoang 1% dén khoang 6% khéi lwong. Theo mdt sb phwong 4n,
dau vi sinh vat va/hodc mot hodc nhiéu phén doan cta n6 dugc chon tu
phén doan sterol este, phan doan triglyxerit, phan doan axit béo tu do, phéan
doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan c6 cuc (bao gdm phan doan
phospholipit), va cac hdn hop ctia chiing, chita DPA n-6 véi lugng khoang
6% hodc it hon, khoang 5% hoac it hon, khoang 3% hodc it hon, khoang
2,5% hodc it hon, khoang 2% hodc it hon, khoang 1% hodc it hon, hoac
khoang 0,5% hoac it hon theo khdi lugng. Theo mot s6 phuong an, dau vi

sinh vét va/hodc mdt hodc nhi€u phan doan cia né dugc chon tir phan doan
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sterol este, phdn doan triglyxerit, phdn doan axit béo tu do, phdn doan
sterol, phan doan diglyxerit, phn doan c6 cuc (bao gdm phan doan
phospholipit), va cac hdn hop ciia chiing, gin nhu khéng chita DPA n-6.
Theo mot sd phuong an, dau vi sinh vat va/hodc mdt hodc nhiéu phén doan
cua n6 dugc chon tir phan doan sterol este, phan doan triglyxerit, phin doan
axit béo tu do, phan doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan cé cuc
(bao gébm phan doan phospholipit), va cic hdn hop ciia ching, chia ti 18
khéi luong cia DHA so véi DPA n-6 13 khoang hon 6:1, it nhit khoang
8:1, it nhét khoang 10:1, it nhat khoang 15:1, it nhét khoang 20:1, it nhét
khoang 25:1, it nhat khoang 50:1, hodc it nhat khoang 100:1. Theo mot sb
phuong an, du vi sinh vt va/hodc mot hodic nhidu phan doan ciia né duge
chon tir phan doan sterol este, phan doan triglyxerit, phdn doan axit béo tu
do, phan doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan c6 cuc (bao gdm
phan doan phospholipit), va cac hdn hop ctia ching, chira khoang 5% hoiic
it hon, khoang 4% hodc it hon, khoang 3% hodc it hon, khoang 2% hodc it
hon, khoang 1,5% hoac it hon, khoang 1% hodc it hon, hodc khoang 0,5%
hoic it hon theo khéi lugng mbi axit linoleic (18:2 n-6), axit linolenic (18:3
n-3), axit eicosenoic (20:1 n-9), va axit erucic (22:1 n-9). Theo mét sb
phuong an, dau vi sinh vat va/hodc mot hodic nhiéu phén doan cua né duogc
chon tir phan doan sterol este, phan doan triglyxerit, phan doan axit béo tu
do, phan doan sterol, phan doan diglyxerit, phan doan c6 cuc (bao gdém
phan doan phospholipit), v cdac hdn hop cta ching, chia axit
heptadecanoic véi lugng khoang 5% hoac it hon, khoang 4% hodc it hon,
khoang 3% hoac it hon, khoang 2% hodc it hon, khoang 1,5% hoac it hon,
hoic khoang 1% hoic it hon theo khbi lugng (17:0). Theo mét sé phwong
an, dau vi sinh vat va/hodc mot hoic nhiéu phén doan cua né chira khoang
0,01% dén khoang 5% khéi luong, khoang 0,05% dén khoang 3% khdi

luong, hoic khoang 0,1% dén khoang 1% khdi lwong 13 axit heptadecanoic.
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Phéan tt triglyxerit chira 3 nguyén tr cacbon trung tdm (C,,.;H,R1-
Csn2HaR2-Cy,, 3H,R3), cho phép tao ra cac déng phan vi tri khac nhau. Theo
mdt sb phuong 4n, dau vi sinh vat nay chira phan doan triglyxerit, trong dé
it nhit khoang 20%, it nht khoang 30%, it nhit khoang 35%, hoic it nhét
khoang 40% cac triglyxerit phan doan triglyxerit nay chira DHA & hai vi tri
trong triglyxerit (DHA dugc thé hai 14n) duoc chon tir bt ky hai trong sb
cac vi tri sn-1, sn-2, va sn-3, dya vao ti 18 phan trim dién tich tuong dbi cta
cac pic trén sic ky HPLC. Theo mdt sé phwong 4n, dau vi sinh vét nay
chtra phan doan triglyxerit, trong d6 tir khoang 20% dén khoang 40%,
khoang 20% dén khoang 35%, khoang 30% dén khoang 40%, hoic khoang
30% dén khoang 35% céc triglyxerit trong phan doan triglyxerit ndy chira
DHA & hai vi trf trong triglyxerit dugc chon tir bat ky hai trong s céc vi tri
sn-1, sn-2, hodc sn-3, dua vao ti 1& phan tram dién tich twong déi clia céac
pic trén sac ky HPLC. Theo mét s6 phuong 4n, ddu vi sinh vét ndy chua
phan doan triglyxerit, trong d6 it nht khoang 5%, it nhat khoang 10%, it
nhét khoang 15%, hoic it nhit khoang 20% céc triglyxerit trong phan doan
triglyxerit ndy chira DHA & tt ca cac vi tri sn-1, sn-2, va sn-3 (duoc thé
DHA ba 14n), dua vao ti 16 phan trim dién tich twong dbi ctia cac pic trén
sic ky HPLC. Theo mdt s6 phuong 4n, dau vi sinh vat ndy chira phan doan
triglyxerit, trong dé tir khoang 5% dén khoang 20%, khoang 5% dén
khoang 15%, khoang 10% dén khoang 20%, hosc khoang 10% dén khoang
15% céc triglyxerit trong phan doan triglyxerit nay chira DHA & tit ca céc
vi tri sn-1, sn-2, va sn-3, dua vao ti 1€ phén tram dién tich tuong dbi cua cac
pic trén sic ky HPLC. Nguoc lai, cic ching TAG dugc béo cdo trong
patent My sb 6,582,941 khéng chita DHA & ca 3 vi tri. Theo mot s6
phwong 4n, diu vi sinh v4t ndy chira phan doan triglyxerit, trong d6 it nhit
khoang 50%, it nhat khoang 55%, it nhat khoang 60%, it nhat khoang 65%,
it nhat khoang 70%, hodc it nhat khoang 75% cac triglyxerit trong phan
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doan triglyxerit nay chira DHA & mot vi tri trong triglyxerit nay dugc chon
tir bat ky mot trong sb céc vi tri sn-1, sn-2, hodc sn-3, dua vao ti 1& phan
trim dién tich twong ddi cia céc pic trén séc ky HPLC. Theo mot s6
phuong &n, dau vi sinh vat nay chtra phan doan triglyxerit, trong d6 tir
khoang 50% dén khoang 75%, khoang 50% dén khoang 70%, khoang 50%
dén khoang 65%, khoang 60% dén khoang 75%, khoang 60% dén khoang
70%, hodc khoang 60% dén khoang 65% céc triglyxerit trong phan doan
triglyxerit nay chira DHA & mdt vi tri trong triglyxerit nay dugc chon tir bat
ky mot trong sb cac vi tri sn-1, sn-2, va sn-3, dua vao ti 1& phén tram dién
tich twong ddi ctia céc pic trén sic ky HPLC.

Ché pham

Sang ché dé cap dén cac ché phém chtra vi sinh vat theo sang ché,
sinh khdi dugc phén 14p theo séng ché, dau vi sinh vat theo sang ché, hoic
hdn hop cua chung.

Vi sinh vat, sinh khéi, hodc dau vi sinh vat theo séng ché c6 thé duge
bién dbi hodc xi Iy hoa hoc hodic vat 1y thém dua vao cac yéu clu cia ché
phim nay bing k§ thuat bat ky da biét.

Té bao vi sinh vét hodc sinh khéi c6 thé dugc 1am kho trudce khi sir
dung trong ché phdm nay bing cic phwong phap bao gbm, nhung khong
giéi han &, lam d6ng kho, 1am khé bang khéng khi, phun sy, ham sdy, sy
chan khong (lam dong kho), va quy trinh tuong tu. Ngoai ra, sinh khéi da
thu hoach va rira c6 thé duoc sir dung truc tiép trong ché phdm nay ma
khéng can sdy kho. Xem, vi du, patent My sb 5,130,242 va 6,812,009, mbi
tai liéu nay dugc ndp kém theo day.

DAu vi sinh vat theo sang ché c6 thé dugc sir dung 1am nguyén lidu
khéi dau dé san xuit mot cach hiéu qua hon san phém duoc lam giau axit
béo nhu EPA. Vi dy, diu vi sinh vat theo sang ché c6 thé duogc dua vao cac

k§ thuat tinh ché khac nhau d3 dugc biét trong linh vuc nay, nhu chung cht
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hodc khtt ure, d san xuét ra san phém c6 hiéu luc 16n hon ¢6 cac néng do
EPA hoic axit béo khac 16n hon. Dau vi sinh vt theo séng ché ciing c6 thé
duge st dung trong cac phan tng héa hoc dé tao ra cac hop chét thu duoc
tir cac axit béo trong diu nay, nhu este va mubi cia EPA hoic axit béo
khac.

Ché phim theo sang ché c6 thé bao gdm mdt hodic nhidu ta duoc.
Nhu duge str dung & ddy, "t4 duge" chi thanh phin, hodc hdn hop cia céc
thanh phan, ma dugc sir dung trong ché phdm theo sang ché dé tao ra cac
dic diém mong mubn cho ché phdm nay, bao gém thyc phdm ciing nhu
dugce phdm, m§ phdm va san phim coéng nghiép. T4 duoc theo sang ché c6
thé dwoc mé ta 1a ta duge “dugc dung” khi duge bd sung vao dugc pham,
nghia 13 t4 dwoc nay 1a hop chat, nguyén liéu, ché phim, mudi, va/hozc
dang lidu ma, trong pham vi danh gid y hoc, 14 thich hop & tiép xuc véi
cac mo6 cua nguoi hodc dong vat khong phai ngudi ma khong gay doc qua
mirc, kich tmg, phan tng di tmg, hodc cc bién chimg khé giai quyét trong
khoang thdi gian tiép xtic mong mubn véi ti 18 loi ich/nguy co thich hop.
Theo mét sb phuong 4n, thuat ngit “dugc dung” nghia 1a dugc phé chuén
béi t6 chirc didu hanh cta bang hodc chinh phu hodc dugc liét ké trong
duge dién M§ hodic duoc dién quéc té duge cong nhan chung khac dé sir
dung & dong vat, va cu thé hon 1 & nguoi. Nhiéu t4 duoc khac nhau cé thé
dugce str dung. Theo mdt sb phuwong an, ta duge nay c6 thé 13, nhung khéng
gidi han &, chit kiém, chit én dinh, chét chéng oxy hoa, chét két dinh, chit
tach, chét bao, thanh phan pha ngoai, thanh phan giai phéng kiém soat,
dung méi, chét hoat dong bé mit, chét 1am 4m, chAt dém, chit don, chét
lam mém, hodc hdn hop ctia ching. Cac ta dugc ngoai cac ta duge di dugce
thao ludn & day cé thé bao gdm céc td dugc dugc liét ké trong, nhung
khéng gidi han &, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21%

ed. (2005). Viéc bao gbm ta dugc trong phan loai cu thé & day (vi du,
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“dung moi”) duogc du dinh dé minh hoa hon 13 13m gidi han vai trd cua ta
duge. T4 dugc cu thé c¢6 thé ndm trong nhiéu nhém phan loai.

Ché phdm theo sang ché bao gdm, nhung khéng gi6i han &, thuc
pham, dugc phdm, m§ pham, va san pham cong nghiép.

Theo mdt sb phwong 4an, ché phdm nay 13 thuc phim. Thyc phim 13
thuc pham bét ky dé dung cho dong vat khong phai ngudi hodc ngudi, va
bao gdm ca ché phim 16ng va ran. Thuc pham cé thé 13 chét phu gia cho
thue phdm cia ngudi hodic dong vat. Thuc phidm bao gdm, nhung khong
giéi han &, thuc phdm thong thuong; san phim 16ng, bao gdm sita, do
ubng, dd udng chira bénh, va dd udng dinh dudng; thuc phdm chirc ning;
thue phdm bd sung; thudc-thuc phdm; sita cong thirc cho tré so sinh, bao
gém tré sinh non, thuc phém cho ba bau hoic hoic phu nit can chiam séc;
thuc phém cho ngudi trudng thanh; thuc phém cho ngudi gia; va thuc
pham cho déng vat.

Theo mot sb phuong an, vi sinh vat, sinh khéi, hoac dau vi sinh vat
theo séng ché c6 thé dugc sir dung truc tiép hoic duoc bao gém nhu chét
phu gia trong mot hodc nhiu: dau, thanh phan shhoictening, spread, va
thanh phan chét béo khac, d6 ubng, nuéc xdt, thuc phim dua trén bo sita
hodc dau tuong (nhu stra, sita chua, pho mat, va kem), dd an nudng 10, san
pham dinh dudng, vi du, nhu san phdm dinh dudng bd sung (¢ dang vién
nang hodc vién nén), san phdm bd sung vitamin, san phdm bd sung khéu
phén an, d6 udng dang bot, va thuc pham dang bot thanh phdm hodc ban
thanh phim. Theo mdt sé phuong 4n, san phim dinh dudng bb sung 13 &
dang vién nang chay ma khong dugc bao ché tir va khéng chira cac thanh
phén bit ky c¢6 ngudn gbe tir dong vat.

Mot phén danh muc thuc phém ma c6 thé chira ddu vi sinh vat theo
sang ché bao gdm, nhung khéng gi6i han &, san phim dua trén dau tuong

(sita, kem, sita chua, dd uéng, kem, thanh ph?m phét 1én banh, chit lam
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trdng); xGp va hon hop xip; bot nhio, bt nhdo, thuc phim nuéng bao
gbm, vi du, banh my nguyén chit, ngii cdc in sang, banh, banh pho mat,
banh nudng, cupcake, banh quy, thanh, banh my, 6 banh my, banh quy,
banh xbp nudng, banh bao, banh my vong, banh my nuéng ding véi sup,
banh quy gion, dd ngot, banh #n nhanh, banh nuéng, thanh granola/snack,
va banh my nudng; keo; banh keo ciing; socola va céc loai banh keo khac;
keo cao su; thuc phém long, vi du, sita, dd uéng tang luc, sita cong thirc, 46
uéng dugc cacbonat hoa, tra, thirc dn long, nude hoa qua, dd uéng dua trén
trai cay, dd uéng dua trén rau; siro da vitamin, san phém thay thé thuc an,
thuc pham thudc, va xiro; hdn hop d6 udng dang bot; mi dng; san pham ca
d3 xir ly; san phdm thit d& dugc xr ly; san phdm gia cAm da duge xir 1y;
nuée x6t va x6ot; do gia vi (xét ca chua, mayonnaise, v.v...); thanh ph?ln
phét lén banh dua trén rau; san phém bo stra; sita chua; bo, san phém bo
stta dong lanh; kem lanh; dd trang miéng lanh; sita chua dong lanh; thuc
phim ban rin nhu thic &n cho em bé; banh pudding va db trang miéng
gelatin; phomat d& xir Iy va chua xtt 1y; hén hop banh kép; thanh thuc
phim bao gdm thanh ting lyc; hdn hop banh qué; dd gia vi salat; hén hop
trimg thay thé; lac va thanh phan phét 1én banh dua trén lac; ¢6 &n nhanh c6
mudi nhu khoai ty chién va céc loai 14t mong dugc chién khac, ngd chién,
thojctilla chién, dd 3n nhanh dang dugc ép dun, bong ngd, banh quy X04n,
khoai tay chién, va lac; va cdc d6 &n nhanh dic biét khac nhu snack nhing,
snack hoa qua khd, snack thit, bi lon, thanh thuc pham c6 lgi cho strc khée
va banh gao/ngo.

Theo mdt s6 phuong an, dau vi sinh vét theo sang ché c6 thé dugc st
dung dé bd sung vao sira cong thirc cho tré so sinh. Sita cong thirc cho tré
so sinh ¢6 thé duoc bd sung bing mét minh dau vi sinh vét theo sang ché
hodc két hop véi dau da tinh luyén bing phuong phép vat 1y thu dugc tir vi

sinh vat san xuét axit arachidonic (ARA). Vi sinh vit san xuit ARA, vi du,
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1a Mortierella alpina hodc Mortierella sect. schmuckeri. Ngoai ra, sita cong
thitc cho tré so sinh c6 thé duoc bd sung bang dau vi sinh vat theo sang ché
két hop voi dau gidu ARA, bao gdbm ARASCO® (Martek Biosciences,
Columbia, MD).

Theo mét s6 phwong 4n, ché phim nay 13 thic an cho dong vat.
"Pong vét" bao gdm vi sinh vat khong phai ngudi thudc gisi dong vit, va
bao gdém, khong giéi han &, dong vat dudi nudc va dong vat trén mit dat.
Thuét ngit “thirc &n cho dong vat” ding dé chi thirc an bat ky duoc du dinh
ding cho dong vat khong phai 1a ngudi, cho du 13 c4; ca dé ban; ca canh; 4u
tring c4; dong vat hai manh vé; dong vat thin mém; gidp xéac; ca cb vo;
tom; tdm Au trung; artemia; rotifer; tom bién; c4 kiém 3n béng cach loc
nudc; dong vat ludng cu; bo sat; dong vat c6 vi; dong vat nudi; dong vat
trang trai; dong vat trong vudn thu; dong vat cho thé thao; gia suc dé lam
gidng; dong vét chay dua; dong vat biéu dién; heirloom animals; dong vat
hiém ho3c cé nguy co tiét chiing; thi nudi trong nha; thu nudi nhu ché,
meéo, lon guinea, tho, chuot céng, chudt nhat, hoic ngua; linh truéng nhu
khi (vi du, cebus, rhesus, African green, patas, cynomolgus, va
cercopithecus), khi khong duéi, dudi woi, khi dau ché, vuon, va tinh tinh;
dong vat thudc ho ché nhu chéd va ché séi; dong vat thudc ho meo nhu
méo, su t, va ho; dong vat ho ngua nhu ngua, lira, va ngua van; dong vat
lam thirc an nhu bo, gia stc, lon va ciru; dong vat c6 méng gude nhu huou
va huou cao c6; hoic dong vat gam nhdm nhu chu6t nhéit, chudt céng,
hamsters va lgn guinea; va v.v.... Thic an cho dong vat, bao gém, nhung
khong gi6i han &, thirc &n trong nudi trong thily san, thirc &n cho dong vat
nudi bao gbém thirc &n cho thl nudi, thirc &n cho dong trong vudn thu, thirc
an cho dong vat 1am viéc, thirc &n cho thi nudi, va cac hdn hop cuia chiing.

Theo mdt sé phuong 4n, ché pham nay 13 thirc &n hodc thuc phim bd

sung cho dong vét bat ky ma cé thit hodc san phém duoc tiéu thu béi
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ngudi, nhu dong vét bat ky ma thit, trimg hodc sita ctia né dugc thu gom dé
tiéu thu cho ngudi. Khi ding dé nuéi cic dong vat nay, cic chét dinh
dudng nhu LC-PUFA c6 thé duoc két hop vao thit, sita, trimg hodc cac san
phdm khac cua cdc dong vat nay dé lam ting ham lugng céc chét dinh
dudng nay ctua ching.

Theo mdt s6 phuong 4n, ché phdm nay 1a nguyén liéu dugce phun siy
ma c6 thé dugc bop vun dé tao ra cac hat c6 kich thude thich hop dé dung
cho sinh véat phu du, artemia, rotifers, va ca kiém #n béng cach lam sach
nuée. Theo mdt sb phuong 4n, dong vat phi du, artemia, hoic rotifers duge
cho #n bing ché phim nay lai dugc dung l1am thirc #n cho 4u tring c4, c4,
ca c6 vo, dong vat co hai vd, hodc ddng giap xéc.

Theo mdt sé phuong an, ché phdm nay 13 duge phdm. Duoc phdm
thich hop bao gém, nhung khong gi6i han &, thubc chéng viém, thube didu
trj bénh tim mach vanh, thudc diéu tri chimg xo cimg déng mach, chét héa
tri liéu, t4 dugc hoat dong, thudc didu tri chimg lofing xuong, thudc chéng
tram cam, thudc khang Helicobacter pylhoici, thudc didu tri bénh thoai hoa
thin kinh, thudc didu tri bénh thoai héa gan, khang sinh, thuc ha
cholesterol, va thubc 1am ha triaxylglyxerol. Theo mot sé phuong 4n, ché
phim nay 13 thuc phdm y té. Thuc phdm y té bao gdm thuc phim & dang
ché phdm dé str dung hoic tiéu thu bén ngoai duéi su theo ddi clia bac s§
va duge du dinh d& quan Iy bénh bing ché d6 dn ma bénh nay doi héi ché
ddé dinh dudng dic biét, dua trén cidc nguyén tic khoa hoc da dugc cong
nhan, duoc thiét 14p bing dénh gia y té.

Theo mdt sb phuong 4n, diu vi sinh vét ndy cé thé duoc tao ra &
dang lidu. Céc dang lidu c6 thé bao gdm, nhung khong giéi han &, vién nén,
vién nang, vién nhong, pelet, vién tron, bot va hat, va dang liéu ding ngoai
duong tiéu héa, bao gdm, nhung khong gii han &, dung dich, huyén phu,

nhil twong, va bt kho chira lugng hitu hiéu dau vi sinh vat nay. Con duoc
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biét trong linh vuc nay 1a cac ché phim nay ciing c6 thé chira cic chét pha
lodng dugc dung, chit don, chit gy ré, chét két dinh, chit 1am tron, chét
hoat dong bé mit, t4 duge 1éng ky nuéc, ta duge 1ong tan trong nude, chat
nhii hda, chit dém, chit lam 4m, chit 1am uét, chét hoa tan, chat bao quan
va céac chét twong ty. Cac dang sit dung c6 thé bao gém, nhung khéng gidi
han &, vién nén, vién c6 nhén, vién nang, vién nén bao film, va vién tron,
chira dau vi sinh vat va mét hodc nhidu chit mang duoc dung thich hop.

Pé str dung bing duong miéng, diu vi sinh vt ndy c6 thé dugc két
hop véi cac chit mang duoc dung da duoc biét rd trong linh vuc nay. Céc
chit mang nay cho phép dau vi sinh v4t theo sang ché duoc bao ché thanh
vién nén, vién tron, vién c6 nhan, vién nang, chét léng, gel, xyro, bot nhéo,
huyén phu, va céc dang tuong ty, dé sir dung bang dudng miéng bdi ngwofi
dang duoc diéu tri. Theo mét sé phuwong én, dang lidu nay 14 vién nén, vién
tron ho#ic vién nén bao film. Dugc phdm dé sir dung bing dudng miéng c6
thé thu dugc bang cach bd sung ta dugc rin, tly ¥ nghién hdn hop tao
thanh, va xir Iy hdn hop hat ndy, sau khi bd sung cac ta duoc thich hop, néu
mudn, dé thu dugc vién nén hodc 16i vién cé nhan. Cac ta dugc thich hop
bao gdm, nhung khéng gi6i han &, chit don nhu dudng, bao gdm, nhung
khéng gidi han &, cac ché phém lactoza, sucroza, manitol, va sorbitol;
xenluloza nhu, nhung khéng gidi han &, tinh bdt ng6, tinh bot 1da my, tinh
bot gao, tinh bot khoai tay, gelatin, gobm tragacanth, metyl xenluloza,
hydroxypropylmetyl xenluloza, natri carboxymetyl xenluloza, va
polyvinylpyrrolidon (PVP). Néu mudn, chit 1am rd c6 thé duoc bd sung
vao, nhu, nhung khéng gidi han &, polyvinylpyrrolidon lién két chéo,
thach, hodc axit alginic hoac mubi cia nd, nhu natri alginat. Cac duoc
phim c6 thé duoc sir dung bang dudng miéng bao gdm, nhung khéng gidi
han &, vién nang diy khit dugc san xuét tir gelatin, cling nhu vién nang

mém kin duoc tao ra tir gelatin va chét déo hoa, nhu glyxerol hodc sorbitol.
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Theo mét s6 phuong 4n, dang liéu nay 14 dang liu chay, trong d6 dang liéu
nay khéng duoc tao ra tir va khong chira cac thanh phan bét ky c¢6 ngudn
gbc dong vat. Theo mot sb phuong 4n, dang lidu chay nay 13 vién nang
chay.

Theo mdt s6 phuong 4n, ché phdm nay 13 m§ phim. M§ phdm nay
bao gém, nhung khoéng gi¢i han &, nhii tuong, kem, lotion, mat na, xa
phong, dau g0i dau, sita ria mat, kem boi mit, dau xa, dd trang diém, stra
tdm, va cac chit 1ong phén tin. Céc chit m§ phim c6 thé 1a thubc hoic
khéng phai thude.

Theo mét s6 phuong an, ché phdm nay 14 ché phim cong nghiép.
Theo mét s& phuong 4n, ché phim nay 13 nguyén liéu khéi diu cho mot
hodc nhiéu quy trinh san xuit. Nguyén liéu san xuit bao gém, nhung khéng
gi6i han &, polyme; nguyén liéu chup anh cam quang; chét tiy; va dau cong
nghiép; hodc chit tiy céng nghiép. Vi dy, patent M§ sb 7,259,006 mé ta
viéc st dung chit béo chira DHA va diu dé san xuét axit behenic va san
xuét nguyén lidu chup anh cam quang st dung axit behenic.

Phuong phap st dung ché phdm

Theo mdt s6 phuong an, cic ché phdm nay c6 thé duoc sir dung dé
didu tri bénh & ngudi hoic dong vat khong phai 13 ngudi. Theo mot sd
phuong 4n, cac ché phdm nay cé thé duoc st dung dé nuéi ngudi hoic
dong vat khong phai 1a nguoi.

Thuat ngit “diéu tri” va “viéc diéu tri” dung dé chi ca viéc diéu tri
chita bénh va phong ngira hodc phong chdng, trong d6 muc dich 1a dé
phong ngira hodc 1am cham (lam giam) bénh 1y khong mong mudn, bénh
hodc r6i loan, hodc dé thu duge cac két qua c6 loi hodc cac két qua l1am
sang mong mudn. Véi cac muc dich ciia sang ché, cac két qua 1am sang ¢
loi hodc mong mudn bao gdm, nhung khong gi6i han &, lam giam hoic cai

thién cac triéu ching hodc ddu hiéu di kém theo tinh trang, bénh hoic rbi
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loan nay; lam giam mc do cua tinh trang, bénh hoac rdi loan; 1am 6n dinh
tinh trang, bénh hoic réi loan, (nghia la tinh trang, bénh hodc r6i loan nay
khéng x4u di); tri hoéin su tdn c6éng hodc phat trién cia tinh trang, bénh
hodc r6i loan; cai thién tinh trang, bénh hoic rbi loan; 1am diu (du 13 mot
phén hosc hoan toan va du 14 c6 thé phat hién ra hodc khong thé phat hién
ra) tinh trang, bénh hoic rdi loan; hodc lam ting cudng hoac cai thién tinh
trang, bénh hodc rdi loan. Viéc diéu tri bao gdm giy ra dép Gmg c6 y nghia
lam sang ma khéng cé cac tac dung phu qua mirc. Viée didu tri cling bao
gdm kéo dai sy sbng so vdi thoi gian sdng duge ky vong néu khong nhén
duge diéu tri.

Theo mét s6 phuong 4n, ché phdm nay duoc sir dung dé diéu tri tinh
trang, bénh hoac rdi loan nhu myn tring ca, viém cép tinh, bénh ly hoang
diém do tudi, bénh di tmg, bénh Alzheimer, bénh viém khép, bénh hen,
bénh xo vita dong mach, bénh ty mién, rdi loan m& mau, u nang vu, hdi
chimg suy giam ca thé chit va tinh thin, bénh ung thw, bénh tai hep van
tim, bénh tim mach, bénh viém man tinh, bénh tim mach vanh, bénh xo hoa
nang, rdi loan thoéi hoa gan, bénh tiéu dudng, bénh eczema, rbi loan dudng
tiéu hoa, bénh tim, bénh triaxylglyxerol cao, bénh ting huyét 4p, bénh bénh
taing d6ng, bénh mién dich, (rc ché sinh truéng u, cac bénh viém, cac rdi
loan duong rudt, rdi loan chirc nang thén, bénh bach ciu, bénh trAm cam
trAm trong, bénh da xo cing, roi loan thoéi hoéa than kinh, bénh viém
xuong khdp, bénh lodng xuong, rdi loan peroxisom, tién san giat, dé non,
bénh vay nén, rbi loan phdi, bénh viém khép dang thip, nguy co bi bénh
tim, hozc chimg huyét khéi.

Theo mét s phuong 4n, ché phim nay dugc st dung dé 1am ting do
dai cta thai ky cta bao thai & ky ba thang thit ba.

Theo mét s phuong 4n, ché phdm nay duogc sir dung dé kiém soat

huyét ap.
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Theo mét s phuong an, ché phém nay duoc st dung dé cai thién
hodc duy tri chtrc ndng nhén thirc.

Theo mdt s6 phuong 4n, ché phdm nay dugc sir dung dé cai thién
hodc duy tri tri nhé.

Ché phim hoic dang liéu nay c6 thé dugc st dung trong co thé cua
d6i twong bang dudng bét ky thich hop véi ché phdm hoidc dang lidu nay.
Hop chét duoc xem 13 "duge sit dung" néu hop chét ndy dugc dua vao co
thé cua dbi tuong béi dbi trong nay hodc néu ngudi khéc, may, hoic thiét
bi dua hop chét nay vao co thé cta ddi tuong. Do d6, “viée st dung” bao
gém, vi du tu st dung, st dung badi nguoi khéc, va str dung gian tiép. Thuat
ngtt “lién tuc” hodc “lién tiép”, nhu duoc st dung & day khi dé cap dén “sir
dung” c6 nghia 13 tin sé sir dung it nhat 1 mot 14n mét ngay. Tuy nhién,
cht v 13 tAn s6 str dung c6 thé nhiéu hon mét 1an mdi ngay va van 1a “lién
tuc” hodc “lién tiép”, vi duy, hai hodc thdm chi 13 3 14n mbi ngdy, mién 1a
mirc lidu nhu duge xac dinh & day khéng bi vuot qua. Phuong tién va
phuong phép sir dung nay d3 dugc biét trong linh vurc nay va chuyén gia cé
thé dé cdp dén nhiéu tai liéu tham khao dugc 1y vé& huéng din. Vi du,
"Modern Pharmaceutics," Banker & Rhodes, Infhoacma Healthcare, USA,
4th ed. (2002); and "Goodman & Gilman’s The Pharmaceutical Basis of
Therapeutics," McGraw-Hill Companies, Inc., New York, 10th ed. (2001)
c6 thé dugc tham khao.

Thuat ngi “d6i tuong”, “céd nhan” hoac “bénh nhan” cé nghia la dbi
tugng bat ky, du 13 nguoi hodc dong vt khong phai 1a ngudi, ma ddi véi
dbi tugng nay viéc chan doén, tién luong bénh, diéu tri, hodc st dung ché
phim hodc dang liéu nay dugc mong mudn. Pdi tuong 13 dong vét c6 v
bao gdm, nhung khéng giéi han &, ngudi; déng vt nudi; déng vat trang
trai; dong Vét trong vuon thd; dong vat trong thé thao; thi nu6di nhu ch,

meo, lon guinea, thd, chudt céng, chu6t nhét, hodc ngua; linh truéng nhu
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khi (vi du, cebus, rhesus, African green, patas, cynomolgus, va
cercopithecus), khi, dudi voi, khi dau cho, vuon, va tinh tinh; dong vat ho
ché nhu ché va cho séi; dong vat ho méo nhu meo, su tir va hd; dong véat
ho ngua nhu ngya, lira va ngua van; dong vat 1dy thit nhu bo, gia stc, lon,
va clru; dong vat c6 moéng gube nhur hwou va huou cao cd; dong vat gim
nhidm nhu chudt nhét, chudt céng, hamster va lon guinea; va v.v... Thuat
ngtt dbi twong nay ciing bao gdm dong vat mo hinh, vi dy, dong vat md
hinh bénh. Theo mét sé phwong 4n, thuat ngit d6i tuong bao gdm cac dong
vét c6 gia tri, v& kinh t& hodc néu khong 1a gia stc 1am gidng quan trong vé
kinh té, dong vat dua, dong vat biéu dién, dong vat heirloom, dong vat
hiém hodc bi nguy hiém, hodc dong vat nudi. Theo mot s phwong 4an, dbi
tugng ndy 13 ngudi. Theo mdt s phuong an, ddi tuong nay khéng phai 1a
nguoi.

Ché pham nay c6 thé duoc str dung véi “luong dinh dudng”, “lugng
c6 tac dung diéu tri”, “luong c6 tac dung phong bénh”, “lidu chita bénh”
hozc “lidu phong bénh”. “Lugng dinh dudng” dung dé chi luong hitu hiéu,
& lidu va trong khoang thoi gian can thiét ¢ dat duge két qua dinh dudng
mong mudn. Két qua dinh dudng c6 thé 13, vi du, mtc ndng d6 cia thanh
phin axit béo mong mudn ting & dbi twong. “Luong c6 tic dung didu tri”
hodc “lidu diéu tri” dung dé chi lwong hitu hiéu, & lidu va trong khoang thoi
gian can thiét, dé dat dugc két qua didu tri mong mudn. Két qua didu trj c6
thé 13, vi du, 1am giam triéu chimg, kéo dai su sdng, cai thién tinh dé bién
d6i, va tuong ty. Két qua diéu tri khong can phai 13 “chira khéi”. “Luong
c¢6 tac dung phong ngira” hoic “liéu phong ngira” ding dé chi lwong hitu
hiéu, & liéu va trong khoang thoi gian can thiét, dé dat duoc két qua phong
ngira mong mudn. Cy thé 13, vi liéu phong ngira duoc sir dung & dbi tugng

truée hodc & giai doan sém hon ciia bénh, lwong hitu hiéu dé phong ngira

-90-



29228

sé€ 1a it hon lugng hiru hiéu dé chira bénh dé diéu tri giai doan tién trién cta
bénh.

Nhiéu luong lidu khéc nhau ctia ché phim nay, dang lidu hodc duoc
phim c6 thé dugc st dung cho dbi twong, dwa vao luong EPA hogc thanh
phﬁn axit béo khac cua vi sinh vat nay, sinh khéi, hodc dau vi sinh vat dé su
dung cho ddi tuong nady. Thuit ngit “liu hang ngdy”, "mic liéu hang
ngdy” va “luong 1iéu hang ngdy” & day dung dé chi tng lugng EPA hodc
thanh phan axit béo khéac dugc sir dung mdi ngay (mbi khoang thoi gian 24
gi®d). Vi vdy, vi du, viéc st dung EPA cho d6i twong véi lidu hang ngay
2mg nghia 13 d6i trong nay nhan duoc tdng lvong 2mg EPA mdi ngay, du
EPA dugc st dung & dang liéu don chua 2mg EPA, hoéc 4 dang liéu chta
0,5mg EPA mbi lidu (dé dat dugc tdng luong 12 2mg EPA). Theo mét sb
phuong 4n, luong EPA hang ngay duoc sir dung & dang lidu don, hodc &
hai dang lidu. C4c dang liéu theo séng ché c6 thé dugc st dung trong mét
14n hodc nhiéu 14n. Vi du, néu 4 vién nén duoc sir dung hang ngay, mdi
vién nén chtra 0,5 mg EPA, thi ca 4 vién nén co thé duoc st dung mot lan
mdi ngay, hodc 2 vién nén c6 thé duogc sir dung 2 1an mbi ngay, hoic 1 vién
nén cé thé duge str dung mbi 6 gid. Theo mot sb phwong an, liéu hang ngay
13 khoang 100mg dén khoang 15g EPA. Theo mét sé phuong 4n, liéu hang
ngdy 13 khoang 0,5mg dén khoang 250mg, khoang 100mg dén khoang
250mg, khoang 100mg dén khoang 500mg, khoang 100mg dén khoang 1g,
khoang 1g dén khoang 2,5g, khoang 1g dén khoang 5g, khoang lg dén
khoang 10g, khoang 1g dén khoang 15g, khoang 5g dén khoang 10g,
khoang 5g dén khoang 15g, khoang 10g dén khoang 15g, khoang 100mg
dén khoang 10g, khoang 100mg dén khoang 5g, hodc khoang 100mg dén
khoang 2,5g EPA, DHA, hoic hdn hop cta chiing. Theo médt sé phuong én,
ché phdm nay 1a dang liéu chita khoang 0,5mg dén khoang 250mg, 100mg
dén khoang 250mg, khoang 0,5mg dén khoang 500mg, khoang 100mg dén
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khoéng 500mg, khoang 0,5mg dén khoang 1lg, hoic khoang 100mg dén
khoang 1g EPA, DHA, ho#c hdn hop ciia ching trong mdi dang lidu.

Viéc sir dung cac ché phém hoac dang lidu theo sang ché c6 thé dat
dugc bang cach sit dung nhiu ché d6 liéu khac nhau. Vi du, Theo mét s
phwong 4n, viée str dung dugc thuc hién hang ngdy vao cic ngly lién tiép,
hodc thuc hién hai ngdy mét 1an. Viéc sir dung c6 thé duoc thuc hién vao
mdt hodc nhiéu ngdy.

Viéc str dung ché phim va dang liéu nay c6 thé dugc két hop véi cac
ché @6 khac dugc str dung dé didu tri bénh nay. Vi du, phuong phap theo
sang ché c6 thé duoc két hop véi ché do an (vi dy, thuc don it hydrat
cacbon, thuc don nhiéu protein, thuc don nhiéu chét xo, v.v.. D, ché do tap
thé duc, ché d6 giam can, ché d§ cai thudc 14, hodic két hop céac ché d6 nay.
Phuong phép theo séang ché ciing c¢6 thé dugc st dung két hop véi cac dugc
phim khéc trong qué trinh diéu tri bénh nay. Cac ché phim hodic dang lidu
theo sang ché c6 thé duoc st dung trudc hodc sau cac ché d6 hoic dugc
pham khéc.

Kit chira cac ché phim nay

Sang ché dé cap dén céc kit hodc g61 chira mét hodc nhiéu don vi cta
ché phim theo sang ché. Kit hoic gobi cé thé bao gdbm cic don vi thuc
pham, duoc phdm, m§ phidm hosdc ché phim céng nghiép chira vi sinh vat,
sinh khéi, hodc dau vi sinh vat theo sang ché, hodc hdn hop cua ching. Kit
hodic géi ciing c6 thé bao gdm chét phu gia chira vi sinh vat, sinh khéi hosc
dau vi sinh vat theo sang ché, hodc hdn hop cia ching dé san xuét thuc
phim, m§ phdm, duoc phim, hodc ché phidm cong nghiép.

Theo mét sé phuong 4n, kit hodic géi ndy chira mot hodc nhiéu don
vi duoc phdm dé st dung theo cac phuong phap theo sang ché. Kit hogc goi

nay co thé chira mét don vi li€u hoac nhiéu hon mot don vi liéu (nghia la,
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nhiéu don vi liéu). Néu nhiéu don vi lidu c6 trong kit hodc géi nay, nhiéu
don vi liu nay c6 thé thy y duoc sép xép dé st dung 1an luot.

Kit theo sang ché c6 thé tiy ¥ chira huéng dan st dung kém theo cac
don vi hodc dang liéu cia kit nay. Cac huéng din nay c6 thé 13 & dang
duwoc quy dinh béi t6 chirc chinh pht diéu hanh viéc san xuét, st dung
hodc buén ban dugc phim, thong béo nay thé hién sy chip thuin béi co
quan ndy vé viéc san xuét, st dung, hodic budn ban dé sir dung cho ngudi
dé diéu tri bénh hodc roi loan nay. Cac huéng dan nay cé thé 12 & dang bét
ky mang théng tin v& viéc sir dung céc don vi hodc dang lidu trong kit theo
céc phuong phap cua sang ché. Vi du, cac huéng dan nay cé thé 1a & dang
vét phdm duoc in, hodc & dang thiét bj truyén théng di dwoc ghi Am trude.

Trong qua trinh kiém tra bénh nhén, nhan vién y té c6 thé quyét dinh
1a viéc sir dung mét trong sb cac phwong phép theo sang ché 1a thich hop
cho bénh nhan nay, hodc nhan vién nay cé thé xac dinh 13 tinh trang cia
bénh nhan c6 thé duogc cai thién nhd viée sit dung mot trong sb cac phuong
phap theo séng ché. Trudc khi k& don liu trinh bét ky, nhén vién y té c6
thé héi ¥ kién bénh nhén, vi du, vé& nhidu nguy co va loi ich khac nhau lién
quan dén liéu trinh nay. Bénh nhan nay c6 thé dugc cung cip mo ta dy da
vé tit ca céc nguy co d3 biét va nghi ngd lién qua dén liéu trinh nay. Viéc
héi ¥ kién nay cé thé dugc thuc hién bz‘?mg miéng, cling nhu dudi dang véin
ban. Theo mét s6 phuong 4n, nhan vién y té c6 thé cung cip cho bénh nhén
c4c tai liéu vé liéu trinh, nhu thong tin san phém, tai liéu gido duc, va tuong
tu.

Séng ché d& cap dén cic phuong phép gido duc ngudi st dung vé
phuong phép diéu tri, phwong phap nay bao gdm phan phdi cac dang liéu
nay cung véi thong tin st dung vao thdi gian ban hang. Theo mdt sb
phuong 4n, viéc phan phdi s& xay ra vao thoi gian c6 dugc sy hodc nhan

vién y teé.
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Thuét ngit “théng tin sit dung” c6 thé bao gém, nhung khéng giéi
han &, van ban bing tiéng Anh, van ban khéng bing tiéng Anh, hinh anh
kha kién, ghi am dién thoai, website, va tiép can véi nhan vién chim soc
khach hang. Theo médt sb phuong 4n, thong tin sir dung s& cung clp céc
hudng din v& viée sit dung céc dang lidu theo cac phuong phap clia séng
ché, tudi st dung thich hop, chi dinh, chéng chi dinh, liéu thich hop, canh
béo, sb dién thoai va dia chi website. Theo mot sé phuong an, phuong phap
nay bao gém thém cung cdp thong tin chuyén nganh cho ngudi ddm nhan
vai trd tra 101 cac cau hoi cia ngudi st dung vé viée sit dung céc liéu trinh
duge mé ta theo cdc phuong phdp cua sang ché. Thuit ngit “thong tin
chuyén nganh” bao gdm, nhung khéng giéi han &, théng tin lién quan dén
liéu trinh khi dugc st dung theo cadc phuong phéap ctua sang ché ma da duoc
thiét ké dé cho phép nhén vién y t& tra 16i cac cAu héi cta khic hang.
“Nhan vién y t&”, bao gbém vi du, béc s§, trg 1y cta bac s§, y ta, diéu dudng,
dugc sy va nhan vién cham séc khach hang.

D3 dugc mb ta trong sang ché, co thé thu duoc cac hiéu biét khac
bang cach tham khao cic vi du duoc cung cip & ddy. Céc vi du nay chi 13

v6i muc dich tham khao va khéng dugc du dinh lam gidi han.

Vi du thwre hién sang ché
Vidul

Trong vi du nay, Schizochytrium sp. Pugc nudi cy trong binh thét
cb 1ic Erlenmeyer 250ml chira 50ml méi truong nudi cdy. Chit ching duoc
didu ché trong cing méi trudng chra 0,625g NaCl, 1,0g KCI, 5g
MgSO,7H,0, 0,1g (NH4),SO,, 0,29g CaCl,2H,0, 1,0g mononatri
glutamat monohydrat, 1,0g dich chiét men bia, va 23,8g dung dich dém
HEPES dugc hoa tan trong xdp xi 900ml nudc cit. Mdi truong nay duogc

tao pH=7 bing céch sir dung NaOH. Thé tich cudi cling clia mdi truong niy
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dat 896ml, va mdi trudng nay duoc tiét tring bing ndi hép. Sau khi hép,
céc thanh phan sau ddy duoc bd sung vé trung vao méi trudong nay: 0,89ml
KH,PO, 56,5g/1, 100ml glucoza 500g/l, 2ml dung dich gbc kim loai vét, va
1ml dung dich gbc vitamin. Dung dich gdc kim loai vét ndy chira cac thanh
phén sau day: 90g axit xitric, 5,15g FeSO,7H,0, 1,55g MnCl,4H,0,
0,965g ZnSO47H,0, 0,02g CoCl,6H,0, 0,02g Na,Mo0O,2H,0, 1,035¢g
CuS0O,5H,0, 1,035g NiSO46H,0 dugc hoa tan trong mdt lit nude clt va
d6 pH duogc didu chinh dén 2,5 bang HCL. Dung dich gdc vitamin chita cac
thanh phan sau ddy: 0,16g vitamin B12, 9,75g thiamin, va 3,33g canxi
pantothenat dugc hoa tan trong 1 lit nuéc cat. Binh thét ¢b lic duge chung
bang 1ml chét ching. Ba binh thét cb gidng nhau duoc dit vao may u CO,
duoc thiét 14p dé duy tri khi quyén 5, 10 hodic 15% CO, trong khong khi.
B 3 binh thét ¢ khac dugc dit vao may 4 & mirc néng dé CO2 moéi
truong xung quanh. T4t cd céc bd binh nén duge lic & tbe dd 200
vong/phut va tit ca cac may U duoc dit & 22,5°C. Sau 7 ngdy phat trién,
sinh khdi dugc thu hoach tir cdc binh thét cb lic béng cach ly tdm, sinh
khéi nay duoc 1am dong khé va profin axit béo cua sinh khéi duge xac dinh
bang cach sir dung cac quy trinh metyl este héa chudn. Cac mirc ndng do
CO, ting dén tao ra cac thay d6i dang ké vé sinh khdi, % chét béo va profin
axit béo. Pang chu y 1a thay dbi dugc tao ra & tri sé % EPA va % DHA
giita cac diéu kién CO, va cac diéu kién moéi trudng xung quanh. Ngoai ra,
céc thay dbi vé céc axit béo ndy trd nén rd rang hon khi mirc ndng d6 CO,

tang dan. Cac két qua nay dugc thé hién trong bang 4.

Bang 4

Mau Sinh khéi (g/) | % 16:0 % EPA % DHA %chat béo
Mbi truong 3,43 33,55 4,24 54,15 54,55
xung quanh (1)

Mbi trrong 3,35 33,29 4,30 54,42 52,67
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xung quanh (2)

MG6i truong 3,27 33,29 4,29 54,38 50,62
xung quanh (3)

15%CO02 (1) 2,96 28,41 26,12 29,52 53,31
15%C02 (2) 2,94 28,13 26,20 29,98 55,46
15%CO02 (3) 2,80 28,12 26,61 29,46 53,20
Moi truong 3,89 35,34 3,95 52,31 60,21
xung quanh (1) '

Moi truong 3,85 34,74 4,00 53,03 58,33
xung quanh (2)

MG6i trudong 3,91 34,76 4,04 52,95 58,18
xung quanh (3)

10%CO02 (1) 491 33,35 12,94 41,13 69,98
10%CO02 (2) 5,03 33,28 12,99 41,15 69,58
10%C0O2 (3) 4,95 33,46 12,84 41,02 69,08
Mbi truong 3,51 29,95 3,00 45,06 58,48
xung quanh (1)

MOoi truong 3,69 30,57 2,97 44,92 54,87
xung quanh (2)

MOoi truong 3,43 29,98 3,13 45,20 53,29
xung quanh (3)

5%CO02 (1) 4,18 32,03 5,59 40,55 42,89
5%CO02 (2) 4,16 31,87 5,85 40,36 43,47
5%CO02 (3) 4,14 31,58 6,13 40,43 44,13
Vidu2

Trong vi du nay, Schizochytrium sp. dugc nudi cdy trong céc binh
thét ¢ lac Erlenmeyer 250ml chita 50ml mdi truong nudi cdy. Chét ching
dugc tao ra trong cung mdt mdi truong chira 0,625g NaCl, 1,0g KCl, 5¢g
MgS04.7H20, 0,1g (NH4)2S04, 0,29g CaCl2.2H20, 1,0g mononatri
glutamat monohydrat, 1,0g dich chiét men bia, va 23,8g dung dich dém
HEPES dugc hoa tan trong x4p xi 900ml nudc cit. Moi truong nay dugc

diéu chinh dén d6 pH=7 bang cach sir dung NaOH. Thé tich cubi clung cua
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moi trudng nay dugc didu chinh dén 896ml, va méi truong ndy duogc tiét
tring bang cach hip. Sau khi hip, cac thanh phan sau ddy duoc bd sung vo
tring vao mdi truong nay: 0,89ml KH2PO4 56,5g/1, 100ml glucoza 500g/1,
2ml dung dich gbc vét kim loai, va 1ml dung dich gbc vitamin. Dung dich
gbc vét kim loai chira cac thanh phin sau: 90g axit xitric, 5,15¢g
FeSO4.7H20, 1,55g MnCl2.4H20, 0,965g ZnSO4.7H20, 0,02¢g
CoCl2.6H20, 0,02g Na2Mo0O4.2H20, 1,035g CuSO4.5H20, 1,035¢g
NiSO4.6H20 duoc hoa tan trong 11 nude cit va dd pH duoc didu chinh dén
2,5 bang HCI. Dung dich gbc vitamin chira céc thanh phan sau: 0,16g
vitamin B12, 9,75g thiamin, va 3,33g canxi pantothenat dugc hoa tan trong
11 nuéc cét. Céc binh thét ¢b léc duge ching bing 1ml chit chung. Bo hai
binh thét c6 dugc dit vao may u CO, set @& duy tri khi quyén 12 5, 10 hoiic
15% CO, trong khong khi. B hai binh thét ¢b khac dugc dit vao may u &
mutc CO, xung quanh. Tt ca cc b binh thét cb dwoc lic & tde do 200
vong/phtt va tht ca céc may u dugc dat ¢ 22,5°C. Sau 7 ngay phat trién,
sinh khéi dugc thu hoach tir cac binh thét ¢b lic bang cach ly tam, sinh
khéi nay duoc lam dong khd va profin axit béo ctia sinh khdi duoc x4c dinh
bing cach st dung céc quy trinh metyl este héa chudn. Cac murc nong do
CO, tang dan tao ra cac thay dbi dang k& v& sinh khdi, %chét béo va cac
profin axit béo. Pang chu y 1a thay d6i dugc tao ra & cac tri s6 % EPA va %
DHA giita cac didu kién CO, va cac diéu kién xung quanh. Ngoai ra, cac
thay ddi vé céc axit béo ndy tré nén rd rang hon khi mic CO, ting dan. Cac

két qua nay dugc cung cip trong bang 5 dudi day.
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Bang 5

M3u Sinh khoi (g/l) | %16:0 | % EPA | % DHA [ % chét béo
MBoi trudng xung

quanh (1) 5,81 28,22 | 3,88 58,69 60,86
MG6i truong xung

quanh (2) 6,03 26,54 | 3,89 60,87 66,74
15% CO; (1) 4,38 14,67 |36,12 |35,84 62,44
15% CO; (2) 4,44 14,31 36,09 | 36,59 63,00
10%CO; (1) 5,36 21,44 19,88 |46,40 64,94
10% CO;, (2) 5,63 21,39 119,88 | 46,74 65,82
5% CO, (1) 6,40 24,71 | 11,56 | 54,04 77,16
5% CO; (2) 6,33 24,62 | 11,74 54,36 67,94

Vidu3

Trong vi du ndy, Thrasutochytrium sp. dwgc nudi cdy trong céc binh
thét cb lac Erlenmeyer 250ml chira 50ml méi truong nudi cdy. Chat ching
dugc didu ché trong cling mot moi truong chira 42g Na,SO,, 0,625g NaCl,
1,0 KCl, 5g MgSO,7H,0, 0,1g (NH4),SO4 0,29g CaCl,2H,0, 1,0g
mononatri glutamat monohydrat, 1,0g dich chiét men bia, va 23,8g dung
dich dém HEPES dugc hoa tan trong xap xi 900ml nudc cit. Méi truong
nay dugc didu chinh dén d6 pH=7 bang cach sir dung NaOH. Thé tich cudi
clng ctia moi trudong nay dwoc diéu chinh dén 961ml, va méi trudng nay
dugc tiét tring bang ndi hip. Sau khi hép, céc thanh phan sau day duoc bd
sung v0 trung vao moi trudng nay: 0,89ml KH,PO, 56,5g/1, 35ml glyxerol
500g/l, 2ml dung dich gbc vét kim loai, va 1ml dung dich gbc vitamin.

Dung dich gbc vét kim loai chtra cac thanh phan sau: 9g axit xitric, 5,15g
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FeSO47H,0, 1,55g MnCl,4H,0, 0,965g ZnSO,7H,0, 0,02 g CoCl, 6H,0,
0,02g Na,Mo00O42H,0, 1,035g CuSO,5H,0, 1,035g NiSO,6H,0 dugc hoa
tan trong 11 nuéc cit va d6 pH duoc diéu chinh dén 2,5 bing HCl. Dung
dich géc vitamin chira cac thanh phr:?m sau: 0,16g vitamin B12, 9,75¢g
thiamin, va 3,33g canxi pantothenat dugc hoa tan trong 11 nuéc ct. Céc
binh thét ¢d lic dugc chiing bing 1ml chét ching. B ba binh thét ¢b duoc
dit vao may G CO, dé duy tri khi quyén 15% CO, trong khong khi. Bo ba
binh thét ¢ khic dugc dit vao trong méay G & méc ndng d CO2 mdi
trudng xung quanh. Ca hai bg binh thét cd duoc lic & toe dd 200 vong/phit
va c4 hai may G déu dugc dit & 22,°5C. Sau 7 ngdy phat trién, sinh khéi
dugc thu hoach tir cac binh thét ¢b lic bang cach ly tdm, sinh khdi nay
dugc lam déng khé, va profin axit béo ciia sinh khéi dugc x4c dinh béng
cach st dung cdc quy trinh metyl este héa chudn. Khi quyén 15% CO,
trong khong khi giy ra cac thay d6i dang ké trong moéi trudong nudi ciy
Thraustochytrium. O néng d6 CO, cao, sinh khdi nay va %chit béo 1a thap
hon so véi trong cac didu kién xung quanh. %16:0 va % DHA la thip hon
va % EPA 13 16n hon dang ké so véi trong cac diéu kién xung quanh. Cac

két qua ndy dugc thé hién trong bang 6 dudi day.

Bang 6
%
Khi quyén Sinh khéi (g/) | %16:0 | % EPA |DHA | % Fat
MOoi truong xung
quanh (1) 3,39 31,74 11,61 44,65 | 53,32
MGoi trudong xung
quanh (2) 3,42 30,88 11,95 44,99 | 53,30
Moi trudng xung
quanh (3) 3,39 32,13 11,46 44,19 53,93
15% CO, (1) 2,23 22,12 36,94 19,04 | 38,73
15% CO;, (2) 2,05 21,40 37,14 18,57 |39,34
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15% CO, (3) |

2,11 (21,68 ‘36,83 ‘18,52 {40,86 ‘

Vidu4

Trong vi du nay [NBx0614et10], cac ching Schizochytrium (ATCC
PTA-10208) dugc nudi cdy trong 4 thiét bi 1én men New Brunswick
Scientific BioFlo 6000 dung tich 1001 & thé tich dich cudi cing (cong thic)
12 801 véi quy trinh 1én men bd sung co chét cacbon (glucoza) va nito
(amoni hydroxit) & nhiéu diéu kién qué ap khéc nhau dé danh gia d nhay
cam clia moi trudng nudi cdy voi cacbon dioxit hoa tan ting dan. M3i mé
1én men dugc ching 81 méi trudng nudi ciy. Pé truyén chit ching, thiét bj
l1én men 801 New Brunswick Scientific BioFlo 5000 dugc st dung. Mobi
trudng ching chira 651 méi trudong di dwoc diéu ché thanh 6 nhém riéng
biét. Nhém 1 chira 585g MSG*1H20, , 65g KCl, 325g MgS04*7H20,
24,05g (NH4)2S804, 40,625g NaCl, 390g T154 (dich chiét men bia), va
13ml Dow 1520US (chdng tao bot). Nhém 1 duge tiét trung theo mé & 121
do trong thiét bi 1én men chit ching & thé tich xap xi 60 lit. Nhoém 2 chira
18,85g CaCI2*2H20. Nhém 3 chita 33,8g KH2PO4. Mbi nhém 2 va 3
dugc hép trong ndi trong cac dung dich riéng biét trong xap xi 45-60 phut
va dugc bd sung vao nhém 1 sau khi tiét tring v6 khudn. Nhém 4 chua
201,5 mg MnCI2*4H20, 201,5mg ZnSO4*7H20, 2,6mg CoCI2*6H20,
2,mg  Na2MoO4*2H20, 134,6mg  CuSO4*5H20, 134,6mg
NiSO4*6H20, 669,4mg FeSO4*7H20 va 1,522g axit xitric. Nhém 4 duoc
hdp trong ndi theo cing mét cich nhw nhém 2 va 3. Nhém 5 chia
633,75mg Thiamin-HCI, 10,4mg vitamin B12, va 216,5mg mubi hemi-
canxi cua axit pantothenic. Nhém 5 duge hoa tan trong nuée RO va sau @6
duogc loc tiét trung. Nhom 6 chira 3250g glucoza dugc hoa tan trong thé
tich 3000ml nudc RO. Sau khi thiét bi 1én men chét ching dwgc 1am mat

dén 22,5 46 C, nhém 2, 3, 4, 5, va 6 dugc bd sung vao thiét bi 1én men.
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Bang céach str dung natri hydroxit va axit sulfuric, thiét bi 1én men nay dugc
diéu chinh d6 pH dén 7 va ndng d6 oxy hoa tan dugc mé rong dén 100%
truée khi chiing. Thiét bj 1én men chét ching dwoc ching bing 1300ml méi
truong nudi cdy 1én men nhé hon (mdi truong nudi cdy 1én men nho hon
duogc diéu ché va nudi cy theo cach gibng nhu méi truong nudi cdy chit
chiing 651) va dugc nudi cdy & 22,5 d6 C, d6 pH=7, téc d6 khudy 180
vong/phut, va 32,5lpm khong khi trong thoi gian 37 gio, trong thoi gian
ndy, 8 lit canh thang chit ching dwoc chuyén vao mdi thiét bi 1én men
1001. M3i thiét bj 1én men 1001 chira 801 moi truong 1€én men. Moi truong
1én men dugc diéu ché theo cach gidng nhu véi thiét bi 1én men chét chung.
Véi mdi thiét bi 1én men 1001, mdi trudng 1én men chira 6 nhém mbi
truong theo mé. V&i cac binh NB5, NB6, va NB7, nhém 1 chia 704g
Na2S04, 50g NaCl, 80g KCl, 400g MgSO4*7H20, 33,6g (NH4)2S04,
80g T154 dich chiét men bia, va 8ml chét chéng tao bot Dow 1520-US.
Nhém 1 duoge tiét tring bing hoi nuée & 122 d6 C trong 60 phut trong thiét
bi 1én men 1001 & thé tich x4p xi 35 lit. Nhém 2 chira 23,2g CaCl2*2H20
trong thé tich x4p xi 300ml. Nhém 3 chita 141,2g KH2PO4 dugc hoa tan
trong nudéc RO. Nhom 4 chia 248mg MnCI2*¥4H20, 744mg
ZnSO4*7H20, 3,2mg Na2MoO04*2H20, 165,6mg CuSO4*5H20, va
165,6mg NiSO4*6H20, 824mg FeSO4*7H20 va 80g axit xitric, tit ca
dugc hoa tan trong nudc RO. Nhém 5 chira 780mg Thiamin-HCI, 266,4mg
mubi hemi-canxi ciia axit pantothenic, va 286,4ug biotin, tht ca dugc hoa
tan va dugc loc tiét trung trong nuéc RO. Nhém 6 chira 2400g glucoza
trong xép xi 31 nuéc RO. Cac nhém 2, 3, 4, 5, va 6 dugc két hop va duogc
b6 sung vao thiét bi 1én men sau khi thiét bj 1én men nay dat t6i nhiét do
vén hanh la 22,5 6 C. Véi binh NBS, tit ca cac nhém déu giéng nhu 3
diéu kién con lai ngoai trir axit xitric. Trong NB8, nhém 4 chi chira ~3,75g

axit xitric. Mdi thé tich thiét bj 1én men trudce khi chung x4p xi 1a 52-53 lit.
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M>bi thiét bi 1én men duoc ching 81 canh thang tir thiét bi 1én men chét
ching d3 m6 ta trén day. Viéc 1én men dugc kiém soat d6 pH bing céach sir
dung 7,31 dung dich amoni hydroxit 4N & d6 pH=7 dén khi can kiét nito,
trong thoi gian d6 natri hydroxit 4N va axit sulfuric 4N duoc sir dung dé
kiém soat d6 pH. Oxy hoa tan dugc kiém soat d& duy tri ndng d6 dich la
20% trong todn by qua trinh 1én men bing cach khudy véi tbe do tir 180
dén 480 vong/phut va dong khi tir 40LPM dén 80LPM. M&i binh nay duge
kiém soat & ap sudt cot nudc khac nhau (NB5=2, NB6=15, va NB7=20
PSI) dé dénh gi4d do nhay cam cua vi sinh vat véi ndng d6 cacbon dioxit
ting dan. Trong toan b qué trinh 1én men, dung dich 850g/l chira 95%
dextroza (riro ngd) duge nap va dé duy tri ndng d6 glucoza thip hon 50g/1.
Sau 8 ngay, khoi lugng té bao khé va hiéu gid omega-3 ciia mi thiét bi lén
men 80-lit 14 giéng nhu NB5 & 110,1g/l DCW va 44,37g/1 omega-3; NB6 &
117,7g/l DCW va 45,78g/1 omega-3; NB7 & 114,1g/l DCW va 48,43g/l
omega-3; NB8 & 119,5g/L DCW va 43,55g/l omega-3. Khi 4p suét nay
dugc gia ting, % DHA/FAME giam, % EPA/FAME giam, va ti 1& cla
DHA so véi EPA gidm. Khi so sanh ham lugng axit béo cubi ciing cia 2
PSI so véi 20 PSI, % DHA/FAME giam tir 50,48% xudng 41,26% va %
EPA/FAME ting tir 18,95% dén 23,28%. Céac két qua dwoc thé hién trong
bang 7.

Bang 7
% EPA/FAME
Gio NB5(2PSI) |NB6(15PSI) |NB7(20PSI) | NBS (20 PSI)
17,5 12,63 13,43 13,15 14,32
41,5 12,05 12,01 11,54 16,37
65,5 14,03 16,54 15,34 20,37
89,5 18,67 20,04 20,86 23,08
116,5 21,99 21,40 24,55 24,52
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139,0 21,24 21,57 25,85 25,25
161,5 19,95 20,42 24,78 24,96
185,5 18,95 18,89 23,28 23,90
% DHA/FAME

Gio NB5(2PSI) | NB6(15PSI) |NB7(20PSI) |NBS (20 PSI)
17,5 48,66 52,94 52,56 49,15
41,5 52,62 52,38 52,98 43,43
65,5 45,69 41,45 44,05 35,17
89,5 40,35 39,22 34,81 31,87
116,5 42,26 39,77 34,14 32,42
139,0 45,70 41,83 34,92 33,31
161,5 48,55 44,96 38,09 35,65
185,5 50,48 47,52 41,26 38,38
Til¢ DHA:EPA

Gio NB5 (2 PSI) NB6 (15 PSI) | NB7 (20 PSI) | NB8 (20 PSI)
17,5 3,85 3,94 4,00 3,43
41,5 4,37 4,36 4,59 2,65
65,5 3,26 2,51 2,87 1,73
89,5 2,16 1,96 1,67 1,38
116,5 1,92 1,86 1,39 1,32
139,0 2,15 1,94 1,35 1,32
161,5 2,43 2,20 1,54 1,43
185,5 2,66 2,52 1,77 1,61
Vidu5

Trong vi du nay [Nx0719et10], cac ching Schizochytrium (ATCC
PTA-10208) dugc nudi ciy trong 4 thiét bj 1én men 141 New Brunswick
Scientific BioFlo 310 & thé tich dich cudi ciing (cong thtc) 1a 101 vé6i quy
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trinh 1én men bd sung co chét cacbon (glucoza) va nito (amoni hydroxit).
Ba trong bdn thiét bj 1én men duoc bd sung cacbon dioxit & cac thoi diém
khac nhau trong qué trinh 1én men dé danh gi4 d6 nhay cam ctia méi trudng
nudi cdy voi ndng do cacbon dioxit hoa tan ting dan. NBS1, NBS2, va
NBS3 duoc bb sung cacbon dioxit bit diu & gior log 1an luot 1a 12, 24, va
48. Mdi mé 1én men dugc ching bang 11 mdi méi trudng nudi cdy. Dé
truyén chat chung, thiét bi 1én men Virtis 141 dugc sir dung. Mdi trudong
chét ching chira 101 méi truong dwoc didu ché thanh 4 nhém riéng biét.
Nhém 1 chua 90g MSG*1H20, 10g KCl, 50g MgSO4*7H20, 3,3g
(NH4)2S04, 6,25g NaCl, 60g T154 (dich chiét men bia), 4,97g KH2PO4,
2,9g CaCI2*2H20, va 2ml Dow 1520US (chét chéng tao bot). Nhém 1
dwoc hip & 121 d6 trong 120 phut & thé tich xép xi 9,81. Nhém 2 chira
500g glucoza dugc hoa tan trong thé tich 800ml nuéc RO. Nhém 3 chira
31mg MnCI2*4H20, 31mg ZnSO4*7H20, 0,4mg CoCI2*6H20, 0,4mg
Na2ZMoO4*2H20, 20,7mg CuSO4*5H20, 20,7mg NiSO4*6H20, 103mg
FeSO4*7H20 va 234,1mg axit xitric. M&i nhém 2 va 3 dugc hip trong 60
phat. Nhém 4 chira 97,5mg Thiamin-HCl, 1,6mg vitamin B12, va 33,3mg
mudi hemi-canxi cia axit pantothenic. Nhém 4 dugc hoa tan trong nudc
RO va sau d6 duoc loc tiét tring. Sau khi thiét bi 1én men duoc 1am méat
dén 22,5 d(} C, cac nhéom 2, 3, 4, va 5 duoc bd sung vao thiét bi 1én men.
Be°1ng cach sir dung natri hydroxit va axit sulfuric, thiét bj 1én men dugc
didu chinh d6 pH dén 7 va oxy hoa tan dugc mé rong dén 100% trude khi
ching. Thiét bi 1én men chét ching dugc ching bing 150ml méi trudng
nudi cdy nho hon (méi truong nudi cdy nhé hon duoc didu ché va duge
nudi ciy theo cach gidng nhur méi trudng nudi cdy chat ching 101) va duge
nudi cdy & 22,5 6 C, d6 pH=7, tbc d6 khudy 433 vong/phat, va 5lpm
khong khi trong khoang thoi gian 44,5 gio, trong thoi gian nay 1 lit canh

thang chét chung dugc chuyén vao mdi thiét bj 1én men 141. Mdi thiét bi
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1én men 141 chtra 10l mdi trudong 1én men. M6i truong 1én men nay dugc
diéu ché theo cach gidng nhu thiét bj 1én men chét chung. Pbi véi mdi thiét
bi 1én men 141, mdi truong 1én men chira 6 nhom moi trudng theo mé. Vai
tAt ca cac binh, nhém 1 chira 60g Na2SO4, 6,25g NaCl, 10g KCl, 50g
MgS04*7H20, 0,43g (NH4)2S04, 10g T154 dich chiét men bia, va 1ml
chit tao bot Dow 1520-US. Nhém 1 dwoc hip trong ndi & 121 d C trong
120 phiit trong cac thiét bi 1én men 141 & thé tich xép xi 6,5 lit. Nhém 2
chira 2,9g CaCI2*2H20 & thé tich xép xi 14 20ml nuéc RO. Nhém 3 chira
17,1g KH2PO4 dugc hoa tan trong 100ml nudc RO. Nhom 4 chira 31mg
MnCI2*4H20, 93mg ZnSO4*7H20, 0,4mg Na2MoO4*2H20, 20,7mg
CuSO4*5H20, 20,7mg NiSO4*6H20, 103mg FeSO4*7H20 va 10g axit
xitric, tit ca dugc hoa tan trong 50ml nudc RO. Nhém 5 chua 97,5mg
Thiamin-HCI, 33,3mg mudi hemi-canxi clia axit pantothenic, va 36,3ug
biotin, tit ca dugc hoa tan va loc tiét tring trong 10ml nuéc RO. Nhém 6
chira 300g glucoza trong xp xi 0,51 nuéc RO. Céc nhém 2, 3, 4, 5, va 6
dugc két hop va dugc bd sung vao thiét bj 1én men sau khi thiét bi 1én men
nay dat dén nhiét d6 van hanh 13 22,5 d6 C. MJi thé tich thiét bji 1én men
trude khi ching x4p xi 13 6,5 lit. M&i thiét bj 1én men dugc ching bing 11
canh thang tir mé nudi cdy chit ching di mé ta trén day. Viéc 1én men
dugc kiém soat ¢ pH bang cach st dung 0,85 1 dung dich amoni hydroxit
4N & 86 pH=7 dén khi can nito, trong thoi gian d6 natri hydroxit 4N va axit
sulfuric 3N dugc sir dung dé kiém soat do pH & diém thiét lap 1a 7,5. Oxy
hoa tan duoc kiém soat @& duy tri ndng do dich 13 20% trong toan by qua
trinh 1én men bing cach sir dung may khudy véi tbe d6 tir 357 dén 833
vong/phut va dong khi tir 7LPM dén 7LPM. M&i binh NBS1, NBS2, NBS3
dugc bd sung cacbon dioxit trong cac khoang thoi gian khac nhau dé danh
gia do nhay cam cia vi sinh vat véi ndng d6 cacbon dioxit hoa tan ting

dan. Trong toan bd qua trinh 1én men, dung dich 850g/I chita 95% dextroza
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(siro ngd) dugc nap vao dé duy tri ndng d6 glucoza thip hon 50g/l. Sau 8

ngay, khoi lugng té bao khé va hidu gia omega-3 ctia mdi thiét bi 1én men

101 thay dbi phu thudc vao cac didu kién bd sung cacbon dioxit. O thoi
diém 183 gio, NBS1 13 & ndng d6 109,1g/l DCW va 45,87g/l omega-3;
NBS1 lé'ér 108,9g/1 DCW va 45,41g/1 omega-3; NBS3 1a ¢ 116,4g/l DCW
va 50,6g/1 omega-3; NBS4 1a & 95,7g/l DCW va 40,36g/l omega-3. Ngay
sau khi viéc bd sung cacbon dioxit bit ddu, % DHA/FAME giam, %
EPA/FAME tang, va ti 1¢ DHA so véi EPA giam. Khi so sanh ham luong

% EPA/FAME tdi da cta cac didu kién dwoc bd sung cacbon dioxit véi

diéu kién xung quanh, c6 su gia ting 65% vé ham luong EPA tdi da trong

céc didu kién bd sung CO,. Cac két qua dugc trinh bay trong bang 8.

Bang 8

% EPA/FAME

Gio NBS1 NBS2 NBS3 NBS4 (khong b
(+CO2@12 gid) | (+CO2@24 gid) | (+CO2@48 gid) | sung CO2)

15 12,29 10,67 10,22 10,14

39 22,82 19,32 10,37 9,85

63 23,79 24,58 19,77 15,09

87 23,69 23,71 23,83 14,09

114 27,85 27,55 26,91 16,98

137 29,47 27,94 26,76 17,81

159 29,13 27,20 26,52 17,81

183 27,62 25,50 25,62 17,09

% DHA/FAME

Gio NBS1 NBS2 NBS3 NBS4  (khong
(+CO2@12 giv) | (+CO2@24 gid) | (+CO2@48 gid) | bd sung CO2)

15 43,27 44,69 46,34 45,91
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39 33,34 43,14 39,54 38,81
63 32,18 33,65 36,22 47,31
87 26,33 26,65 27,82 45,79
114 23,99 24,36 28,09 44,13
137 25,43 27,47 31,11 46,47
159 28,54 30,59 33,70 48,59
183 31,83 33,70 35,98 50,98
Ti I¢ DHA:EPA
Gio NBS|1 NBS2 NBS3 NBS4
15 3,52 4,19 4,53 4,53
39 1,46 2,23 3,81 3,94
63 1,35 1,37 1,83 3,14
87 1,11 1,12 1,17 3,25
114 0,86 0,88 1,04 2,60
137 0,86 0,98 1,16 2,61
159 0,98 1,12 127 2,73
183 1,15 1,32 1,40 2,98
Cacbon dioxit duge bb sung vao trong cac khung duge danh ddu
Vidub6

Trong vi du nay [Nx0106et10], ching Schizochytrium (ATCC PTA-
10208) dugc nudi cdy trong bdn thiét bj 1én men New Brunswick Scientific
BioFlo 310 141 & thé tich dich cudi cing (céng thirc) 13 101 véi quy trinh
1én men c6 bd sung co chit cacbon (glucoza) va nito (amoni hydroxit).
Nhiét @6 dugc kiém soét trong subt qué trinh 1én men @& duy tri dich 1a
21,0°C, 22,5°C, 24,0°C, va 25,5°C lan lugt dbi véi NBS1, NBS2, NBS3,
va NBS4. Mdi mé 1én men dugc ching bing 11 méi trudng nudi ciy. Dé
truyén chit chiing, thiét bi 1én men Virtis 141 dugc st dung. Moi truong

chét ching chira 101 méi trudng duwoc didu ché thanh 4 nhém riéng biét.
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Nhéom 1 chia 90g MSG*1H20, 10g KCl, 50g MgSO4*7H20, 3,7g
(NH4)2S04, 6,25g NaCl, 60g T154 (dich chiét men bia), 5,2g KH2PO4,
2,9g CaCl2*2H20, va 2ml Dow 1520US (chdng tao bot). Nhém 1 duoc
hap & 121 d¢ trong 120 phit & thé tich x4p xi 9,8 lit. Nhém 2 chira 500g
glucoza duge hoa tan trong thé tich 800ml nudec RO. Nhém 3 chira 31mg
MnCI2*4H20, 31mg ZnSO4*7H20, 0,4mg CoCI2*6H20, 0,4mg
Na2ZMo0O4*2H20, 20,7mg CuSO4*5H20, 20,7mg NiSO4*6H20, 103mg
FeSO4*7H20 va 234,1mg axit xitric. M6i nhém 2 va 3 dugc hip trong 60
phut. Nhém 4 chira 97,5mg Thiamin-HCl, 1,6mg vitamin B12, va 33,3mg
mudi hemi-canxi cua axit pantothenic. Nhém 4 dugc hoa tan trong nudc
RO va sau d6 duge loc tiét tring. Sau khi thiét bi 1én men dugc 1am mat
dén 22,5 d6 C, cac nhém 2,3, 4, va 5 duge bd sung vao thiét bj 1én men.
Bing cach st dung natri hydroxit va axit sulfuric, thiét bi 1én men nay dugc
diéu chinh d6 pH dén 7 va oxy hoa tan dugc md rong dén 100% trude khi
chiing. Thiét bj 1én men chét chung duoc chiing bang 200ml méi truong 1én
men nho6 hon (méi trudng 1én men nhé hon duge didu ché va dugc nudi ciy
theo cach gibng nhu moi truong chét ching 101) va dugc nudi chy 6 22,5
do C, 46 pH=7, toc do khudy 433 vong/phut, va 5lpm khong khi trong
khoang thoi gian 42 gid, trong thdi gian ndy 1 lit canh thang chit ching
duoc chuyén vao mdi thiét bi 1én men 141, Mdi thiét bi 1én men 141 chira
101 mdi truong 1én men. Méi trudng 1én men dugc diéu ché theo cach
gidng nhu thiét bj 1én men chét ching. D4i v6i mdi thiét bi 1én men 141,
moi trudng 1én men nay bao gdm 4 nhém méi truong theo mé. Dbi véi tht
cd cac binh, nhém 1 chita 88g Na2SO4, 6,25g NaCl, 10g KCl, 50g
MgSO4*7H20, 4,2g (NH4)2S04, 2,9g CaCI2*2H20, 17,65g KH2PO4,
10g dich chiét men bia T154, va 1ml chét chéng tao bot Dow 1520-US.
Nhém 1 duge hdp & 121 d6 C trong 120 phit trong thiét bi 1én men 141 &
thé tich xdp xi 7,0 litt Nhém 2 chira 31mg MnCI2*4H20, 93mg

-108-



29228

ZnSO4*7H20, 0,4mg Na2ZMo0O4*2H20, 20,7mg CuSO4*5H20, 20,7mg
NiSO4*6H20, 103mg FeSO4*7H20 va 468mg axit xitric dugc hoa tan
trong 50ml nuéc RO. Nhém 2 dwgc hip trong 60 phit. Nhém 3 chira
97,5mg Thiamin-HCI, 33,3mg mudi hemi-canxi cta axit pantothenic, va
35,8ug biotin, tit ca duoc hoa tan va duoc loc tiét trung trong 10ml nudce
RO. Nhém 4 chira 300g glucoza trong x4p xi 0,5 lit nuéc RO va duge hép
trong 60 phut. Cdc nhém 2, 3, va 4 dugc két hop va duoc bd sung vao thiét
bi 1én men sau khi thiét bi 1én men nay dat tGi nhiét d6 van hanh 1a 22,5 do
C. MGi thé tich thiét bi 1én men trude khi chung xap xi 12 6,51. M3i thiét bi
1én men dugc ching bang 11 canh thang tir qu4 trinh 1én men chét chiing da
mo ta trén day. Qua trinh 1én men duoc kiém soat doé pH & 7,0 trong toan
bd qué trinh bing cach sir dung 0,85 lit dung dich amoni hydroxit 4N dén
khi kiét nito, trong khoang thoi gian d6 natri hydroxit 4N va axit sulfuric
3N duogc st dung dé kiém soat d6 pH & diém dat. Oxy hoa tan dugc kidm
soat dé& duy tri nong d6 dich 1a 20% dén khi kiét nito. Sau khi kiét nito, oxy
hoa tan dugc kiém so4t dé duy tri ndng d6 dich 13 10% dén khi két thuc qua
trinh 1én men bang cach str dung toc d6 khudy tir 357 dén 714 vong/phut va
8LPM dong khi. Trong toan bd qué trinh 1én men, dung dich 850g/1 chira
95% dextroza (siro ngd) duge nap vao dé duy tri ndng d6 glucoza thp hon
50g/l. Sau 8 ngay, khdi lugng té bao kho hodc hiéu gia omega-3 thay ddi
nhe dbi véi céc nhiét d6 khac nhau dugc danh gié; tuy nhién, cac nhiét do
1én men thdp hon tao ra % EPA/FAME 16n hon. O 184 gio, NBS1 14 &
85,2g/l DCW va 29,9g/1 omega-3; NBS2 1a ¢ 92,0g/l DCW va 35,0g/1
omega-3; NBS3 la ¢ 86,8g/1 DCW va 31,7g/l omega-3; NBS4 1a ¢ 84,2g/1
DCW va 29,4¢g/l omega-3.

Pdi véi NBS1, % EPA/FAME nim trong khoang tr 12,36% dén
19,02% tir Iic bat ddu dén khi két thic qua trinh 16n men véi tri s ti da 1a

21,57%. Déi véi NBS2, % EPA/FAME nim trong khoang tir 11,72% dén
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18,11% tir lic bat déu dén khi két thic qué trinh 1én men véi tri s6 i da 1a
20,21%. Déi véi NBS3, % EPA/FAME nim trong khoang tir 11,49% dén
15,43% tir lic bit ddu dén khi két thuc qua trinh 16n men véi tri sé tbi da 1a
18,09%. Déi véi NBS4, % EPA/FAME nim trong khoang tir 11,65% dén
13,65% tir ltic bat ddu dén khi két thic qué trinh 1én men véi tri s6 tbi da 1a
15,70%. Khi so sanh % EPA/FAME t6i da, nhiét d 1én men thip nhét gy
ra su tang 37% vé ham luong EPA t6i da so v6i nhiét d6 1én men cao nhét

do dugc. Cac két qua dugc cung cip trong bang 9 dudi day.

Bang 9
% EPA / FAME
Gio NBS1 (21°C) NBS2 (22,5°C) NBS3 (24°C) NBS4 (25,5°C)
24 12,36 11,72 11,49 11,65
40 14,17 13,61 12,21 13,04
64 14,48 14,94 14,23 13,62
89 19,52 18,45 17,42 15,70
112 21,57 20,21 18,09 15,69
136 21,05 20,11 17,15 14,82
160 19,90 18,88 16,15 13,98
184 19,02 18,11 15,43 13,65
% DHA / FAME

Gid | NBSI (21°C) NBS2 (22,5°C) NBS3 (24°C) NBS4 (25,5°C)
24 56,58 55,61 54,62 53,56
40 52,80 51,58 52,17 49,77
64 47,46 45,36 46,41 44,57
89 38,89 39,69 39,46 39,54
112 40,08 40,89 41,72 42,20
136 43,22 43,87 45,23 45,56
160 45,92 46,98 47,80 48,07
184 48,04 48,99 49,38 49,39
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Ti 16 DHA:EPA
Gid | NBSI1 (21°C) NBS2 (22,5°C) NBS3 (24°C) NBS4 (25,5°C)
24 4,58 475 4775 4,60
40 3,73 3,79 427 3,82
64 3,28 3,04 3,26 327
89 1,99 2,15 2,27 2,52
112 1,86 2,02 2,31 2,69
136 2,05 2,18 2,64 3,07
160 2,31 2,49 2,96 3,44
184 2,53 2,71 3,20 3,62

Vidy7

Trong vi du nay [Nx0614et10], cac chuing Schizochytrium (ATCC
PTA-10208) dwgc nudi cdy trong hai thiét bi 1én men 14-lit New
Brunswick Scientific BioFlo 310 & thé tich dich cudi cing (cong thirc) 1a
101 véi quy trinh 1én men b6 sung co chét cacbon (glucoza) va nito (amoni
hydroxit). M6t thiét bj 1én men (NBS15) duoc vay nude kém theo bd sung
khéng khi véi 15% cacbon dioxit tir khi khoi dau dén khi két thuc qué trinh
1én men va thiét bi 1én men con lai (NBS17) dugc vay nudc chi kém theo
khong khi dé danh gia d6 nhay cam ctia méi trudng nudi cly véi ndng do
cacbon dioxit hoa tan ting din. M3i mé 1én men dugc ching bing 11 moéi
truong nudi ciy. Dé truyén chét ching, thiét bj 1én men 14 lit Virtis dugc
sir dung. M6i trudng chét ching chira 101 méi trudng duoc didu ché thanh
4 nhém riéng biét. Nhom 1 chira 90g MSG*1H20, 10g KCl, 50g
MgS04*7H20, 3,3g (NH4)2S04, 6,25g NaCl, 60g T154 (dich chiét men
bia), 4,97g KH2PO4, 2,9g CaCI2*2H20, va 2ml Dow 1520US (chdng tao
bot). Nhém 1 duge hdp & 121 d9 trong 120 phut & thé tich xép xi 9,8 lit.
Nhém 2 chira 500g glucoza dugc hoa tan trong thé tich 800ml nuée RO.
Nhéom 3 chia 31mg MnCI2*4H20, 31mg ZnSO4*7H20, 0,4mg
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CoCI2*6H20, 0,4mg Na2MoO4*2H20, 20,7mg CuSO4*5H20, 20,7mg
NiSO4*6H20, 103mg FeSO4*7H20 va 234,1mg axit xitric. Mbi nhém 2
va 3 duoc hip trong 60 phut. Nhém 4 chira 97,5mg Thiamin-HCI, 1,6mg
vitamin B12, va 33,3mg mudi hemi-canxi cua axit pantothenic. Nhém 4
duoc hoa tan trong nude RO va sau d6 duoc loc tiét trung. Sau khi thiét bi
16n men duoc 1lam mat dén 22,5 dd C, cac nhém 2, 3, 4, va 5 duoc bd sung
vao thiét bi 1én men. Bing cach st dung natri hydroxit va axit sulfuric, thiét
bi 1én men nay dugc didu chinh do pH dén 7 va oxy hoa tan dugc mé rong
dén 100% trudc khi chung. Thiét bi 1én men chét ching dugc ching bang
200ml méi truong 1én men nhé hon (moi truwong 1én men nho hon dugc
diéu ché va nuéi cdy theo cach gidng nhu méi truong chit ching 101) va
dugc nudi cdy & 22,5 46 C, d6 pH=7, téc d6 khudy 433 vong/phut, va Slpm
khong khi trong khoang thoi gian 40 gio, trong thoi gian nay 1 lit canh
thang chit ching duge chuyén vao mdi thiét bi 1én men 141. Mdi thiét bi
1én men 141 chira 10 méi truong 1én men, Mo6i trudong 1én men nay duoc
diéu ché theo cach gidng nhur thiét bi 1én men chét ching. Di véi mbi thiét
bi 1én men 141, moi truong 1én men nay chira 6 nhdm moi trudng theo mé.
D4i véi tat ca cac binh, nhém 1 chira 88g Na2S04, 6,25g NaCl, 10g KCl,
50g MgS04*7H20, 4,2g (NH4)2S04, 10g dich chiét men bia T154, va
1ml chit chéng tao bot Dow 1520-US. Nhém 1 dugce hédp ¢ 121 d6 C trong
120 phiit trong cac thiét bi 1én men 141 & thé tich xp xi 6,5lit. Nhém 2
chtta 2,9g CaClI2*2H20 & thé tich xdp xi 20ml nuéc RO. Nhém 3 chta
17,65g KH2PO4 hoa tan trong 100ml nudc RO. Nhom 4 chia 31mg
MnCI2*4H20, 93mg ZnSO4*7H20, 0,4mg Na2MoO4*2H20, 20,7mg
CuSO4*5H20, 20,7mg NiSO4*6H20, 103mg FeSO4*7H20 va 468mg
axit xitric hoa tan trong 50ml nwéc RO. Mdi nhém 2, 3, va 4 duoc hip
trong 60 phtt. Nhém 5 chita 97,5mg Thiamin-HCl, 33,3mg mudi hemi-

canxi cua axit pantothenic, va 36,3ug biotin, tht ca dugc hoa tan va duge
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loc tiét trung trong 10ml nuéc RO. Nhém 6 chira 300g glucoza trong x4p xi
0,5 lit nuéc RO va duoc hép trong 60 phut. Cac nhom 2, 3, 4, 5, va 6 duogc
két hop va dugc bd sung vao thiét bi 1én men sau khi thiét bj 1én men nay
dat toi nhiét d6 van hanh 13 22,5 d6 C. M&i thé tich thiét bi 1én men trudc
khi ching x4p xi 13 6,51. M&i thiét bj 1én men dugc chung bing 11 canh
thang tir mé 1én men chét ching d4 mo ta trén day. Viéc 1én men duoc kiém
so4t d6 pH & 7,0 trong toan bd qua trinh 1én men béing cach str dung 0,851
dung dich chita amoni hydroxit 4N dén khi kiét nito, trong thoi gian d6
natri hydroxit 4N va axit sulfuric 3N duoc str dung dé kiém soat d6 pH &
diém dat. Oxy hoa tan dugc kiém soat dé duy tri ndng d6 dich 13 20% dén
khi kiét nito. Sau khi kiét nito, oxy hoa tan dugc kiém soat dé duy tri ndng
d6 dich 1a 10% dén khi két thic qua trinh 1én men bing cach khudy véi toc
do tir 357 dén 833 vong/phit va 8LPM dong khi. Trong qua trinh 1én men,
dung dich 850g/l chita 95% dextroza (siro ngd) dugc nap vao dé duy tri
ndng d6 glucoza thap hon 50g/l. Sau 8 ngay, khdi luong té bao khé va hiéu
gi4 omega-3 ctia mdi thiét bi 1én men 101 thay d6i phu thudc véao cac didu
kién bd sung cacbon dioxit. O 188 giy, NBS15 1a & 54,5g/1 DCW va
13,7g/l omega-3; NBS17 la & 96,1g/l DCW va 37,5g/l omega-3. %
EPA/FAME 14 16n hon trong NBS15 (diéu kién duoc bd sung CO, trong
qué trinh van hanh) so v&i NBS17 (khéng bd sung CO,). Pbi véi NBS15,
% EPA/FAME nam trong khoang tir 25,50% dén 35,48% tir khi bit du
dén khi két thic qua trinh 18n men véi tri sb t6i da 1a 38,34%. D6i v6i NBS
17, % EPA/FAME nim trong khoang tir 12,31% dén 19,80% tir khi bit dau
dén khi két thiic qua trinh 18n men véi tri sb t6i da 14 22,29%. Khi so séanh
ham luong % EPA/FAME tbi da cua cac diéu kién dugc bd sung cacbon
dioxit véi diéu kién xung quanh, cé sy gia ting 73% vé& ham lwong EPA t6i

da trong cac didu kién duoc bd sung CO,.
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% DHA/FAME d6i véi cac didu kién dugc bb sung CO, 1a thip hon

so véi didu kién xung quanh trong qué trinh 1én men. Céc két qua nay dugce

cung cip trong bang 10 dudi day.

Bang 10
% EPA / FAME
Gio NBS1 (21°C) NBS2 (22,5°C) NBS3 (24°C) NBS4 (25,5°C)
24 12,36 11,72 11,49 11,65
40 14,17 13,61 12,21 13,04
64 14,48 14,94 14,23 13,62
89 19,52 18,45 17,42 15,70
112 21,57 20,21 18,09 15,69
136 21,05 20,11 17,15 14,82
160 19,90 18,88 16,15 13,98
184 19,02 18,11 15,43 13,65
% DHA / FAME
Gio NBS1 (21°C) NBS2 (22,5°C) NBS3 (24°C) NBS4 (25,5°C)
24 56,58 55,61 54,62 53,56
40 52,80 51,58 52,17 49,77
64 47,46 45,36 46,41 44,57
1 89 38,89 39,69 39,46 39,54
112 40,08 40,89 41,72 42,20
136 43,22 43,87 45,23 45,56
160 45,92 46,98 47,80 48,07
184 48,04 48,99 49,38 49,39
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Ti 1€ DHA:EPA
Gio NBS1 (21°C) NBS2 (22,5°C) NBS3 (24°C) NBS4 (25,5°C)
24 4,58 4,75 4,75 4,60
40 3,73 3,79 4,27 3,82
64 3,28 3,04 3,26 3,27
89 1,99 2,15 2,27 2,52
112 1,86 2,02 2,31 2,69
136 2,05 2,18 2,64 3,07
160 2,31 2,49 2,96 3,44
184 2,53 2,71 3,20 3,62
Vidu 8

Trong vi du nay [K019], cac chung Schizochytrium (ATCC PTA-
10208) dugc nudi cdy trong thiét bj 1én men 157,0001 dwoc khudy & khi
luong dich cubi cting (cong thuc) 1a 100.000kg véi quy trinh 1én men cé bd
sung co chat cacbon (glucoza) va nito (khi amoni khan). Mé 1én men dugc
ching bing 4500kg méi trudng nudi ciy. P8 truyén chit chung, thiét bi 1én
men gidng 75001 dugc khudy dugce sir dung. M6i truong chét ching chta
4500kg méi truong duoc didu ché thanh 4 nhém riéng biét. Nhém 1 chira
40,5kg MSG*1H20, 4,5%kg KCl, 22,5kg MgSO4*7H20, 1,7kg
(NH4)2S04, 2,81kg NaCl, 27kg T154 (dich chiét men bia), 2kg KH2PO4,
985g CaCl2, va 0,9kg Dow 1520US (chéng tao bot) dugc hoa tan trong
nuéc xir ly véi tong khdi luong 13 2300kg. Nhém 2 chira 247,5kg
glucoza.1H20 dugc hoa tan trong nudc xir 1y véi téng khéi lwong la
1500kg. Nhém 1 dugc tiét tring trong thiét bi 1én men gidng, va nhém 2
duogc tiét trung trong binh riéng biét, v4i with steam-in-place & 122-123 d6
C trong 30 phut. Nhém 3 chira 14g MnCI2*4H20, 14g ZnSO4*7H20,
180mg CoCl2*6H20, 180mg Na2Mo04*2H20, 9,3g CuS0O4*5H20, 9,3g
NiSO4*6H20, 46,4g FeSO4*7H20 va 105,3g axit xitric hoa tan trong 51
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nuée cit. Nhém 3 dwoc hip & 121 d6 C trong 60 phut. Nhém 4 chira 43,9g
Thiamin-HCl, 720mg vitamin B12, va 15g mudi hemi-canxi cua axit
pantothenic dugc hoa tan trong 51 nude cat va sau d6 dugc loc tiét trung.
Sau khi thiét bj 1én men giéng nay dwoc 1am mat dén 22,5 d6 C, nhém 2,
3, 4 dugc bd sung vao thiét bi 1én men. Bing cach sit dung natri hydroxit
va axit sulfuric, thiét bi 1én men nay dugc didu chinh do pH dén 7 va OXy
hoa tan dugc mé& rong dén 100% trude khi ching. Thiét bi 1én men lam
giéng nay dugc ching bing 121 méi trudong 1én men nhd hon (méi trudng
1én men nhé hon dugc didu ché va nudi cdy theo cach giéng nhu méi
truong 1am gidng) va dugc nudi cly & 22,5 d6 C, d6 pH=7, téc do khudy 90
vong/phut, va 130-170Nm3/gid ctia khong khi trong thoi gian 4-5 ngay dé
dat dugc khdi lugng t& bao khé khoang 15g/l. Mbi trudng 1én men nay
dugc diéu ché theo cach tuong tw nhu thiét bi 1én men chit ching. Mbi
trudng 1én men nay bao gdm 5 nhém. Nhém 1 chira 177kg KH2PO4,
880kg Na2S04, 500kg MgS04*7H20, 42kg (NH4)2S04, 100kg dich chiét
men bia T154, va 10kg chét chdng tao bot Dow 1520-US trong 9.000kg
dung dich. Nhém 2 chira 21,9kg CaCl2, 62,5kg NaCl, 100kg KClI, trong
9.000kg dung dich. Nhém 1 va 2 dugc bom qua mdy trao d6i nhiét vao
thiét bj 1én men, sau d6 1a nuéc dé dat khéi lugng 67.000kg trong theiest bi
lén men. Nhém 3 chira 310g MnCI2*4H20, 930g ZnSO4*7H20, 4g
Na2MoO4*2H20, 207g CuSO4*5H20, 207g NiSO4*6H20, 1,03kg
FeSO4*7H20 va 4,68kg axit xitric dugc hoa tan trong 1500kg nudce xur ly.
Nhom 4 chira 4300kg siro ngd (DE-95, 70,5%). Nhom 3 va nhém 4 duoc
tiét trung trong cac binh khac nhau, védi steam-in-place ¢ 122-123 d6 C
trong 30 phiit. Nném 5 chira 975g Thiamin-HCl, 333g mubi hemi-canxi
cua axit pantothenic, va 358rhg biotin, dugc hoa tan va loc tiét trung trong
51 nudc cét. Cac nhém 3, 4 va 5 dwoc bd sung vao thiét bj 1én men sau khi

thiét bi 1én men nay dugc lam mat xudng 22,5 d6 C. Khdi lwong trong thé
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tich thiét bj 1én men nay trudc khi chung xép xi 1a 73.500kg. Sau khi bt
dAu, diéu kién 1én men dwoc dit (nhiét do: 22,5°C, ap suét: 0,34 bar, luu
lwong khi: 3000Nm3/gid, khudy, 40 vong/phut), d6 pH 1én men duogc didu
chinh dén 7 va oxy hoa tan dugc mé rong dén 100%. Khéi luong sau khi
ching 1a khoang 78.000kg. Khi bat du, d6 pH dugc kiém soat & 7 bing
cach sir dung amoni khan dén khi SSOkg amoni dugc bd sung vao, va sau
d6 dung dich natri hydroxit 30% dugc sir dung dé kiém soét d6 pH & diém
dat 13 7,5. Oxy hoa tan dugc kiém soat dé duy tri nong d6 dich 1a 20%
trong qua trinh nap amoni va 13 10% sau d6 bang cach khudy tir 40 dén 100
vong/phut va luu lugng khi tir 2000 dén 8000Nm3/gid. Trong qué trinh 1én
men, dung dich siro ngd DE-95 65% duogc nap vao dé duy tri néng do
glucoza khoang 35g/l. Trong mdt vi du khac [K020], ba thay d6i duoc tao
ra so voi vi du K019: 1) 4p suét giam xudng 0,15 bar, 2) khdi luong sau khi
ching duoc giam xubng 68.000kg, 3) luu lugng khi duoc gia ting dén hon
5000Nm3/gio & 60 git sau khi chiing va dugc duy tri cao trong qué trinh
van hanh bt k& & ndng d6 oxy hoa tan nao. Ba thay dbi trén day lam giam
ndng d6 cacbon dioxit hoa tan trong canh thang. Cac két qua nay chi ra
rang véi néng d6 CO, giam, % DHA/FAME duoc gia ting tir 38,38% dén
43,8%, va % EPA/FAME bj giam tir 24,42% dén 20,68%. Ti 16 DHA:EPA
dugc gia ting tir 1,57 dén 2,12. Céc két qua nay duoc thé hién trong bang
11 duéi day.

Bang 11
K019
Tuéi | DHA/FAME | EPA/FAME | Tilé
Gidy % % DHA:EPA
38 56,32 11,47 4,91
50 51,03 13,2 3,87
62 43,99 16,97 2,59
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74 34,65 19,94 1,74
86 32,14 22,56 1,42
98 30,05 25,2 1,19
134 31,45 28,36 1,11
146 33,54 27,43 1,22
158 35,48 26,29 1,35
170 37,16 25,47 1,46
182 38,38 24,42 1,57
Bang 12
K020 (CO; hoa tan giam)
Tubi DHA/FAME | EPA/FAME | Ti 1¢
Gio % % DHA:EPA
12 56,3 13,03 4,32
28 58,12 12 4,84
40 55,55 12,13 4,58
52 52,13 14,03 3,72
64 45,14 16,94 2,66
76 37,54 18,57 2,02
84 35,06 18,72 1,87
96 35,24 20,05 1,76
132 39,42 22,29 1,77
156 42,05 21,54 1,95
180 43,8 20,68 2,12

Vidu9

Trong bang dudi déy, tri s6 CO, hoa tan t6i da dugc tinh toan cho vai
vi du trong sb cac vi du sir dung hing sb Henry. Diéu kién tht nhét, “101
(NBS4 0719¢t10) & dbi ap 0 PSI va 45,5mmol/l/gié CER” 14 tri s6 CO, hoa
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tan dugc tinh toan cho NBS4 trong bang 8 & tc d6 tién héa cacbon dioxit
1a 45,5mmol/l/gid, thé tich 1én men 1a 10-lit, t6c d6 nap khi cacbonic 12
0,8vvm, va d6i 4p 0 PSI. Diéu kién thi hai, “101 (NBS2 0719¢t10) & dbi ap
0 PSI v6i 6% CO, trong khi di vao va 50mmol/l/gio CER” 1a trj s6 CO, hoa
tan dugc tinh toan cho NBS2 trong bang 8 & téc do tién héa cacbon dioxit
1a 50mmol/l/gio, thé tich 1én men 1a 10-lit, tbc do nap khi cacbonic 1a 0,8
Wm, & db6i ap 0 PSI, va v6i CO, dugc bd sung trong dong di vao 1a 6% khi
toan phan nhu do dugc bing cach do phd khéi luong sir dung phd ké khéi
lwgng Thermo Prima dB. Piéu kién th ba, “80 lit (NB5 0614et10) & dbi 4p
2 PSI va 55mmol/l/gié CER” 14 tri s6 CO, hoa tan dugc tinh toan cho NB5
trong bang 7 & tbc do tién héa cacbon dioxit 13 55mmol/l/gid, thé tich 1én
men 13 801, tdc d¢ nap khi cacbonic 13 1,0 vvm, va dbi 4p 2 PSL. Diéu kién
thir tu, “80-lit (NB6 0614et10) & dbi 4p 15 PSI va 50mmol/l/gir CER” 1a
trj s6 CO, hoa tan tinh dugc cho NB6 trong bang 7 & toc d tién hoa
cacbon dioxit 13 50mmol/l/gi®, thé tich 1én men 13 80-lit, téc d6 nap khi
cacbonic 13 1,0 vvm, va d6i 4p 15PSI. Diéu kién tht nim, “80-1il (NB7 &
NB8 0614et10) & dbi 4p 20PSI va 50mmol/l/gid CER” 13 tri s CO, hoa tan
tinh duge cho NB7 va NBS trong bang 7 & tdc d6 tién héa cacbon dioxit 1a
50mmol/l/gi®, thé tich 1én men 1a 801, téc do nap khi cacbonic 1a 1,0 vvm,
va dbi ap 20PSI. Tét ca cac tri s6 CER duogc tinh toan béng cach sir dung sb
liéu khi thai CO, thu dugc véi phd ké khéi lugng Thermo Prima dB. Céc

két qua ctia cac phép tinh nay duogc cung cip trong bang 13 va 14 dudi day.

Bang 13

101 (NBS4 0719¢t10) & dbi 4p 0 PSI va
45,5mmol/l/gior CER RV 10 1
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Ap suét tuyét dbi Piu vao 1,01 bbar
Luu luong khi Déu vao 8 LPM
Vvm 0,8
CO, cin thiét trong khi dau vao Piura 0,14 %
Delta CO, trong khi thai 2,309125 %
CO;, trong khi thai 2,446301 %
Ap suét riéng phin CO, _ bar
CO2 hoa tan 0,000785 mol/L
CO2 hoa tan 34,53 ppm
101 (NBS2 0719¢t10) & d6i ap 0 PSI véi
6%CO, trong khi du vao va 50mmol/l/gid
CER RV 10 L
Ap suét tuyét dbi Dau vao 1,01 bar
Luu luong khi Diu vio 8 LPM
Vvm 0,8
CO, cén thiét trong khi di vao Daura 7,00 %
Delta CO; trong khi thai o ‘2,5"375” %
CO; trong khi thai 9,534653 %
Ap suit riéng phan CO, — bar
CO2 hoa tan 0,003059 mol/l
CO2 hoa tan 134,58 Ppm
80 lit (NB5 0614et10) & dbi ap 2 PSI va
55mmol/l/gio CER RV 80 L
Déi ap Piu vao 0,138 bar
Ap suét toan phan 1,21 bar
Luu luong khi Piu vio 80 LPM
Vvm 1
Delta CO; Tir CPR 2233 %
CO, & cirara 2233 %
Ap suit riéng phan CO, ‘ bar
CO2 hoa tan 0,000857 mol/L
CO2 hoa tan 37,70 ppm

-120-




29228

80-lit (NB6 0614et10) & dbi ap 15PSI va
50mmol/l/gio CER RV 80 L
Déi ap Pauvao  1,0345 bar
Ap suit toan phén 2,10 bar
Luu luong khi Piu vao 80 LPM
Vvm 1
Delta CO;, Tu CPR 2,03 %
CO; & clrara ~ 2',03 %
Ap suét riéng phin CO, _ bar
CO2 hoa tan 0,001357 mol/L
CO2 hoa tan 59,71 ppm
80-lit (NB7 & NB8 0614et10) ¢
b1 ap 20PSI va 50 mmol/l/gié CER RV 80 L
Péi ap Piuvao 1,38 bar
Ap suét toan phén 2,45 bar
Luu luong khi Péu vao 80 LPM
Vvm 1
Delta CO, Te CPR 2,03 %
CO; & crrara 2,03 %
Ap suét CO, riéng phén bar
CO2 hoa tan 0,00158 mol/L
CO2 hoa tan 69,51 ppm
Bang 14
NBS4
NB5 (2 PSI) | NB6(15 PSI) | NB7(20 PSI) | NB8(20 PSI) NBS2(+CO, (khéng  bd
@24 giv) sung COY
% EPA/FAME 21,99 21,57 25,85 25,25 27,94 17,81
% DHA/FAME 40,35 39,22 34,14 32,42 24,36 38,81
Tri s6 CO, tbi da 37,70 59,71 69,51 69,51 134,58 34,53
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Vidu 10

Céac thir nghiém dugc thuc hién dé xac dinh tac dung ciia cac thanh phan
vitamin trén hiéu suat (khdi lwong t& bao khé cua sinh khbi (DW), % DHA, %
chét béo, va % EPA) sit dung ATCC Accession No. PTA-9695 trong mdi trudng
binh thét ¢6 lic Thraustochytrium (TSFM) & mirc ndng d6 CO2 méi trudng xung
quanh.

Nguyén li€u va phuong phép: 4 vitamin (Thiamin.HCI, B12, Biotin, va Ca-
pantothenat) dugc sir dung trong moi truong TSFM vGi0,25g/1 taston va 0,625g/1
NaCl (xem bang 16). MSG va KH2PO4 b sung dugc thém vao méi trudng nay
dé duy tri ham luong nito va phospho toan phan ctia ching. Cac ndng d6 vitamin
toan phi‘m trong moi truong nay 1a, 0, 0,5x, 1x, 5x, 10x, 20x, hodc 30x luong
chudn, phu thudc vao céc vitamin duge nghién clru (xem bang 17). Nghién ctru
gradien dugc thyc hién trén mdi vitamin riéng biét. Tuy nhién, trong trudng hop
cla biotin va Ca-pantothenat, cic lwong chudn cua Thiamin.HCl va B12 cling
duoc két hop vao méi trudng nay, vi cac néng do cia hai vitamin sau 13 rét thip
trong TSFM thong thudng. Ba d6i chimg TSFM cling dugc bao gdm trong thir
nghiém nay dé so sanh. Céc dbi chiing ndy 1a TSFM chuén véi 2g/1 taston (xem
bang 15) va 1x Thiamin.HCI va 1x B12 (C1); TSFM khéng c6 tastone khong cé
bat ky vitamin nao (A); va TSFM khoéng chura taston véi 1x Thiamin. HCI va 1x
B12 (B). T4t ca cac dbi ching chtra 0,625g/1 NaCl. Mdi truong 3 ngdy tudi cia
PTA-9695 dugc st dung dé chiing bd hai binh thét c¢b 1&c 250ml & 0,1g DW/L.
T4t ca céc binh thét cb (ddy béng, véi tong lwong 50ml méi truong) dugc u ua khi
& 22,5+/- 1C trén may lic quay tron (200 vong/phut). T4t ca cac moi truong nudi
cdy duogc thu hoach sau 7 ngay, va phén tich FAME duoc thuc hién trén cac mau

sinh kho6i d6ng kho cudi cung.
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Mbi trudmg binh thét ¢b lic Thraustochytrium (TSFM) véi 2g/1 taston

Thanh phin

NaCl

KCl

MgS04.7H20
(NH4)2S04

CaCl2 2H20

MSG monohydrat
Taston 154

HEPES (100mM)
pH7

KH2PO4

Glucoza
Kim loai vét
Vitamin

Dung dich vét
kim loai
FeClI3.6H20
CuS04.5H20
MnCI2.4H20
CoCl2.6H20
ZnCI2

Luong

trong

mdi it

(8 [Goc] (g/)

0,625 Kho

1 50

5 227

0,2 190

0,29 Khod

2 Khé

2 Kho

23,8 Khd

0,1 56,5

50 500
Xem dudi day
Xem dudi day

2,9mg 2.9

0,02mg 0,02

8,6mg 8,6

0,26mg 0,26

0,6mg 0,6
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ml  dung
dich gbc dé
s dung

trong mdi 1

20 ml
22 ml
1,05 ml

1,77 ml
100 ml
1 ml

1 ml

B4 sung sau khi hip
B4 sung sau khi hip
B4 sung sau khi hip

B4 sung sau khi hip
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Axit xitric 12mg

Dung dich vitamin

Thiamin 10ug
Vitamin B12 lug
Bang 16

12g (kho)

10mg/1
Img/1

Mbi truomg binh thét cb 1ac Thraustochytrium (TSFM) véi 0,25g/1 Taston

Luong

trong mdi 1

Thanh phan (®
NaCl 0,625
KCl 1
MgS04.7H20 5
(NH4)2S04 0,2
CaCl2 2H20 0,29
MSG monohydrat 4 554
Taston GC

7189-1 0,25
HEPES

(100mM) pH 7 23,8
KH2PO4 0,1
Glucoza 50

Kim loai vét
Vitamin

TSFM vét kim
loai

FeCl3.6H20 2,9mg

[Gée] (/D)

Kho
56,5

500
Xem dudi day

Xem dudi day

2,9
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ml gbc &
st dung

trong mdi 1

20ml
22ml
1,05ml

4,28 ml
100 ml
1ml

1 ml

B4 sung sau khi hap
BS sung sau khi hap
B4 sung sau khi hép

B4 sung sau khi hp



CuS04.5H20

MnCI12.4H20
CoCI12.6H20
ZnCl12

Axit xitric

Dung dich
vitamin
Thiamin

Vitamin B12

Bang 17

Céc ndng db vitamin dwoc sir dung trong thir

nghiém nay (mg/1):

Nong dd
vitamin [X]
0

0,5

1

5

10

20

30

Két qua: DW cao nhat va % chét béo (Ian luot 12 6,7g/1 va 38,5%) dbi véi gradien
thiamin dat dwgc khi lugng bd sung ctia vitamin nay vao méi truong 14 gip 5 lan
mttc d§ chuan (Fig. 1). % DHA & muc ndng do nay cia thiamin 13 44,1%. Duéi
va trén 5x thiamin, cA DW va % chét béo bét d4u giam. % DHA ciing giam trong
mdi trudng c6 it hon 5x thiamin, va né dao dong nhe & ndéng d6 trén 5x thiamin

kém theo khéng cé sy cai thién dang ké. % EPA trong mdi truong nudi ciy

0,02mg
8,6mg
0,26mg
0,6mg
12mg

10ug

Thiamin. HC1

0,0

0,005
0,010
0,050
0,100
0,200

29228

0,02
8,6

0,26

0,6

12g (khd)

10mg/1
Img/1

B12  Biotin
0,0 0,0
0,00234

0,001 0,00468

0,005

0,010 0,0468

0,020 0,0936
0,1404
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0,0

3,33

16,65
33,30
66,60
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gradien thiamin ndm trong khoéang tir 8,6 dén 11,5. Khi khong cé taston hodc
vitamin dugc bd sung vao méi truong nay (F ig. 5, méi trudng A), moi tri sb ngoai
trir % DHA déu di xudng dang k&. Tuy nhién, sy gia ting %, rd rang la gid vi ca
DW va % chét béo ddu cuc ky dbi v6i didu kién nay. Nong do 1x ctia B12 cs vé 1a
t6i wu ddi véi DW, % DHA, % chét béo, va % EPA (Fig. 2). O muc ndng d6 nay
ctia B12, céc tri sb sau dﬁy dat dugc: 7,1g/1 DW, 50,6% DHA, 42,7% chét béo, va
2,1% EPA. % EPA cao nhit (11,5) thu dugc khi B12 khéng dugc bd sung vao
mdi trudng ndy. Mbi trudng khong chira taston va khéng duoc bd sung vitamin
khong cai thién thém hiéu suét cua vi sinh vat nay, va % DHA 16n hon dudng nhu
la gia, vi n6 da dugc mo ta trude day (Fig. 5, méi trudng A).

Twong tw, ndng d 1x cta biotin 13 t6i wu dbi véi DW, % DHA, va % chét
béo (Fig. 3). Céc tri sb tuong tmg ddi vdi cac tham sb nay lan luot 1a: 6,8g/l,
47,7%, va 37,9%. Ti 18 phan traim EPA & diém nay 13 1,9. Méi trudng khong chira
taston v6i 1x thiamin va 1x B12 (Fig. 5, méi trudng B) gy t6n hai déng ké dén
hiéu suét chung ctia PTA-9695.

Ca-pantothenat tao ra DW, % DHA, va % chét béo cao nhit khi vitamin
nay duge bd sung vao mdi truong ndy voi lugng 10x luong chuén (Fig. 4). Do d6
cac néng d6 t6i wu cia cac tham sb nay la 7,0g/1, 47,3%, va 39,1%. Ham luong
EPA trong toan b{ thtr nghi¢m gradien Ca-pantothenat la it hon 2%. Sy giam
d4ng ké vé higu sudt chung ctia PTA-9695 14 déng chu y khi vi sinh vat nay duogc
nudi trong moi trudong khong chira taston véi chi 1x thiamin va 1x B12 (Fig. 5,
moi trudong B).

Céc két qua ciing dugc thé hién trong cac bang sb liéu dudi day.
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Vidull

Céc thir nghiém dugc thuc hién dé xac dinh nhu ciu tdi thiéu cua sb truy cép
ATCC PTA-9695 dbi véi vitamin B12 dé dat dugc hidu suét t6i da & 10% CO,, bao
gom luong t6i thidu vitamin B12 ma cn thiét cho mai truong nudi ciy PTA-9695
dé tao ra khéi lugng khé va lugng DHA t6i da trong céc diéu kién 10% CO,.

Nhiét d6: 22,5 +/- 1C (@ 10% CO,)

Téc d6 may khudy: 200 vong/phut

Moi trudng co ban: méi truong thiét bj 1én men Scaled-Down xac dinh
(DSDFM-B) (bang 20).

Chéat ching: mdi truong nudi cdy 3 ngay tudi chira PTA-9695 duoc nudi
trong DSDFM-B véi cac néng d6 vitamin B12 khéc nhau.

Ong giit mdu méi chita PTA-9695 dugc lam tan ban dau trong SDFM-B
(bang 19), va dugc nudi tiép va dugc chuyén vai 1an trong SDFM-B xac dinh dudi
10% CO,. Mbi trudng nudi cdy 3 ngay tudi chira PTA-9695 trong DSDFM-B duoc
str dung (& 4%) dé tao ra céc binh thét cb chiing ban déu chita DSDFM-B véi nhiéu
ndng d6 vitamin B12 khéc nhau (nghia 13, theo do, tir 7,68mg/l dén Omg/l B12 cho
cac didu tri A dén I; xem bang 18). Cac binh thét cb ching cho mdi ndng d6
vitamin B12 dugc duy tri dudi 10% CO, va bang cach chuyén mdi trudng nudi ciy
vao mdi trudng twong Umg ctia ching mdi 7 ngay. Viéc chuyén cic méi trudng nudi
cAy hang tudn 14 can thiét dé rtra sach luong du vitamin B12 bt ky ma c6 thé bi
tich Ifiy bén trong t€ bao, nhd d6 nhu cau t6i thidu d6i véi vitamin nay c6 thé duoc
xé4c dinh chinh x4c hon. B hai binh thét ¢b lic duge ching béng chét ching 3
ngdy tudi twong Ung ctia chiing & DW 1y thuyét 1a 0,1g/1, bang céach sir dung mét do
quang 13 600nm. Céc mbi truong nudi cdy dwoc nudi dudi 10% CO, trong 9 ngay,
trude khi duge thu hoach va dugc phén tich thém béng thtr nghiém FAME.

Két qua :
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Cht y: Cac diém dit liéu cho tudn 3 khong dugc xem xét trong thir nghiém
ndy, vi viéc cung cdp CO, cho may u bj gian doan, va céc binh thét cb phai dugc
14y ra khoi may o trong vong 6 gio trong qué trinh cai tién phong thi nghiém.

Viéc tiép xtc kéo dai (dén 4 tudn) ctia PTA-9695 véi cac ndéng d6 cao cia
vitamin B12 (16n hon 3,84mg/1) c6 thé gay anh hudng bét loi dén khéi lugng kho,
% chit béo, va lugng DHA, trong khi ndng d6 nidm trong khoang tir 1,5 dén
768ug/L vitamin B12 khéng c6 tac dung dang ké nao trén DW, % chét béo, % EPA
va lugng DHA ctuia PTA-9695.

Su gia ting vé& sb luong cac té bao don (dén 15, dbi 1ap véi 3-4) dugce chu y
trong cac mdi trudng nudi cly ma da duge nudi véi sy c6 mat ciia 7 68mg/1 vitamin
B12 (diéu tri A).

Viéc loai bo vitamin B12 khéi cong thitc méi truong, 1am ting dang ké %
EPA khoéang 10%, trong khi d6 lam giam nhe ca % DHA va %16:0, cac Fig. 6-19
va bang 21 duéi day chi ra cac két qua ciia thir nghiém nay.

Két luan:

Téi thidu khoang 1,5ug/l vitamin B12 (1/500 ndng d6 chuin trong SDFM-B)
14 can thiét dé thu dwgc DW, % DHA, % chét béo va lugng DHA t8i da. Trong khi
cac ndng d6 vitamin B12 rét cao (16n hon 3,84mg/l) c6 thé lam giam dang ké DW,
% chat béo, va lugng DHA, sy mét hoan toan vitamin ndy cia PTA-9695 c6 thé
lam ting dang ké (xdp xi 10%) % EPA cua né. Cac muc ndéng do rét cao cia
vitamin B12 ciing c6 thé déng vai trd trong viéc thic dy su chuyén dang méi
truong nudi cdy “cum” thanh “té bao don”.

Bang 18. Cac x1r ly vitamin B12

Xu ly A B C D E F G H I J
Vit. B12
(ug/l) 7680 3840 | 768 | 384 | 153,6 | 76,8 | 1536 | 7,68 | 1,536 |0
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Bang 19. Mdi trudng thiét bj 1én men Scaled-Down cho PTA-9695 (SDFM-

B), 46 pH=7

ml dung
dich  gbc | Gam thanh
dwa  vao|phdn  kho
binh  thét | trong  binh | Néng d6 cubi
Thanh phan MW [g6c] (g/1) | cb lac 11 thét cb lac 11 | cling
(/1)
NaCl 58,44 0,625 0,625
KCl 74,56 56 17,9 1,0
MgS04.7H20 246,5 227 22 5,0
(NH4)2504 132,14 | 190 0,525 0,1
CaCl2.2H20 147 60 4,833 0,290
MSG (w/ 1mol H20) 187,1 1,0 1,0
Na2504 142,04 6,0 6,0
K2504 174,27 1,0959 1.0959
Taston (GC9156-1) 1,0 1,0
HEPES (100mM)
dé pH=7,0 195,2 23,8 23,8
KH2PO4 136,07 | 56,5 0,885 0,05
Glucoza 180 500 100 50
Hon hop vét kim loai
FeS04.7H20 278,02 |1,03 10 0,0103
MnCl2.4H20 198 3,1 1 0,0031
ZnS04.7H20 287,4 9,3 1 0,0093
Na2Mo04.2H20 | 241,95 | 0,04 1 0,00004
CuS04.5H20 249,5 2,07 1 0,00207
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NiSO4.6H20 262,84 | 2,07 1 0,00207
Axit  xitric  (trong
FeS04.7H20) 117,5 1,175
Dung dich Vitamin
Vitamin B12 1355,4 | 0,768 1 0,000768
Thiamin.HCl 337,3 11,7 1 0,0117
Ca-Pantothenat 476,54 | 3,996 1 0,003996
Biotin 2443 0,002 2,17 0,00000434
Bang 20, SDFM-B (DSDFM-B) xac dinh, d6
pH=7
S6 |S6 gam
ml  chét|thanh phan
géc trong | khé  trong
binh thét | binh thét ¢b Néng d6
Thanh phan MW [Géc] (g/L) |cbl&c 1l | l&c 1l cubi cling
(g/1)
NacCl 58,44 0,625 0,625
KCl 74,56 | 56 17,9 1,0
MgS04.7H20 246,5 | 227 22 5,0
(NH4)2504 132,14 | 190 1,1483 0,218
CaCl2.2H20 147 60 4,833 0,290
MSG (w/1 mol H20) 187,1 2,188 2,188
Na2504 142,04 6,0 6,0
K2504 174,27 1,1240 1,1240
Taston
(GC9156-1) 0,0 0,0
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HEPES (100mM) dé
pH=7,0 195,2 23,8 23,8
KH2PO4 136,07 | 56,5 2,475 0,140
Glucoza 180 500 100 50
Hon hop vét kim loai
FeS04.7H20 278,02 | 1,03 10 0,0103
MnCl2.4H20 198 3,1 1 0,0031
ZnS04.7H20 287,4 |9,3 1 0,0093
Na2zMo04.2H20 | 241,95 | 0,04 1 0,00004
CuS04.5H20 249,5 | 2,07 1 0,00207
NiSO4.6H20 262,84 | 2,07 1 0,00207
Axit  xitric  (trong
FeS04.7H20) 117,5 1,175
Dung dich vitamin
Vitamin B12 1355,4 ( 0,768 1 0,000768
Thiamin.HCl 337,3 | 11,7 1 0,0117
Ca-Pantothenat 476,54 | 3,996 1 0,003996
Biotin 244,3 | 0,002 2,65 0,0000053
Bang 21. S6 liéu tir c4c thir nghiém
Diay binh
lic (SF) 1 1 1 1 1 1 1 1 1
IDxikly |A B C D E F G H I J
Nong  dd
Vit. BI2
(mg/l) 7680 3840 768 384 153,6 76,8 15,36 7,68 1,536
Néong dd
vit. BI12
(Log 10 - | 3,885361 | 3,584331 | 2,885361 | 2,584331 | 2,186391 | 1,885361 | 1,186391 | 0,885361 | 0,186391 | 0,001
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mg/l)

DW (/)

Binh 1 2,832 3,48 3,64 4,186 3,728 3,952 3,71 3,96 4,5 3,868
Binh 2 3,03 3,324 3,88 3,412 3,626 3,746 4,024 3,682 4,17 4,094
Trung

binh 2,931 3,402 3,76 3,799 3,677 3,849 3,867 3,821 4,335 3,981
% chit

béo (theo

%  dién

tich)

Binh 1 56,9 55,5 58,9 63,9 61,6 60,5 60,4 64,7 66,6 60,4
Binh 2 52,4 56,7 61,6 59,8 58,7 60,7 64,1 57,9 66,3 62,9
Trung

binh 54,6 56,1 60,3 61,9 60,1 60,6 62,2 61,3 66,5 61,7
% DHA

Binh 1 45,4 45,8 46,6 48,2 453 46,4 47,9 474 48,9 46,4
Binh 2 45,7 44,0 47,1 46,4 46,3 46,0 48,8 46,6 48,0 46,5
Trung

binh 455 44,9 46,9 47,3 458 46,2 48,4 47,0 48,4 46,5
DHA

(mg/g)

Binh 1 260,1 256,6 2772 310,6 281,1 283,0 291,7 309,4 328,2 283,0
Binh 2 2414 251,1 292,7 279,8 274,2 281,7 3154 271,9 320,9 294,9
Trung

binh 250,8 253.9 285,0 295,2 277,71 282,3 303,5 290,6 324,6 289,0
% chit

béo (theo

mg/g)

Binh 1 57,3 56,0 59,4 64,4 62,1 61,0 60,9 65,2 67,1 60,9
Binh 2 52,8 57,1 62,1 60,3 59,2 61,2 64,6 58,4 66,9 63,4
Trung

binh 55,1 56,5 60,8 62,4 60,6 61,1 62,7 61,8 67,0 62,2
Chét béo

C2))

Binh 1 1,6 1,9 2,2 2,7 2,3 24 23 2,6 3,0 2,4
Binh 2 1,6 1,9 24 2,1 2,1 2,3 2,6 2,1 2,8 2,6
Trung 1,6 1,9 2,3 24 2,2 2,4 24 2,4 29 2,5
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binh

Higu suit

DHA (g/l)

Binh 1 0,7 0,9 1,0 1,3 1,0 1,1 1,1 1,2 1,5 1,1
Binh 2 0,7 0,8 1,1 1,0 1,0 1,1 1,3 1,0 1,3 1,2
Trung

binh 0,7 0,9 1,1 1,1 1,0 1,1 1,2 1,1 1,4 1,2
% EPA

Binh 1 19,2 20,1 18,7 16,7 20,4 19,0 16,1 17,5 15,5 19,3
Binh 2 18,6 21,6 18,2 18,3 19,0 19,5 15,2 18,9 16,7 19,2
Trung

binh 18,9 20,8 18,5 17,5 19,7 19,2 15,6 18,2 16,1 19,3
EPA

(mg/g)

Binh 1 108,2 110,3 109,2 105,8 124,7 113,6 96,1 112,2 102,5 115,5
Binh 2 96,3 121,4 111,1 108,4 110,6 1173 96,3 108,1 110,0 120,0
Trung

binh 102,3 115,8 110,2 107,1 117,7 115,5 96,2 110,1 106,3 117,7
Hiéu suit

EPA

(g/L)

Binh 1 0,3 0,4 0,4 0,5 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5 0,5
Binh 2 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,5 0,5
Trung

binh 0,3 0,4 0,4 0,4 0,4 0,5 0,4 0,4 0,5 0,5
L-F DW

(g/L)

Binh 1 1,2 1,5 1,5 1,5 1,4 1,5 1,5 1,4 1,5 1,5
Binh 2 1,4 1,4 1,5 1,4 1,5 1,5 1,4 1,5 1,4 1,5
Trung

binh 1,3 1,5 1,5 1,4 1,4 1,5 1,4 1,5 1,4 1,5
% 16:0

Binh 1 24,0 22,8 23,1 23,6 22,6 23,0 24,4 23,4 23,9 22,5
Binh 2 24,2 22,7 23,1 23,8 23,1 22,8 24,5 23,0 23,6 225
Trung

binh 24,1 22,7 23,1 23,7 22,9 22,9 244 23,2 23,7 22,5
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% DPA

n-3

Binh 1 1,1 1,0 1,2 1,0 1,2 1,1 1,1 1,1 1,0 1,1

Binh 2 1,1 1,1 1,1 1,2 1,1 1,2 1,1 1,1 1,0 1,1

Trung

binh 1,1 11 1,1 1,1 1,2 1,2 1,1 1,1 1,0 1,1

% DPA

n-6

Binh 1 2,1 2,1 23 2,5 2,1 2,2 2,4 2,4 2,6 2,2

Binh 2 2,2 2,0 23 22 2,2 2,2 2,5 2,2 2,5 2,2

Trung

binh 2,1 2,0 23 23 2,2 2,2 2,5 23 2,5 2,2

%

omega-3

toan

phﬁn

Binh 1 65,7 66,9 66,5 66,0 66,9 66,5 65,1 66,0 65,4 66,9

Binh 2 65,4 66,7 66,5 65,9 66,5 66,7 65,1 66,5 65,8 66,9

Trung

binh 65,6 66,8 66,5 65,9 66,7 66,6 65,1 66,3 65,6 66,9

P pH

Binh 1 6,81 6,83 6,84 6,83 6,82 6,82 6,83 6,83 6,82 6,81

Binh 2 6,81 6,83 6,81 6,82 6,83 6,82 6,82 6,82 6,82 6,81

Trung

binh 6,81 6,83 6,83 6,83 6,83 6,82 6,83 6,83 6,82 6,81
Bang 21 tiép

Diay binh

lic (SF) |2 2 2 2 2 2 2 2 2

ID xik ly A B C D E F G H I J

Nong d%

vit. BI12

(mg/l) 7680 3840 768 384 153,6 76,8 15,36 7,68 1,536 0

Nong a6

vit. BI2

(Log 10 -

mg/l) 3,885361 | 3,584331 | 2,885361 | 2,584331 | 2,186391 1,885361 1,186391 | 0,885361 0,186391 | 0,001
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DW (g/L)

Binh 1 2,01 4,17 4,176 3,764 4,276 4,218 3,916 4,44 4,59 3,676
Binh 2 2,574 3,354 4,106 3,824 3,922 4,21 4,046 4,352 4,518 3,174
Trung

binh 2,292 3,762 4,141 3,794 4,099 4,214 3,981 4,396 4,554 3,425
% chét

béo (theo

%  dién

tich) 28,8 62,2 64,4 60,5 65,3 58,8 58,2 66,4 63,0 61,4
Binh 1 39,2 55,6 65,0 559 62,6 62,2 65,4 62,0 66,3 53,0
Binh 2 34,0 58,9 64,7 58,2 63,9 60,5 61,8 64,2 64,7 57,2
Trung

binh

% DHA 38,9 46,4 47,5 46,1 48,0 45,7 43,2 47,7 479 385
Binh 1 40,9 41,3 46,9 43,6 46,3 47,1 452 47,6 47,5 35,3
Binh 2 39,9 43,9 47,2 44,9 47,1 46,4 44,2 47,6 47,7 36,9
Trung

binh

DHA

(mg/g) 109,7 283,1 300,1 2739 307,2 263,4 246,7 310,6 296,0 232,1
Binh 1 157,3 2254 299,0 239,5 2844 287,8 290,3 289,4 309,4 183,6
Binh 2 133,5 254,3 299,6 256,7 295,8 275,6 268,5 300,0 302,7 207,8
Trung

binh 28,8 62,2 64,4 60,5 65,3 58,8 58,2 66,4 63,0 61,4
% chat

béo (theo

mg/g)

Binh 1 28,2 61,0 63,1 59,4 64,0 57,7 57,1 65,1 61,9 60,2
Binh 2 38,5 54,5 63,7 54,9 61,4 61,1 64,2 60,8 65,1 52,0
Trung

binh 333 57,8 63,4 57,2 62,7 59,4 60,6 63,0 63,5 56,1
Chit béo

¢0)

Binh 1 0,6 2,5 2,6 2,2 2,7 24 2,2 2,9 2,8 2,2
Binh 2 1,0 1,8 2,6 2,1 2,4 2,6 2,6 2,6 2,9 1,7
Trung 0,8 2,2 2,6 2,2 2,6 2,5 24 2,8 2,9 1,9
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binh

Hiéu suit

DHA (g/1)

Binh 1 0,2 1,2 1,3 1,0 1,3 L1 1,0 1,4 1,4 0,9
Binh 2 0,4 0,8 1,2 0,9 1,1 1,2 1,2 1,3 1,4 0,6
Trung

binh 0,3 1,0 1,2 1,0 1,2 1,2 1,1 1,3 1,4 0,7
% EPA

Binh 1 229 19,0 18,8 17,4 17,1 18,8 21,6 18,0 16,4 28,3
Binh 2 20,8 24,5 18,8 19,6 18,8 17,0 20,0 16,1 16,8 31,4
Trung

binh 21,8 21,8 18,8 18,5 17,9 17,9 20,8 17,0 16,6 29,8
EPA

(mg/g)

Binh 1 63,9 114,9 117,4 102,4 108,3 107,6 122,1 115,8 100,5 168,9
Binh 2 79,1 132,4 118,6 106,6 114,4 102,8 127,0 96,9 108,3 161,6
Trung

binh 71,5 123,6 118,0 104,5 1114 105,2 124,5 106,4 104,4 165,2
Hiéu suit

EPA (g/)

Binh 1 0,1 0,5 0,5 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,6
Binh 2 0,2 0,4 0,5 0,4 0,5 0,4 0,5 0,4 0,5 0,5
Trung

binh 0,2 0,5 0,5 0,4 0,5 0,4 0,5 0,5 0,5 0,6
L-F DW

(gn

Binh 1 1,4 1,6 1,5 1,5 1,5 1,8 1,7 1,5 1,8 1,5
Binh 2 1,6 1,5 1,5 1,7 1,5 1,6 1,5 1,7 1,6 1,5
Trung

binh 1,5 1,6 1,5 1,6 1,5 1,7 1,6 1,6 1,7 1,5
% 16:0

Binh 1 26,0 22,5 21,7 243 22,5 231 23,0 22,0 23,2 20,2
Binh 2 25,9 22,1 21,9 242 22,6 233 22,5 23,5 23,1 19,9
Trung

binh 26,0 22,3 21,8 243 22,5 23,2 22,7 22,8 23,2 20,0
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% DPA

n-3

Binh 1 1,5 1,0 1,1 1,0 1,0 1,0 1,0 0,9 1,0 1,4

Binh 2 1,2 1,1 1,0 1,0 1,0 1,0 0,9 1,0 0,9 1.4

Trung

binh 1,4 1,0 1,1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,9 1,4

% DPA

n-6

Binh 1 1,3 23 23 23 2,5 23 1,9 2,4 2,6 1,3

Binh 2 1,7 1,6 23 2,1 2,3 2,5 2,1 2,6 2,5 1,1

Trung

binh 1,5 1,9 2,3 2,2 24 24 2,0 2,5 2,6 1,2

%

omega-3

toan

phén

Binh 1 63,2 66,4 67,4 64,5 66,1 65,5 65,8 66,6 65,2 68,2

Binh 2 62,9 66,9 66,7 64,2 66,1 65,1 66,1 64,6 65,2 68,1

Trung

binh 63,1 66,7 67,0 64,4 66,1 65,3 66,0 65,6 65,2 68,1

o pH

Binh 1 6,70 6,69 6,72 6,71 6,71 6,72 6,71 6,71 6,72 6,71

Binh 2 6,67 6,71 6,72 6,71 6,72 6,72 6,71 6,71 6,72 6,71

Trung

binh 6,69 6,70 6,72 6,71 6,72 6,72 6,71 6,71 6,72 6,71
Bang 21 tiép

Diy binh

lic(SF) |3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

ID xi ly A B C D E F G H I J

Néng d9

vit. B12

(mg/l) 7680 3840 768 384 153.6 76,8 15,36 7,68 1,536 0

Nong d9

vit. B12

(Log 10 - | 3,885361 | 3,584331 | 2,885361 | 2,584331 | 2,186391 1,885361 1,186391 | 0,885361 0,186391 | 0,001
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mg/l)

DW (g/L)

Binh 1 2,786 2,92 4,108 3,258 3,524 4,258 3,974 3,794 3,74 3,902
Binh 2 2,868 3,106 2,87 3,376 3,234 4,39 4,834 3,374 4,434 3,82
Trung

binh 2,827 3,013 3,489 3,317 3,379 4,324 4,404 3,584 4,087 3,861
% Chit

béo (theo

%  dién

tich)

Binh 1 42,6 41,0 54,5 46,5 50,7 59,8 57,0 51,0 55,9 62,3
Binh 2 44,0 43,1 48,4 49,8 49,3 56,8 62,2 52,3 56,4 56,5
Trung

binh 43,3 42,0 51,4 48,1 50,0 58,3 59,6 51,7 56,2 59,4
% DHA

Binh 1 42,0 39,8 43,0 43,1 43,1 448 45.4 44,0 434 454
Binh 2 41,9 39,9 40,5 42,8 425 442 46,3 43,8 37,7 38,3
Trung

binh 41,9 39,9 41,8 42,9 428 44,5 45,9 43,9 40,6 41,9
DHA

(mg/g)

Binh 1 177,2 161,7 2324 198,4 216,2 265,6 256,5 222,5 240,8 280,2
Binh 2 182,6 170,3 194,2 210,9 207,6 248,8 285,6 2272 211,0 2144
Trung

binh 179,9 166,0 213,3 204,6 211,9 257,2 271,1 224,8 2259 2473
% chit

béo (theo

mg/g)

Binh 1 42,2 40,6 54,0 46,1 50,2 59,2 56,4 50,5 55,4 61,7
Binh 2 43,6 42,7 479 49,3 48,9 56,3 61,7 51,9 55,9 56,0
Trung

binh 429 41,7 51,0 47,7 49,5 57,8 59,1 51,2 55,7 58,8
Chit béo

(g

Binh 1 1,2 1,2 2,2 1,5 1,8 2,5 2,2 1,9 2,1 2,4
Binh 2 1,2 1,3 1,4 1,7 1,6 2,5 3,0 1,7 2,5 2,1
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Trung

binh 1,2 1,3 1,8 1,6 1,7 2,5 2,6 1,8 2,3 2,3
Hiéu suit

DHA (g/1)

Binh 1 0,5 0,5 1,0 0,6 0,8 1,1 1,0 0,8 0,9 1,1
Binh 2 0,5 0,5 0,6 0,7 0,7 1,1 1,4 0,8 0,9 0,8
Trung

binh 0,5 0,5 0,8 0,7 0,7 1,1 1,2 0,8 0,9 1,0
% EPA

Binh 1 224 24,7 23,9 22,0 23,5 22,1 20,9 223 23,8 21,3
Binh 2 23,0 249 25,7 22,8 24,4 23,0 20,1 22,6 313 30,9
Trung

binh 22,7 248 24,8 224 24,0 22,6 20,5 224 27,5 26,1
EPA

(mg/g)

Binh 1 93,6 99,2 127,3 100,4 116,5 129,6 116,7 111,3 130,2 129,9
Binh 2 98,9 105,2 121,5 111,2 118,0 128,1 122,6 115,5 173,1 170,7
Trung

binh 96,2 102,2 1244 105,8 117,2 128,8 119,7 1134 151,6 150,3
Hiéu suit

EPA (g/D)

Binh 1 0,3 0,3 0,5 0,3 0,4 0,6 0,5 0,4 0,5 0,5
Binh 2 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 0,6 0,6 0,4 0,8 0,7
Trung

binh 0,3 0,3 0,4 0,4 0,4 0,6 0,5 0,4 0,6 0,6
L-F DW

C4))

Binh 1 1,6 1,7 1,9 1,8 1,8 1,7 1,7 1,9 1,7 1,5
Binh 2 1,6 1,8 1,5 1,7 1,7 1,9 1,9 1,6 2,0 1,7
Trung

binh 1,6 1,8 1,7 1,7 1,7 1,8 1,8 1,8 1,8 1,6
% 16:0

Binh 1 24,0 23,8 214 23,1 21,7 21,3 21,9 22,0 21,0 21,6
Binh 2 23,5 23,5 21,7 22,8 214 21,0 21,5 22,0 18,2 18,0
Trung 23,7 23,6 21,5 23,0 21,6 21,1 21,7 22,0 19,6 19,8

-148-




29228

binh

%DPA n-

3

Binh 1 1,2 1,2 1,0 1,2 1,2 1,0 1,0 1,1 1,0 0,9

Binh 2 1,2 1,2 1,1 1,2 1,2 1,0 1,0 1,1 1,3 1,4

Trung

binh 1,2 1,2 1,1 1,2 1,2 1,0 1,0 1,1 1,2 1,1

% DPA

n-6

Binh 1 1,7 1,4 1,8 1,8 1,8 2,0 2,1 1,9 1,8 2,1

Binh 2 1,7 1,5 1,5 1,8 1,7 2,0 2,3 1,9 1,2 1,3

Trung

binh 1,7 1,5 1,7 1,8 1,8 2,0 2,2 1,9 1,5 1,7

%

omega-3

toan

phin

Binh 1 65,6 65,8 67,9 66,3 67,7 67,9 67,4 67,4 68,2 67,6

Binh 2 66,0 66,0 67,3 66,8 68,1 68,3 67,4 67,5 70,4 70,5

Trung

binh 65,8 65,9 67,6 66,6 67,9 68,1 67,4 67,5 69,3 69,1

o pH

Binh 1 6,85 6,89 6,89 6,88 6,88 6,88 6,87 6,88 6,88 6,87

Binh 2 6,86 6,89 6,89 6,88 6,88 6,89 6,86 6,87 6,88 6,86

Trung

binh 6,86 6,89 6,89 6,88 6,88 6,89 6,87 6,88 6,88 6,87
Bang 21 tiép

Diay binh

lic (SF) | 4 4 4 4 4 4 4

IDxirly | A B C D E F G H I J

Néng dd

vit. BI12

(mg/l) 7680 3840 768 384 153,6 76,8 15,36 7,68 1,536 0
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Néng do
vit. BI12
(Log 10 -
mg/l)

3,885361

3,584331

2,885361

2,584331

2,186391

1,885361

1,186391

0,885361

0,186391

0,001

DW (g/l)

Binh 1

2,538

2,512

4,242

4,528

2,498

3,796

3,79

3,87

3,676

3,972

Binh 2

2,646

3,162

2,86

4,368

2,744

3,774

3,81

4,002

4,202

4,35

Trung
binh

2,592

2,837

3,551

4,448

2,621

3,785

3,8

3,936

3,939

4,161

%  chit
béo (theo
%  dién

tich)

Binh 1

42,5

41,9

57,5

66,7

43,6

58,1

58,2

60,0

57,1

59,2

Binh 2

446

32,9

454

63,0

43,9

57,3

57,7

59,9

60,4

62,0

Trung
binh

43,5

37,4

51,5

64,9

43,8

57,7

57,9

59,9

58,8

60,6

% DHA

Binh 1

41,1

38,0

47,6

47,1

36,6

45,1

46,0

44.6

43,8

38,0

Binh 2

40,2

40,8

40,0

46,7

39,0

45,5

45,1

45,9

46,7

40,2

Trung
binh

40,7

39,4

43,8

46,9

37,8

453

45,5

45,2

45,2

39,1

DHA
(mg/g)

Binh 1

172,7

157,5

270,6

311,0

157,7

259,4

264,6

264,2

2473

2223

Binh 2

177,2

132,8

179,6

290,9

169,2

2573

257,1

271,7

278,5

246,0

Trung
binh

175,0

145,2

225,1

300,9

163,5

258,4

260,9

267,9

262,9

234,2

% chat
béo (theo
mg/g)

Binh 1

42,0

41,4

56,9

66,0

43,1

57,5

57,5

59,3

56,5

58,5

Binh 2

44,1

32,5

44,9

62,3

434

56,6

57,0

59,2

59,7

61,3

Trung
binh

43,0

37,0

50,9

64,1

43,2

57,0

57,3

59,3

58,1

59,9

Chiét béo
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40

Binh 1 1,1 1,0 24 3,0 1,1 2,2 2,2 23 2,1 23
Binh 2 1,2 1,0 1,3 2,7 1,2 2,1 2,2 2,4 2,5 2,7
Trung

binh 1,1 1,0 1,8 2,9 1,1 2,2 2,2 23 2,3 2,5
Hiéu suit

DHA (g/1)

Binh 1 0,4 0,4 1,1 1,4 0,4 1,0 1,0 1,0 0,9 0,9
Binh 2 0,5 0,4 0,5 1.3 0,5 1,0 1,0 1,1 1,2 L1
Trung

binh 0,5 0,4 0,8 1,3 0,4 1,0 1,0 1,1 1,0 1,0
% EPA

Binh 1 22,8 27,1 17,8 16,7 29,2 21,6 20,0 21,9 222 31,3
Binh 2 24,5 244 26,7 19,5 26,3 21,0 20,9 20,5 19,2 28,5
Trung

binh 23,6 25,7 22,3 18,1 27,7 21,3 20,4 21,2 20,7 29,9
EPA

(mg/g)

Binh 1 94,9 111,3 100,5 109,1 124,9 123,0 114,1 128,8 124,1 181,9
Binh 2 106,9 78,5 118,8 120,4 113,0 118,1 117,9 120,4 113,7 173,2
Trung

binh 100,9 94,9 109,7 114,7 119,0 120,5 116,0 124,6 118,9 177,6
Hi¢u suit

EPA (g/1)

Binh 1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,3 0,5 0,4 0,5 0,5 0,7
Binh 2 0,3 0,3 0,3 0,5 0,3 0,4 0,5 0,5 0,5 0,8
Trung

binh 0,3 0,3 0,4 0,5 0,3 0,5 0,4 0,5 0,5 0,7
L-F DW

C4)

Binh 1 1,5 1,5 1,8 1,5 1,4 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Binh 2 1,5 2,1 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6 1,7 1,7
Trung

binh 1,5 1,8 1,7 1,6 1,5 1,6 1,6 1,6 1,6 1,7
% 16:0
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Binh 1 24,1 23,1 22,7 24,5 224 21,6 223 21,7 22,3 17,8
Binh 2 23,6 23,1 21,6 22,0 229 21,8 22,5 21,9 22,2 18,4
Trung
binh 23,9 23,1 22,1 23,3 22,7 21,7 224 21,8 22,2 18,1
% DPA
n-3
Binh 1 1,5 1,4 1,2 1,2 1,5 1,1 1,2 1,1 1,1 1,4
Binh 2 1,5 1,3 1,5 1,1 1,4 1,1 L1 1,1 1,2 1,3
Trung
binh 1,5 1,4 1,4 1,2 1,5 1,1 1,2 1,1 1,1 1,3
% DPA
n-6
Binh 1 1,6 1,2 24 2,3 1,1 2,1 22 2,0 1,9 1,2
Binh 2 1,5 1,6 1,4 2,2 1,3 2,1 2,1 2,2 2,2 1,4
Trung
binh 1,5 1,4 1,9 2,3 1,2 2,1 2,1 2,1 2,1 1,3
%
omega-3
toan
phén
Binh 1 65,4 66,6 66,6 65,0 67,3 67,8 67,2 67,6 67,0 70,7
Binh 2 66,2 66,5 68,2 67,3 66,8 67,6 67,0 67,5 67,1 70,0
Trung
binh 65,8 66,5 67,4 66,2 67,0 67,7 67,1 67,5 67,0 70,3
b6 pH
Binh 1 6,83 6,84 6,82 6,84 6,83 6,84 6,84 6,84 6,86 6,85
Binh 2 6,82 6,84 6,81 6,84 6,83 6,84 6,84 6,84 6,84 6,85
Trung
binh 6,83 6,84 6,82 6,84 6,83 6,84 6,84 6,84 6,85 6,85

Vidu 12

S6 truy cdp ATCC PTA-10208 céc gradien vitamin B12 & diéu kién 10%
CO2

-152-




29228

Céc thir nghiém duogc thuc hién dé xac dinh ndng d6 cta vitamin B12 ma tao
ra su sinh truéng PTA-10208 va ning sudt EPA t6i wu.

Nhiét d6: 23°C

Téc d6 lac: 200 vong/phit

Mbi trudng co ban: SDFM-O xac dinh (DSDFM-0)

Chét ching: 1am tan lo chira PTA-10208 trong SDFM-O & diéu kién xung
quanh. Chuyén 2ml méi truong nudi ciy vao 48ml DSDFM-O & 10% CO,. Chuyén
mdi trudng nudi cdy vao DSDFM-O mdéi (10% CO,) (xem bang 22). Chuyén méi
truong nudi cay vao DSDFM-O méi (10% CO2). Str dung mdi trudng nudi cdy dé
chiing trong thir nghiém gradien vitamin B12 tuan #1 (2ml/binh) (10% CO2).

Thiét 14p thir nghiém:

T4t ca cac moi trudong nudi cdy dugc nudi trong 50ml binh 1ic va bd hai binh
thét ¢b ndy dugc nudi trong mdi didu kién. PTA-10208 dugc ching vao cac
gradien vitamin B12 9 ngay trong DSDFM-O (khéng c6 taston) mbi 7 ngdy. Chét
ching cho mdi ndng d6 vitamin B12 dwoc duy tri trong toan bd thoi gian tha
nghiém. Béng céch tiép tuc chuyén PTA-10208 & cac ndng d6 vitamin B12 giam,
lugng du vitamin B12 duoc rira sach hiéu qua khéi té bao. Chit ching cho mdi
ndéng d6 vitamin B12 duoc chuyén mdi 7 ngdy. Chét ching 4 ngay tubi dugc st
dung dé bat dau mdi gradien vitamin B12 9 ngay. Mbi gradien 9 ngay duoc gin
nhén lién tiép la bé thtr nghiém A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, va K dudi day trong
bang 23. Trudéc mdi 1an ching gradien, mat d6 quang dwoc do cho mdi néng d6
vitamin B12 d& chuyén mét cach thich hop ciing mot lwong té bao. Sau 9 ngay phéat
trién, tit ca cdc mdi truong nudi cdy duoc thu hoach dé do do pH, khéi lugng kho,
va profin axit béo. Thir nghiém nay duogc két thiic khi khdi lugng khé & mbi ndng
d6 vitamin B12 dugc phat hién ra 13 da 6n dinh trong it nhét 14 2 gradien 9 ngay

lién tiép.
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Bang 23
[1Vitamin B12 mg/l Vitamin B12
5x 3,84
1X 0,77
1/2x 0,38
1/5x 0,15
1/10x 0,077
1/20x 0,038
1/50x 0,015
1/100x 0,0077
1/500x 0,0015
Ox 0

7 Gradien vitamin B12 lién tiép tir 5x dén 1/500x dugc thuc hién. Khi két
thiic thir nghiém cudi cling, mét thir nghiém méi duoc bit dAu, so sanh sy sinh
truéng PTA-10208 va san xuit EPA & 1/500x (0,0015mg/l) va 0x (Omg/1 Vitamin
B12). 4 thtr nghiém vitamin B12 1ién tuc 1/500x dén 0x duoc thuc hién.

Két qua:

(D6 véi 5% --> 1/500x Vitamin B12): Déi véi 7 thir nghiém 9 ngay lién tuc,
khéi lugng kho PAT-10208, % EPA, % DHA, % chét béo, va hiéu sut EPA khong
thay dbi & ndng d6 vitamin B12 ndm trong khoang tir 5x (3,84mg/1) dén 1/500x
(0,0015mg/1).

(D6i véi 1/500x va 0x Vitamin B12): Cac két qua trong toan by 4 thu
nghiém 9 ngay lién tuc chi ra ring PTA-10208 dugc nudi trong DSDFM-O chtra
Omg/l Vitamin B12 c6 % EPA 16n hon nhiéu so véi khi duoc nudi véi chi 1/500x
(0,0015mg/l)Vitamin B12. Trong khi d6 % EPA téing tir khoang 18% vd&i 1/500x
(0,0015mg/l) Vitamin B12 dén khoang 27% khéng c6 bat ky luong Vitamin B12
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ndo, % DHA giam tir khoang 45% véi 1/500x (0,0015mg/l) Vitamin B12 dén
khoang 36% khéng c6 Vitamin B12. Khéi luong kho PTA-10208 va % chét béo
tang nhe khi Vitamin B12 dugc loai bé hoan toan khoi DSDFM-O. Két qua cua sy
taing % EPA va sy ting nhe khéi lugng khé va % chét béo 14 hiéu suat EPA PTA-

29228

10208 EPA tdang khoang 60% khi Vitamin B12 dugc loai bé khoi DSDFM-O.

Céc két qua duoc chi ra trong céc Fig. 20 — 49 va trong bang dudi day.

Tho
nghiém 600nm g/L
Inoc. mg/l b6 Tare Out wt Khdi lwong Sinh

B Mau 0.D. Vit B12 pH (9) (9) pelet kho (g) khéi

A 5x (1) 3,84 6,80 10,4757 10,723 0,2473 4,95
5x (2) 3,84 6,80 10,4534 10,689 0,2356 4,71
1x (1) 0,77 6,80 10,5142 10,7449 10,2307 461
1x (2) 0,77 6,81 10,431 10,6512 0,2202 4,40
1/2x (1) 0,38 6,82 10,5684 10,7882 0,2198 4,40
1/2x (2) 0,38 6,82 10,6373 10,8691 0,2318 4,64
1/5x (1) 0,15 6,81 10,5044 10,7348 0,2304 4,61
1/5x (2) 0,15 6,82 10,5219 10,747 0,2251 4,50
1/10x (1) 0,077 6,83 10,5221 10,7481 0,226 4,52
1/10x (2) 0,077 6,83 10,4705 10,6979 0,2274 4,55
1/20x (1) 0,038 6,83 10,4743 10,6988 0,2245 4,49
1/20x (2) 0,038 6,83 10,7322 10,9646 0,2324 4,65
1/50x (1) 0,015 6,84 10,4777 10,6945 0,2168 4,34
1/50x (2) 0,015 6,85 10,4766 10,7018 0,2252 4,50
1/100x
W) 0,0077 6,84 10,4543 10,6863 0,232 4,64
1/100x
(2) 0,0077 6,85 10,5041 10,7452 0,2411 4,82
1/500x
(1 0,0015 6,86 10,5152 10,7563 0,2411 4,82
1/500x
2) 0,0015 6,85 10,574 10,8081 0,2341 4,68

B 5x (1) 4,0445 3,84 6,63 10,5021 10,7338 10,2317 4,63
5x (2) 4,0445 3,84 6,65 10,4735 10,7152 10,2417 4,83
1x (1) 4,3024 0,77 6,64 10,5011 10,7394 10,2383 477
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Thor
nghiém 600nm g/L
Inoc. mgll Pd Tare Out wt Khdi lwong Sinh

Bo Mau O.D. Vit B12 pH (9) (9) pelet kho (g) khéi
1x (2) 4,3024 0,77 6,65 10,4004 10,6362 0,2358 472
12x (1) 4,1648 0,38 6,64 10,4599 10,71 0,2501 5,00
12x(2) 4,1648 0,38 6,64 10,5630 10,804 0,241 4,82
1/5x (1)  4,1600 0,15 6,63 10,6521 10,889 0,2369 4,74
1/5x (2) 4,1600 0,15 6,63 10,5032 10,7341 0,2309 4,62
110x (1) 4,4997 0,077 6,65 10,4726 10,6998 0,2272 4,54
1/10x(2) 4,4997 0,077 6,64 10,4841 10,7279 10,2438 4,88
1/20x (1) 4,9716 0,038 6,64 10,3785 10,6112 10,2327 4,65
1/20x (2) 4,9716 0,038 6,64 10,3832 10,6154 10,2322 4,64
1/50x (1) 4,3049 0,015 6,65 10,3782 10,612 0,2338 4,68
1/50x (2) 4,3049 0,015 6,65 10,5546 10,7877 10,2331 4,66
1/100x
@) 46035 0,0077 6,65 10,4858 10,7172 10,2314 4,63
1/100x
2) 4,6035 0,0077 6,66 10,4771 10,7122 10,2351 4,70
1/500x '
@) 4,4494 0,0015 6,65 10,6083 10,8163 0,208 4,16
1/500x
2) 4,4494 0,0015 6,65 10,5722 10,7896 0,2174 4,35

Cc 5x (1) 41784 3,84 6,77 10,4842 10,7237 0,2395 4,79
5x (2) 41784 3,84 6,80 10,5261 10,7553 0,2292 4,58
1x (1) 42842 0,77 6,80 10,3785 10,6194 0,2409 4,82
1x (2) 4,2842 0,77 6,77 10,6083 10,8459 0,2376 4,75
12x (1) 4,8865 0,38 6,81 10,5274 10,7183 0,1909 3,82
1/2x(2) 4,8865 0,38 6,81 10,4713 10,6853 0,214 4,28
1/5x (1)  4,5411 0,15 6,81 10,3831 10,5997 0,2166 4,33
1/5x (2) 4,5411 0,15 6,84 10,5444 10,7666 0,2222 4,44
1/10x (1) 5,2960 0,077 6,80 10,501 10,7181 0,2171 4,34
1/10x (2) 5,2960 0,077 6,82 10,3783 10,5978 0,2195 4,39
1/20x (1) 5,2480 0,038 6,82 10,4521 10,6539 10,2018 4,04
1/20x (2) 5,2480 0,038 6,83 10,4018 10,5881 0,1863 3,73
1/50x (1) 5,6680 0,015 6,82 10,5049 10,7248 10,2199 4,40
1/50x (2) 5,6680 0,015 6,83 10,4197 10,6441 0,2244 4,49
1/100x
1) 49024 0,0077 6,83 10,5531 10,7847 10,2316 4,63
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Thor
nghiém 600nm g/L
Inoc. mg/l bo Tare Out wt Khéi lwgng Sinh
Bo Mau 0.D. Vit B12 pH (9) (9) pelet khé (g)  khéi
1/100x
2) 4,9024 0,0077 6,83 10,7098 10,9412 10,2314 4,63
1/500x
W) 4,6011 0,0015 6,83 10,5543 10,7942 0,2399 4,80
1/500x
(2) 4,6011 0,0015 6,83 10,3382 10,5746 0,2364 473
D 5x (1) 4,3297 3,84 6,85 10,3415 10,5976 0,2561 5,12
5x (2) 4,3297 3,84 6,85 10,4549 10,698 0,2431 4,86
1x (1) 5,3731 0,77 6,85 10,3785 10,6143 0,2358 4,72
1x (2) 5,3731 0,77 6,85 10,6117 10,8401 0,2284 4,57
1/2x (1)  4,9040 0,38 6,85 10,4318 10,6573 0,2255 4,51
1/2x (2)  4,9040 0,38 6,85 10,6572 10,8742 0,217 4,34
1/5x (1)  4,7084 0,15 6,85 10,552 10,7791 0,2271 4,54
1/5x (2) 4,7084 0,15 6,85 10,7118 10,9623 0,2505 5,01
110x (1) 4,9843 0,077 6,85 10,6174 10,8589 0,2415 4,83
1/10x (2) 4,9843 0,077 6,86 10,5229 10,7614 0,2385 4,77
1/20x (1) 4,7533 0,038 6,84 10,5045 10,7446 0,2401 4,80
1/20x (2) 4,7533 0,038 6,84 10,5049 10,7281 0,2232 4,46
1/50x (1) 4,3732 0,015 6,86 10,5161 10,7566 0,2405 4,81
1/50x (2) 4,3732 0,015 6,85 10,5234 10,7574 0,234 4,68
1/100x
(1) 4,0902 0,0077 6,86 10,4858 10,7193 0,2335 4,67
1/100x
2) 4,0902 0,0077 6,86 10,5523 10,7856 0,2333 4,67
1/500x
) 4,2472 0,0015 6,86 10,553 10,8032 0,2502 5,00
1/500x
2) 4,2472 0,0015 6,86 10,4488 10,6976 0,2488 4,98
E 5x (1) 4,5635 3,84 6,79 10,3613 10,6103 0,249 4,98
5x (2) 45635 3,84 6,80 10,5311 10,7546 0,2235 4,47
1x (1) 4,2673 0,77 6,80 10,3311 10,5651 0,234 4,68
1x (2) 4,2673 0,77 6,80 10,466 10,7162 0,2502 5,00
12x(1) 5,1989 0,38 6,79 10,6796 10,9054 0,2258 4,52
1/2x(2) 5,1989 0,38 6,80 10,5552 10,7836 0,2284 4,57
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Thir
nghiém 600nm g/L
Inoc. mg/l b6 Tare Out wt Khéi lweng Sinh
Bo Mau O.D. Vit B12 pH (9) (9) pelet kho (g) khdi
' 1/5x (1)  5,0275 0,15 6,80 10,4877 10,721  0,2333 4,67
1/5x (2)  5,0275 0,15 6,80 10,5061 10,7331 0,227 4,54
1/10x (1) 5,6680 0,077 6,81 10,3585 10,5946 0,2361 4,72
1/10x (2) 5,6680 0,077 6,80 10,6807 10,9116 0,2309 4,62
1/20x (1) 5,2891 0,038 6,81 10,3664 10,6143 0,2479 4,96
1/20x (2) 5,2891 0,038 6,81 10,3745 10,6253 0,2508 5,02
1/50x (1) 5,0356 0,015 6,81 10,4285 10,682 0,2535 5,07
1/50x (2) 5,0356 0,015 6,80 10,4022 10,6524 0,2502 5,00
1/100x
@))] 5,7271 0,0077 6,81 10,3332 10,5937 10,2605 5,21
1/100x
¥3] 5,7271 0,0077 6,81 10,525 10,7782 0,2532 5,06
1/500x
@) 5,000 0,0015 6,81 10,4192 10,6785 0,2593 5,19
1/500x
2) 5,000 0,0015 6,81 10,3991 10,6668 0,2677 5,70
F 5x (1) 45635 3,84 6,75 10,524 10,7696 0,2456 5,23
5x (2) 45635 3,84 6,75 10,3291 10,5729 0,2438 4,88
1x (1) 42673 0,77 6,75 10,4927 10,7424 0,2497 4,99
1x (2) 4,2673 0,77 6,76 10,5257 10,7652 0,2395 4,79
1/2x (1)  5,1989 0,38 6,75 10,463 10,6908 0,2278 4,56
12x(2) 5,1989 0,38 6,76 10,3756 10,6003 0,2247 4,49
1/5x (1)  5,0275 0,15 6,76 10,4212 10,6704 0,2492 4,98
1/5x (2)  5,0275 0,15 6,76 10,5061 10,7509 0,2448 4,90
1/10x (1) 5,6680 0,077 6,76 10,3829 10,6062 0,2233 4,47
1/10x (2) 5,6680 0,077 6,76 10,3651 10,6068 0,2417 4,83
1/20x (1) 5,2891 0,038 6,75 10,5096 10,7442 0,2346 4,69
1/20x (2) 5,2891 0,038 6,77 10,3875 10,6226 0,2351 4,70
1/50x (1) 5,0356 0,015 6,78 10,3584 10,6063 0,2479 4,96
1/50x (2) 5,0356 0,015 6,76 10,5235 10,7671 0,2436 4,87
1/100x
@))] 5,7271 0,0077 6,77 10,3664 10,6148 0,2484 4,97
1/100x
2 5,7271  0,0077 6,78 10,5055 10,7441 0,2386 477
1/500x 5,000 0,0015 6,79 10,3322 10,5868 0,2546 5,09
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Tho
nghiém 600nm g/L
Inoc. mg/l bo Tare Out wt Khdi Ilwogng Sinh

Bo Mau O.D. Vit B12 pH (9) (9) pelet kho (g) khdi
(1)
1/500x
2) 5,1000 0,0015 6,80 10,3279 10,591 0,2631 5,26

G 5x (1) 3,7017 3,84 6,83 10,362 10,6077 0,2457 4,91
5x (2) 3,7017 3,84 6,82 10,3595 10,6145 0,255 5,10
1x (1) 4,2905 0,77 6,84 10,3648 10,6151 10,2503 5,01
1x (2) 4,2905 0,77 6,85 10,3356 10,5972 0,2616 5,23
1/2x (1)  4,4548 0,38 6,84 10,5096 10,7683 0,2587 5,17
1/2x(2) 4,4508 0,38 6,84 10,435 10,6889 10,2539 5,08
1/5x (1) 4,6844 0,15 6,84 10,3305 10,5868 0,2563 5,13
1/5x (2) 4,6844 0,15 6,85 10,4964 10,7476 0,2512 5,02
1/10x (1) 5,8389 0,077 6,85 10,3637 10,6173 10,2536 5,07
1/10x (2) 5,8389 0,077 6,85 10,3351 10,5881 0,253 5,06
1/20x (1) 4,4483 0,038 6,85 10,4393 10,6958 0,2565 5,13
1/20x (2) 4,4483 0,038 6,86 10,3798 10,6416 0,2618 5,24
1/50x (1) 3,9821 0,015 6,86 10,3619 10,619 0,2571 5,14
1/50x (2) 3,9821 0,015 6,87 10,5179 10,7721 0,2542 5,08
1/100x
) 5,0043 0,0077 6,87 10,4756 10,7288 0,2532 5,06
1/100x
2) 5,0043 0,0077 6,87 10,4993 10,7561 0,2568 5,14
1/500x
@) 5,0108 0,0015 6,88 10,434 10,6941 0,2601 5,20
1/500x
(2) 5,0108 0,0015 6,87 10,3896 10,6446 0,255 5,10
1/500x

H @) 46921 0,0015 6,85 10,3599 10,5954 0,2355 4,71
1/500x
2 46921 0,0015 6,85 10,3720 10,6254 0,2534 5,07
0x (1) 4,8144 0,0000 6,85 10,3624 10,6052 0,2428 4,86
0x (2) 4,8144 0,0000 6,86 10,3585 10,6093 0,2508 5,02
1/500x

i )] 4,7906 0,0015 6,89 10,5492 10,7920 0,2428 4,86
1/500x 4,7906 0,0015 6,90 10,5958 10,8508 0,255 5,10
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Thir
nghiém 600nm g/lL
Inoc. mg/l bd Tare Out wt Khéi Ilwong Sinh

Bo Mau O.D. Vit B12 pPH (9) (9) pelet khd (g) khbi
)
0x (1) 4,7063 0,0000 6,89 10,5505 10,8037 0,2532 5,06
0x (2) 4,7063 0,0000 6,89 10,5120 10,7693 0,2573 5.15
1/500x

J Q) 5,8805 0,0015 6,99 10,5433 10,8089 0,2656 5,31
1/500x
(2) 5,8805 0,0015 7,00 10,5974 10,8714 0,274 5,48
0x (1) 4,6385 0,0000 7,00 10,5509 10,8145 0,2636 5,27
0x (2) 4,6385 0,0000 6,98 10,5462 10,8252 0,279 5,58
1/500x

K (1) 4,7133 0,0015 6,87 10,5424 10,8085 0,2661 5,32
1/500x
(2) 47133 0,0015 6,88 10,3444 10,6111 0,2667 5,33
0x (1) 4,2141 0,0000 6,86 10,3873 10,6587 0,2714 5,43
0x (2) 42141 0,0000 6,86 10,4188 10,6866 0,2678 5,36

Thir

nghiém % % % (n-6) (n-3) % %

Bo Mau 16:0 ARA EPA DPA DPA DHA Chét béo

A 5x (1) 27,53 1,67 16,01 2,22 2,33 41,72 67,22
5x (2) 27,65 1,71 16,02 2,16 2,41 41,17 66,07
1Ix(1) 27,73 1,72 16,00 2,15 244 41,06 66,25
1x(2) 27,72 1,75 16,32 2,10 2,48 40,46 65,42
1/2x
@) 27,86 1,74 16,36 2,09 249 40,54 65,45
1/2x
(2) 27,73 1,77 16,53 2,14 2,32 40,93 66,57
1/5x
@) 27,60 1,73 16,33 2,13 2,38 41,03 66,59
1/5x
2) 27,88 1,74 15,94 2,7 2,43 41,04 66,28
1/10x
1) 27,87 1,75 16,28 2,09 2,56 40,66 65,14
1/10x 27,81 1,74 16,07 2,13 248 40,96 65,39
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Thw
nghiém % % % (n-6) (n-3) % %
Bo Mau 16:0 ARA EPA DPA DPA DHA Chiét béo
@)
1/20x
) 27,70 1,75 16,36 2,08 2,52 40,53 65,64
1/20x
(2) 27,63 1,75 16,42 2,13 2,36 40,93 66,30
1/50x
1 27,83 1,76 16,61 2,07 243 40,60 66,02
1/50x
2) 27,82 1,69 16,35 2,11 2,49 40,84 64,97
1/100x
(1) 27,50 1,72 16,13 2,16 2,50 41,19 66,21
1/100x
(2) 27.60 1,69 1564 224 234 41,72 66,56
1/500x ‘
(1) 27,58 1,70 1563 2,24 228 41,74 66,99
1/500x
(2) 27,57 1,75 16,86 2,06 2,41 40,59 64,91
B 5x (1) 28,30 1,75 16,44 232 2,35 42,35 64,09
5x (2) 28,45 1,74 16,96 2,36 2,36 42,62 62,46
1x (1) 28,55 1,74 16,10 2,32 243 42,35 62,96
1x(2) 28,47 1,78 16,33 2,33 244 42,26 63,13
1/2x
(1) 28,21 1,71 1590 2,39 2,34 42,95 64,75
1/2x
2) 28,15 1,75 16,65 2,29 2,33 42,32 63,50
1/5x
W) 28,51 1,74 16,34 2,29 2,37 42,23 62,02
1/5x
(2) 28,43 1,75 16,35 2,29 248 42,24 63,88
1/10x
(1) 28,66 1,77 15,85 2,37 245 42,45 62,47
1/10x
2) 28,52 1,74 15,74 2,40 2,39 42,70 63,14
1/20x
(1) 28,67 1,75 15,86 2,33 2,37 42,55 63,10
1/20x 28,36 1,75 16,13 2,35 2,26 42,62 63,90
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Thir
nghiém % % % (n-6) (n-3) % %
Bo Mau 16:0 ARA EPA DPA DPA DHA Chit béo
(2)
1/50x
(1 28,36 1,79 16,64 229 242 42,04 62,31
1/50x
) 2843 1,77 15,92 2,40 242 4257 62,77
1/100x
(1) 2881 1,75 16,01 2,30 249 42,16 61,70
1/100x
) 2861 1,73 15,93 2,35 2,40 42,51 63,60
1/500x
(1) 2862 185 17,15 2,17 2,59 41,19 60,91
1/500x
) 28,30 1,84 17,39 220 243 41,40 61,56
c 5x (1) 27,97 1,95 16,08 2,60 243 42,37 67,30
5x(2) 2824 1,9 1599 2,55 2,54 42,02 66,72
1x(1) 2820 1,94 15,96 2,60 2,61 42,06 66,98
1x(2) 2810 1,98 16,39 2,54 2,64 41,73 66,30
1/2x
(1) 2777 2,14 17,67 240 285 40,46 64,53
1/2x
) 27,84 2,10 17,27 2,50 262 40,85 65,79
1/5x
(1) 27,57 2,06 17,37 246 2,64 41,17 66,69
1/5x
() 27,71 2,05 17,05 250 2,70 41,31 65,86
1/10x
(1 28,02 2,06 16,89 248 2,70 41,27 65,53
1/10x
) 2766 2,05 16,76 2,55 2,64 41,66 65,85
1/20x
) 2764 213 1727 252 2,74 41,03 65,00
1/20x
) 27,56 2,19 18,62 227 2,88 39,82 64,23
1/50x
(1) 27,78 2,02 16,98 2,51 2,52 41,61 66,22
1/50x 27,82 2,01 16,92 2,53 265 41,47 65,85
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Tho
nghiém % % % (n-6) (n-3) % %
Bo Mau 16:0 ARA EPA DPA DPA DHA Chét béo
(2)
1/100x
(1 27,85 2,01 16,77 2,54 2,67 41,50 65,23
1/100x
2 27,91 2,01 16,61 2,568 2,59 41,72 66,87
1/500x
(1) 27,73 2,02 1742 241 2,58 41,10 65,60
1/500x
2) 27,48 2,05 17,93 2,39 2,54 40,85 65,85
D 5x(1) 27,80 1,85 15,97 2,59 2,32 42,99 67,08
5x (2) 27,89 1,86 16,27 2,52 2,42 42,60 66,60
1x(1) 2760 1,92 16,59 2,54 2,53 42,42 66,32
1x(2) 27,75 1,89 16,40 2,563 2,48 42,60 66,35
1/2x
(1 27,35 1,98 1719 2,52 2,53 41,97 65,19
1/2x
(2) 2726 2,01 17,65 2,45 2,45 41,58 66,67
1/5x
(1 27,42 1,97 17,63 2,42 2,55 41,72 66,69
1/5x
(2) 27,46 1,91 16,60 2,60 245 42,44 66,58
1/10x
(1) 27,45 1,97 17,03 2,50 2,61 42,04 66,06
1/10x
2 27,45 1,90 16,66 2,52 2,46 42,46 66,91
1/20x
(1 27,45 1,96 16,95 2,58 2,41 42,11 66,10
1/20x
2 27,30 2,00 17,94 242 245 41,50 65,30
1/50x
@) 27,58 1,87 16,65 2,55 2,33 42,61 66,84
1/50x
2) 2769 1,89 16,85 2,50 2,44 42,27 65,40
1/100x
(1) 27,44 1,92 16,88 2,51 2,51 42,38 65,88
1/100x 27,47 1,92 16,67 2,58 2,43 42,56 65,83

-165-



29228

Thir
nghiém % % % (n-6) (n-3) % %
Bo Mau 16:0 ARA EPA DPA DPA DHA Chét béo
2
1/500x
)] 26,91 1,98 18,05 2,40 2,47 41,66 66,18
1/500x
(2) 27,03 1,99 18,08 2,40 2,36 41,69 65,80
E 5x (1) 27,46 1,89 16,02 260 2,30 43,33 66,12
5x (2) 27,86 1,93 16,05 2,50 2,38 43,02 63,64
1x (1) 27,75 1,95 15,91 2,58 2,39 43,09 65,41
1x(2) 27,51 1,94 1569 2,72 2,29 43,52 67,35
1/2x
@) 27,07 2,04 16,99 2,52 242 42,64 65,01
1/2x
2) 26,86 2,05 17,23 2,48 2,35 42,59 65,00
1/5x
) 27,05 1,96 16,65 2,55 2,29 43,21 65,66
1/5x
2) 27,12 1,98 16,69 252 241 43,08 63,58
1/10x
W) 27,35 1,95 16,45 255 2,48 42,94 64,34
1/10x
2) 27,31 1,92 16,22 260 2,41 43,24 64,49
1/20x
@) 26,72 1,93 16,73 2,64 2,31 43,21 65,83
1/20x
(2) 26,47 1,94 17,11 2,65 2,21 43,14 66,13
1/50x
M 26,63 1,86 16,30 2,72 2,19 43,84 65,30
1/50x
(2) 26,68 1,86 16,33 2,69 2,26 43,76 65,67
1/100x
&) 26,47 1,87 16,39 269 2,28 43,89 63,98
1/100x
(2 26,45 1,89 16,78 2,62 2,38 43,49 65,21
1/500x
) 26,06 1,88 1713 260 2,23 43,73 66,13
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Thiv
nghiém % % % (n-6) (n-3) % %
Bo Mau 16:0 ARA EPA DPA DPA DHA Chét béo
1/500x
(2) 25,95 1,88 17,68 2,57 2,10 43,40 65,46
F 5x (1) 25,71 1,96 17,50 2,46 2,34 43,56 65,46
5x (2) 25,91 1,93 17,26 2,47 2,38 43,73 65,71
1x(1) 25,93 1,90 16,70 2,54 243 43,93 66,05
1x(2) 26,03 1,94 17,17 2,48 2,39 43,41 65,34
1/2x
) 25,76 2,03 18,11 2,43 2,38 42,76 65,27
1/2x
(2) 2574 2,05 18,62 2,37 2,31 42,52 65,75
1/5x
@) 25,44 1,95 1762 2,49 227 43,73 65,80
1/6x
2) 25,41 1,94 17,35 2,52 2,32 43,99 65,88
1/10x
@) 26,13 2,04 18,06 2,36 2,55 42,43 64,10
1/10x
(2) 25,62 1,98 17,63 2,48 2,44 43,52 65,51
1/20x
W) 25,77 2,01 17,97 2,45 2,34 42,94 65,21
1/20x
(2) 2555 2,03 18,45 242 224 42,78 66,05
1/50x
) 25,26 1,96 17,54 2,55 2,18 44,07 66,41
1/50x
2) 25,48 1,95 17,58 2,50 2,30 43,72 65,93
1/100x
) 25,50 1,93 17,00 262 2,23 44,36 65,37
1/100x
2) 25,59 1,96 17,37 2,56 2,26 43,80 65,18
1/500x
W) 25,54 1,99 18,11 2,45 2,20 43,08 65,05
1/500x
2) 25565 2,00 18,69 2,36 2,18 42,66 64,57
G 5x (1) 25,74 1,95 17,58 2,37 2,08 43,04 63,68
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Thir

nghiém % % % (n-6)  (n-3) % %

Bo Mau 16:0 ARA EPA DPA DPA DHA Chét béo
5x(2) 2579 1,89 16,83 2,51 2,04 43,69 63,67
1x(1) 26,01 1,90 16,69 2,52 2,08 43,42 64,95
1x(2) 2571 1,91 16,74 2,57 1,98 43,85 65,37
1/2x
(1) 2547 1,93 17,14 252 1,97 43,69 64,28
1/2x
(2) 2568 1,95 17,80 2,42 1,94 42,76 64,15
1/5x
(1) 2563 1,94 17,43 2,46 2,02 4321 63,70
1/5x
) 2586 1,91 17,03 2,47 2,04 43,16 64,14
1/10x
1) 26,34 1,95 17,09 2,48 2,14 42,35 63,27
1/10x
2) 2624 1,93 16,79 2,52 2,04 42,93 64,71
1/20x
(1) 2547 1,97 18.06 2,37 212 42,62 63,38
1/20x
(2) 2538 1,98 18,16 2,40 1,95 42,73 62,81
1/50x
(1) 2546 1,94 18,06 2,37 2,02 42,72 63,38
1/50x
2) 2550 1,94 17,46 2,46 2,04 43,15 63,66
1/100x
(1) 2552 1,92 16,69 2m60 1,81 44,16 65,74
1/100x
2) 2596 1,92 17,11 2,48 1,96 43,00 63,89
1/500x
(1) 2571 1,95 17,78 2,41 1,97 42,83 64,61
1/500x
(2) 25556 2,02 18,25 2,37 1,90 42,63 64,80
1/500x

H (1) 2519 2,03 19,36 2,14 2,02 41,86 65,21
1/500x
(2) 2541 1,94 17,85 2,37 1,83 43,31 65,75
O0x(1) 2145 262 2754 1,31 2,50 35,78 67,83
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Thir

nghiém % % %  (n6) (n-3) % %

Bo Maiu 16:0 ARA EPA DPA DPA DHA Chét béo
0x (2) 21,79 2,63 27,33 1,30 2,51 35,66 67,07
1/500x
@) 25,21 2,02 19,89 2,15 2,10 41,48 64,17
1/500x
(2) 25,00 2,02 20,00 2,11 2,09 41,63 64,04
0x (1) 21,82 2,62 28,55 1,20 2,61 34,16 67,22
0x (2) 21,66 2,64 28,83 1,18 2,55 34,20 66,93
1/500x

J W) 24,44 1,81 16,75 2,49 2,22 45,20 63,43
1/500x
(2) 24,34 1,82 17,73 2,39 1,95 44,71 63,88
0x (1) 21,56 2,58 26,96 1,30 2,60 36,04 66,74
0x (2) 21,53 2,61 27,30 1,31 2,43 35,96 65,71
1/500x

K 1) 23,87 1,82 17,33 2,46 2,00 45,45 64,67
1/500x
(2) 24,07 1,82 17,67 2,42 1,93 45,06 64,30
0x (1) 21,77 2,63 26,13 1,39 2,81 36,49 66,14
0x (2) 21,91 2,63 27,19 1,29 2,63 35,60 66,81

Tho

nghiém 9/ @) (g g B12/

Hisu Hidu
suit  mglg suit mglg g/l chét

Bo Mau EPA EPA DHA DHA LFDW g LFDW béo

A 5x (1) 0,53 107,64 1,39 291,68 1,62 0,0024 3,32
5x (2) 0,50 105,83 1,28 282,95 1,60 0,0024 3,11
1x (1) 0,49 105,99 1,26 282,93 1,56 0,00049 3,06
1x (2) 0,47 106,77 1,17 275,34 1,52 0,00051 2,88
1/2x
(1) 0,47 107,06 1,17 275,98 1,52 0,00025 2,88
1/2x
(2) 0,51 110,04 1,26 283,39 1,55 0,00025 3,09
1/5x
(1) 0,50 108,74 1,26 284,18 1,54 0,00010 3,07
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Tho
nghiém g/ @) (g g B12/
Hiéu Hiéu
suat mgl/g suidt mglg g/l chét
Bo Mau EPA EPA DHA DHA LFDW gLFDW béo
1/5x
(2) 0,48 105,63 1,22 282,95 1,52 0,00010 2,98
1/10x
1 0,48 106,01 1,20 275,47 1,58 0,000049 2,94
1/10x
(2) 0,48 105,07 1,22 278,58 1,57 0,000049 2,97
1/20x
@) 0,48 107,36 1,19 276,71 1,54 0,000025 2,95
1/20x
(2) 0,51 108,87 1,26 282,24 1,57 0,000024 3,08
1/50x
(1) 0,48 109,67 1,16 278,77 1,47 0,000010 2,86
1/50x
(2) 0,48 106,19 1,19 275,96 1,58 0,000010 2,93
1/100x
1) 0,50 106,81 1,27 283,69 1,57 0,0000049 3,07
1/100x
(2) 0,50 104,11 1,34 288,86 1,61 0,0000048 3,21
1/500x
(1) 0,50 104,68 1,35 290,83 1,59 0,00000094 3,23
1/500x
(2) 0,51 109,46 1,23 274,01 1,64 0,00000091 3,04
B 5x (1) 0,49 105,34 1,26 279,16 1,66 0,0023 2,97
5x (2) 0,48 99,71 1,29 273,81 1,81 0,0021 3,02
1x (1) 0,48 101,34 1,27 27422 1,77 0,00044 3,00
1x (2) 0,49 103,10 1,26 274,39 1,74 0,00044 2,98
1/2x
(1) 0,52 102,99 1,39 286,04 1,76 0,00022 3,24
1/2x
(2) 0,51 105,75 1,30 276,38 1,76 0,00022 3,06
1/56x
1 0,48 101,36 1,24 269,37 1,80 0,000083 2,94
1/5x
(2) 0,48 104,41 1,25 277,49 1,67 0,000090 2,95
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Thir
‘nghiém (g/h) (g (g/) g B12/
Hiéu Hiéu
suét mglg suit mglg g/l chit
Bo Miu EPA EPA DHA DHA LFDW gLFDW béo
1/10x
1 0,45 98,98 1,20 272,75 1,71 0,000045 2,84
1/10x
(2) 0,48 99,38 1,31 277,29 1,80 0,000043 3,08
1/20x
) 0,47 100,10 1,25 276,16 1,72 0,000022 2,94
1/20x
(2) 0,48 103,06 1,26 280,15 1,68 0,000023 2,97
1/50x
)] 0,48 103,67 122 269,42 1,76 0,0000085 2,91
1/50x
(2) 0,47 99,90 1,26 274.84 1,74 0,0000086 2,93
1/100x
(1) 0,46 98,77 1,20 267,53 1,77 0,0000043 2,86
1/100x
(2) 0,48 101,29 1,27 278,11 1,71 0,0000045 2,99
1/500x
@) 0,43 104,49 1,04 258,03 1,63 0,00000092 2,53
1/500x
(2) 0,47 107,03 1,11 262,14 1,67 0,00000090 2,68
C 5x (1) 0,52 108,25 1,37 292,82 1,57 0,0025 3,22
5x (2) 0,49 106,70 1,29 287,91 1,53 0,0025 3,06
1x (1) 0,51 106,88 1,36 289,31 1,59 0,00048 3,23
1x (2) 0,52 108,67 1,31 284,09 1,60 0,00048 3,15
1/2x
(1) 0,44 114,02 1,00 268,13 1,35 0,00028 2,46
1/2x
(2) 0,49 113,61 1,15 27595 1,46 0,00026 2,82
1/5x
&)) 0,50 115,85 1,19 281,94 1,44 0,00010 2,89
1/5x
(2) 0,50 112,29 1,21 279,43 1,52 0,00010 2,93
1/10x
(&) 0,48 110,70 1,17 277,71 1,50 0,000051 2,85

-171-



29228

Thir
nghiém (g/l) (a/l) (g g B12/
Hiéu Hiéu
suét mglg suat mglg g/l chit
Bo Mau EPA EPA DHA DHA LFDW gLFDW béo
1/10x
2) 0,48 110,39 1,20 281,73 1,50 0,000051 2,89
1/20x
(1) 0,45 112,23 1,08 273,88 1,41 0,000027 2,62
1/20x
2) 0,45 119,57 095 262,65 1,33 0,000029 2,39
1/50x
(1) 0,49 112,42 1,21 282,97 1,49 0,000010 2,91
1/50x
(2) 0,50 111,40 1,23 280,41 1,53 0,000010 2,96
1/100x
(1) 0,51 109,40 1,25 278,02 1,61 0,0000048 3,02
1/100x
(2) 0,51 111,08 1,29 286,49 1,53 0,0000050 3,09
1/500x
1) 0,55 114,30 129 276,88 1,65 0,00000091 3,15
1/500x
(2) 0,56 118,05 1,27 276,25 1,61 0,00000093 3,11
D 5x (1) 0,55 107,16 1,48 296,16 1,69 0,0023 3,44
5x(2) 0,53 108,39 1,38 291,37 1,62 0,0024 3,24
1x(1) 0,52 110,03 1,33 288,89 1,59 0,00048 3,13
1x(2) 0,50 108,83 1,29 290,26 1,54 0,00050 3,03
1/2x
(1) 0,51 112,05 1,23 281,00 1,57 0,00024 2,94
1/2x
2) 0,51 117,67 1,20 284,69 1,45 0,00026 2,89
1/5x
(1) 0,53 116,92 1,26 285,74 1,51 0,00010 3,03
1/5x
2) 0,55 110,50 1,42 290,20 1,67 0,000090 3,34
1/10x
(1) 0,54 112,52 1,34 28520 1,64 0,000047 3,19
1/10x
2) 0,53 111,48 1,36 291,77 1,58 0,000049 3,19
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Tho
nghiém (g (g (g g B12/
Hiéu Hiéu
suit mglg suit mglg g/l chét
Bo Mau EPA EPA DHA DHA LFDW g LFDW béo
1/20x
)] 0,54 112,02 1,34 285,86 1,63 0,000023 3,17
1/20x
(2) 0,52 117,18 1,21 278,32 1,55 0,000025 2,91
1/50x
(1 0,54 111,32 1,37 292,53 1,59 0,0000094 3,22
1/50x
(2) 0,52 110,19 1,29 283,91 1,62 0,0000093 3,06
1/100x
(1) 0,52 111,21 1,30 286,73 1,59 0,0000048 3,08
1/100x
(2) 0,51 109,75 1,31 287,74 1,59 0,0000048 3,07
1/500x
1 0,60 119,41 1,38 283,11 1,69 0,00000089 3,31
1/500x
(2) 0,59 118,98 1,37 281,74 1,70 0,00000088 3,27
E 5x (1) 0,53 105,94 1,43 294,23 1,69 0,0023 3,29
5x (2) 0,46 102,13 1,22 281,16 1,63 0,0024 2,84
1x (1) 0,49 104,07 1,32 289,48 1,62 0,00048 3,06
1x (2) 0,53 104,97 1,47 301,01 1,63 0,00047 3,37
1/2x
1) 0,50 110,46 125 284,65 1,58 0,00024 2,94
1/2x
(2) 0,51 112,01 1,26 284,34 1,60 0,00024 2,97
1/5x
1 0,51 109,31 1,32 291,38 1,60 0,000094 3,06
1/5x
(2) 0,48 106,13 1,24 281,31 1,65 0,000091 2,89
1/10x
1) 0,50 105,82 1,30 283,74 1,68 0,000046 3,04
1/10x
(2) 0,48 104,57 1,29 286,39 1,64 0,000047 2,98
1/20x
(1) 0,55 110,12 141 29212 1,69 0,000022 3,26
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Thir
nghiém (/) @) (g g B12/
Hiéu Hidu
suét mglg suit mg/g g/l chét
Bo Miu EPA EPA DHA DHA LFDW g LFDW béo
1/20x
(2) 0,57 113,13 1,43 293,02 1,70 0,000022 3,32
1/50x
@) 0,54 106,44 1,45 294,03 1,76 0,0000085 3,31
1/50x
(2) 0,54 107,21 1,44 29514 1,72 0,0000087 3,29
1/100x
(1) 0,55 104,88 1,46 288,40 1,88 0,0000041 3,33
1/100x
(2) 0,55 109,40 1,44 291,26 1,76 0,0000044 3,30
1/500x
1) 0,59 113,27 1,60 296,97 1,76 0,00000085 3,43
1/500x
(2) 0,66 115,09 1,62 291,79 1,97 0,00000076 3,73
5x (1) 0,60 114,57 1,49 292,02 1,80 0,00212779 3,42
5x (2) 0,55 113,41 1,40 29425 1,67 0,00229687 3,20
1x (1) 0,55 110,28 1,45 297,11 1,70 0,00045415 3,30
1x (2) 0,54 112,21 1,36 290,41 1,66 0,00046376 3,13
1/2x
) 0,54 118,20 1,27 285,84 1,58 0,00024017 2,97
1/2x
(2) 0,55 121,79 1,26 286,25 1,54 0,00024686 2,95
1/5x
1 0,58 115,91 1,43 294,66 1,70 0,00008801 3,28
1/5x
(2) 0,56 114,29 1,42 296,75 1,67 0,00008979 3,23
1/10x
1) 0,52 115,79 1,21 278,51 1,60 0,00004803 2,86
1/10x
(2) 0,56 114,86 1,38 291,97 1,67 0,00004619 3,17
1/20x
(1) 0,55 117,21 1,31 286,75 1,63 0,00002328 3,06
1/20x
(2) 0,57 121,84 1,33 289,39 1,60 0,00002381 3,11
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Thir
nghiém (g) (g (g g B12/
Hiéu Hiéu
suét mglg suidt mglg g/l chat
Bo Mau EPA EPA DHA DHA LFDW g LFDW béo
1/50x
(1 0,58 116,45 145 299,69 1,67 0,00000901 3,29
1/50x
(2) 0,56 115,90 1,40 29517 1,66 0,00000904 3,21
1/100x
(1) 0,55 111,13 1,44 296,95 1,72 0,00000448 3,25
1/100x
(2) 0,54 113,25 1,36 292,35 1,66 0,00000463 3,11
1/500x
1 0,60 117,81 1,43 286,97 1,78 0,00000084 3,31
1/500x
(2) 0,63 120,03 145 282,05 1,86 0,00000080 3,40
G 5x (1) 0,55 111,96 1,35 279,27 1,78 0,00215168 3,13
5x (2) 0,55 107,14 142 28343 1,85 0,00207251 3,25
1x (1) 0,54 108.,42 1,41 287,31 175 0,00043883 3,25
1x (2) 0,57 109,44 1,60 292,04 1,81 0,00042495 3,42
1/2x
(1 0,57 110,17 145 286,10 1,85 0,00020558 3,33
1/2x
(2) 0,58 114,19 1,39 279,49 1,82 0,00020874 3,26
1/5x
1) 0,57 111,03 1,41 280,46 1,86 0,00008062 3,27
1/5x
(2) 0,55 109,25 1,39 282,05 1,80 0,00008326 3,22
1/10x
@) 0,55 108,14 1,36 273,02 1,86 0,00004134 3,21
1/10x
(2) 0,55 108,66 1,41 283,05 1,79 0,00004313 3,27
1/20x
1 0,59 114,48 1,39 275,22 1,88 0,00002023 3,25
1/20x
(2) 0,60 114,04 1,41 273,40 1,95 0,00001951 3,29
1/560x
@) 0,59 114,46 1,39 275,82 1,88 0,00000797 3,26
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Thor
nghiém (g (a/l) (g g B12/
Hiéu Hidu
suat mglg suit mgl/g g/l chit

Bo Mau EPA EPA DHA DHA LFDW g LFDW béo
1/50x
(2) 0,57 111,16 1,40 279,89 1,85 0,00000812 3,24
1/100x
1 0,56 109,75 1,47 295,79 1,73 0,00000444 3,33
1/100x
(2) 0,56 109,31 1,41 279,92 1,85 0,00000415 3,28
1/500x
@) 0,60 114,86 1,44 281,92 1,84 0,00000081 3,36
1/500x
(2) 0,60 118,27 1,41 281,47 1,79 0,00000084 3,31
1/500x
(1 0,59 126,25 1,29 279,17 1,64 0,00000092 3,07
1/500x
(2) 0,59 117,35 1,44 291,28 1,74 0,00000086 3,33
0x (1) 0,91 186,81 1,18 248,20 1,56 0,00000000 3,29
0x (2) 0,92 183,32 1,20 244,63 1,65 0,00000000 3,36
1/500x

1 ) 0,62 127,64 1,29 272-,24 1,74 0,00000086 3,12
1/500x
(2) 0,65 128,06 1,36 272,66 1,83 0,00000082 3,27
0x (1) 0,97 191,93 1,16 234,87 1,66 0,00000000 3,40
0x (2) 0,99 192,97 1,18 234,10 1,70 0,00000000 3,44
1/500x

J 1) 0,56 106,22 1,62 29266 1,94 0,00000077 3,37
1/500x
(2) 0,62 113,25 1,67 291,57 1,98 0,00000076 3,50
0x (1) 0,95 179,92 1,27 24550 1,75 0,00000000 3,52
0x (2) 1,00 179,38 1,32 241,17 1,91 0,00000000 3,67
1/500x

K (1) 0,60 112,09 1,66 298,08 1,88 0,00000080 3,44
1/500x
(2) 0,61 113,60 1,56 293,84 1,90 0,00000079 3,43
0x (1) 0,94 172,82 1,31 244,79 1,84 0,00000000 3,59
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Thir
nghiém (g/l) @n (g g B12/

Higu Higu

suét mgl/g suat mgl/g g/l chét
Bo Mau EPA EPA DHA DHA LFDW g LFDW béo

0x(2) 0,97 181,66 127 24123 1,78 0,00000000 3,58

Két luan: Sy sinh truéng ctia PTA-10208 va ning sudt EPA khong thay d6i &
cac ndng d6 Vitamin B12 ndm trong khoang tir 5x (3,84mg/l) dn 1/500x
(0,0015mg/1) trong DSDFM-O ¢ 10% CO2. Tuy nhién, khi Vitamin B12 dugc loai
b6 hoan toan khoi DSDFM-0O, % EPA ting khoang 50%, trong khi dé khdi lwong
kho va % chét béo ciing gia ting nhe, din dén su ting 60% vé ning suit EPA.

T4t ca cac khia canh, phwong 4n, va didu kién khac nhau duwoc mé ta & day

c6 thé duoc két hop véi bat ky hoic tit ca cac thay dbi.
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YEU CAU BAO HQ

1. Phuong phap san xuét sinh khéi vi sinh vat c6 cc axit béo va ndng d6 EPA, bao

gom cac budc:

(a) 1én men vi sinh vat nay trong binh 1én men dé tao ra canh truong 1én men cé
pha nuéc va sinh khéi trong d6 pha nudc c6 khi hoa tan trong d6 vi sinh vat nay bao
gdm Thraustochytrid ma san xuét sinh khéi c6 it nhit 3% EPA theo téng khéi luong

cac axit béo; va
~ (b) diéu chinh CO, hoa tan >5% khi hoa tan.

2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gdbm bude didu chinh

ap suét trén sinh khdi dé thu dugc mirc EPA mong mudn trong sinh khéi.

3. Phuong phép theo diém 1 hodc 2, trong d6 phuong phap nay con bao gébm bude
diéu chinh nhiét d6 trong canh truong dé thu dugc miac EPA mong mubn trong sinh
khéi.

4. Phuong phép theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 3, trong d6 lwong sinh
khdi, EPA hoic DHA dugc do trude khi diéu chinh CO, hoa tan.

5. Phuong phap 1am ting néng d6 EPA trong sinh khéi ctia Thraustochytrid c6 cac axit

béo va ndng d6 EPA, bao gdm céc budc:
(a) 1én men Thraustochytrid trong binh 1én men dé tao ra sinh khdi; va

(b) cung cip ap suit trén sinh khéi 16n hon hodc bang 0,5psi (3,447kPa) 16n hon
ap suét khi quyén trong thoi gian di dé 1am ting ndng do EPA trong sinh khdi.

6. Phuong phap theo diém 5, trong d6 binh nay c6 4p sudt dinh nam trong khoang tir
0,4psi (2,758kPa) dén 30psi (206,82kPa).

7. Phuong phép theo diém 6, trong d6 binh nay c6 ap suit dinh ndm trong khoang tir 1psi
(6,894kPa) dén 30psi (206,82kPa).
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8. Phuong phap theo diém 6, trong d6 binh nay c6 ap sut dinh ndm trong khoang tir 1psi
(6,894kPa) dén 20psi (137,88kPa).

9. Phuong phap theo diém bat ky trong sé cac diém tir 5 dén 8, trong d6 ap suét nay

dugc cung cip 1én dén 120 gio.

10. Phuong phap san xuét dau, trong d6 phuong phap nay bao gdbm budc san xuét sinh

khéi theo diém bét ky trong s cac diém tir 1 dén 9, va thu duoc dau tir sinh khéi nay.
11. Phuong phép theo diém 10, trong d6 dau nay dugc chiét tir sinh khéi.

12. Phuong phap theo diém 11, trong d6 sinh khdi nay duge tao ra tir vi sinh vét dugc
phan 1ap duoc luu giit v6i sb diang ky tai ATCC 1a PTA-10208, trong d6 diu nay bao
gdm céc axit béo, trong d6 céc axit béo con bao gdm céc axit béo omega-3 khong bdo
hoa da, trong d6 céc axit béo omega-3 khong bdo hoa da bao gbm DHA va EPA véi
lugng =90% khéi lugng, theo tong lwong cac axit béo omega-3 khong bdo hoa da va
lugng EPA, theo khéi lugng, nam trong khoang tir 6% dén 65% tong lugng ciia EPA
va DHA.

13. Phuong phép theo diém 12, trong d6:

(a) lwong EPA, theo khéi luong, ndm trong khoang tir 6% dén 28% tong lugng
cua EPA va DHA;

(b) luong EPA, theo khoi lugng, nam trong khoang tir 36% dén 65% téng luong
cuia EPA va DHA; hodc

(c) lugng EPA, theo khéi luong, nam trong khoang tir 28% dén 36% tong lugng
cua EPA va DHA.

14. Phuong phép theo diém 11, trong d6 sinh khdi nay dugc tao ra tir vi sinh vét dugc
phan 1ap duogc luu giit véi sb ding ky tai ATCC 1a PTA-10212, trong d6 dau nay bao
gbm cac axit béo, trong d6 cic axit béo con bao gdbm DHA va EPA va lugng EPA,

theo khéi Iwong, nim trong khoang tir 15 dén 70% tong khdi lwong ctia EPA va DHA.
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15. Phuong phép theo diém 11, trong d6 sinh khéi nay dugc tao ra tir vi sinh vat dugc
phan 13p dugc luu giit v6i s6 dang ky tai ATCC 1a PTA-9695, trong d6 du nay bao
gbm céc axit béo, trong d6 cac axit béo con bao g0m céc axit béo omega-3 khong bao
hoa da, trong d6 céc axit béo omega-3 khong bdo hoa da bao gdbm DHA va EPA véi
luong tir 50 dén 70% khbi lugng, theo tdng lwong cac axit béo omega-3 khong bdo hoa
da va lugng EPA, theo khdi lwgng, v6i luong ndm trong khoang tir 5% dén 60% tong
khéi lugng EPA va DHA.

16. Phuong phap theo diém 11, trong d6 sinh khéi nay dugc tao ra tir vi sinh vat dugc
phan 1ap duoc hru giit véi sd ding ky tai ATCC 1a PTA-9695, trong d6 diu nay bao
gbm céc axit béo, trong d6 cac axit béo con bao gdm céc axit béo omega-3 khong bio
hoa da, trong d6 cc axit béo omega-3 khong bdo hoa da bao gdbm DHA va EPA véi
lwong 12 60% khéi luong, theo tong luong céac axit béo omega-3 khong bao hoa da va
luong EPA, theo khéi luong, véi lwong nim trong khoang tir 5% dén 60% téng khi
lugng EPA va DHA.

17. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém tir 10 dén 16, trong d6 dau tho

thu dugc va trong d6 quy trinh nay con bao gdm budc tinh ché diu thé nay.

18. Sinh khéi thu dwoc bang phuong phap theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 1 dén
9.
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Fig. 1: PTA-9695 va gradien thiamin trong TSFM (0,25¢/I taston, 0,625g/l NaCl,

d6 pH=7,0)
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Fig. 2: PTA-9695 va gradien B12 trong TSFM (0,25g/l taston, 0,625g/I NaCl, 46 pH=7,0)
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Fig. 3. PTA-9695 va gradien biotin trong TSFM (0,25g/l Taston, 0,625g/l NaCl,

d6 pH=7,0)
60,0 8,0
50,0 7,0
8%  ——%pHA
40’0 - 5,0 % Chét béo
—i—% EPA
X 30,0 40 B
' ' ~3¢—% 16:0
- 3,0 % ARA
20,0
~g—DW
- 2,0
10,0
110
& - £ e " 'y
0,0 3 . e : e . < : < < ,
0,2488 0,2511 0,2535 0,2956 0,3424 0,3892
Néng d6 vitamin (mg/l)
Fig. 4. PTA-9695 va gradien Ca-Pantothenat trong TSFM (0,25¢/l taston, 0,625g/l NaCl,
do pH=7,0)
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Fig. 5. N&ng suét ctia PTA-9695 trong TSFM chuén (C1) véi 29/l taston va 1x thiamin va 1x

B12, TSFM khéng chtra Taston khong kém theo vitamin bat ky (

khong chira taston v&i 1x thiamin va B12 (B)
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Fig. 6. Khéi lvgng khé clia PTA-9695 trong SDFM-B xac dinh v&i cac ndng do
kh&c nhau cta vitamin B12 & didu kién 10% CO2
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Fig. 7. %DHA cla PTA-9695 trong SDFM-B xac dinh véi cac ndng d6 khac nhau clia

vitamin B12 & diéu kién 10% CO2
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Fig. 8. % chét béo clia PTA-09695 trong SDFM-B x&c dinh véi cac ndng dd khac

nhau ctia vitamin B12 & diéu kién 10% C0O2
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N&ng suét chit béo %

Fig.9. Nang suét chét béo (g/l) ctia PTA-9695 trong SDFM-B xac dinh vé&i nhigu
dng d6 khac nhau cda vitamin B12 & diéu kién 10% CO2
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Fig. 10. Nang suét DHA (g/l) ctia PTA-9695 tron
nhau cta vitamin B12 & diéu kién 10% CO2

b A (7,68 mgil)
e 5 {384 mgiL)
e G {768 ught.)
b [} (384 ug/L)
it B (1538 uigil.)
—&—F (76,8 ugiL}
el o v G (15,36 ugll)
= & =«H (7,68 ugil)
coodeoe | (1,536 ugll)
g J (0 gil)

g SDFM-B x&c dinh vé&i nhiéu ndng d6 khac

A (7,68 mgiL)

Bra299999993020a,

1 2 3
S6 tuan chuyén méi treong nudi cay

-185-

—— B (3,84 mgiL}
== C {768 ugll.)
ecappemce [} (384 ugy/L)
——E (1536 ugll.)
e (76,8 uglL)
~ + G (15,36 ugiL)
~ & «H {768 ugiL)
eociiree | {1,526 ugiL)

oo J (0 /L)




29228

Fig. 11. %EPA clia PTA-9695 trong SDFM-B x&c dinh v&i nhidu nbng d6 vitamin B12 &
diéu kién 10% CO2

40,0
35,0
300 . . e A (7,68 /L
) e — P
/ s B (3,84 /L)
_ e G (768 ugil}
i 3 (384 gL}

f el £ (153,6 ugL)
e F (76,8 ugylL)

15,0 : - —it + G (15,36 ug/L)
= ¢ = H (7,68 ugiL)
10,0 ererens | {1,536 ug/l)
oo § {0 411
5,0
0,0 X )
[ 1 2 3 4 5
S6 tuan chuyén méi treong nuéi cdy
Fig. 12. Khéi Iwong kho khong chtra lipit cila PTA-9695 trong SDFM-B xac dinh v&i
nhiéu ndng d6 khac nhau cla vitamin B12 & didu kién 10% CO2
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Fig. 13. %16:0 ctia PTA-9695 trong SDFM-B xac dinh v&i cac ndng dé khac nhau ciia
vitamin B12 & diéu kién 10% CO2
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Fig. 14. % omega-3 toan phan clia PTA-9695 trong SDFM-B xac dinh véi cac
ndng dé khac nhau clia vitamin B12 & didu kién 10% CO2
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Fig. 15. Khéi lwgng kho cha PTA-9695 dwéi dang ham sé ctia nhiéu ndng dd khac
nhau clia vitamin B12 trong SDFM-B x&c dinh & diéu kién 10% CO2

l@wwsmmﬁmmmw)"]

% DHA

' ' \ - tudin 1
v s g —8—tuan 2
W == tuin 4
2
1
0 3 < < ; T T &
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4
Vitamin B12 {Log 10 - mg/L}
Fig. 16. % DHA cua PTA-9695 dwéi dang ham cta nhiéu ndng dé khac nhau cua
B12 trong SDFM-B xac dinh & 10% CO2
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Fig. 17. % chét béo ctia PTA-9695 duw6i dang ham clia nhiéu ndng d6 khac nhau
ctia B12 trong SDFM-B xac dinh & 10% CO2 '
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Fig. 18. Nang suét DHA clia PTA-9695 du¢i dang ham ctia nhiu ndng d6 khac nhau
ctia B12 trong SDFM-B xac dinh & 10% CO2
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Fig. 19. % EPA clia PTA-9695 duéi dang ham ctia nhiéu ndng dd khac nhau clia B12
trong SDFM-B xac dinh & 10% CO2
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Fig. 20. Khéi lvgng kho clia PTA-9695 trong gradien vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 21. Khéi Iwgng khé ctia PTA-10208 theo th&i gian & cac ndng d6 vitamin B12 khac nhau
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Fig. 22. %16:0 cGia PTA-10208 trong gradien vitamin B12 & 10% CO?2
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Fig. 21. Khéi lwgng kho clia PTA-10208 theo thoi gian & cac ndng do vitamin B12 khac nhau
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Fig. 21. N&ng suét EPA cGia PTA-10208 céc gradien vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 28. mg/g EPA ctia PTA-10208 trong cac gradien vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 29. %DPA (n-6) clia PTA-10208 trong cac gradien vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 29. %DPA (n-3) clia PTA-10208 trong cac gradien vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 31. %DHA cta PTA-10208 trong cac gradien vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 32. Nang suét DHA clia PTA-10208 trong céc gradien vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 33. mg/g DHA clia PTA-10208 trong cac gradien vitamin B12 & 10% CO2 ’
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Fig. 34. %chéat béo ctia PTA-10208 trong cac gradien vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 35. % chét béo clia PTA-10208 theo thei gian & cac ndng d6 vitamin B12 khac nhau
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Fig. 36. g/l chét béo ctia PTA-10208 trong cac gradient vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 37. Khéi Iwgng khé khéng chira lipit cia PTA-10208 trong céac gradien vitamin
B12 & 10% CO2
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Fig. 38. Khéi lwong khé PTA-10208 voi 0,0015mg/l va Omg/I vitamin B12 & 10%
CO2
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Fig. 39. % 16:0 clia PTA-10208 v&i 0,0015mg/l va Omg/! vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 40. % ARA clia PTA-10208 v&i 0,0015mg/l va Omg/l vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 41. % EPA clia PTA-10208 v&i 0,0015mg/l va Omg/l vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 42. Nang suét EPA clia PTA-10208 véi 0,0015mg/l va Omg/l vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 43. % DPA (n- 6) cla PTA-10208 v@i 0,0015mg/t va Omg/l vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 44. % DPA (n-3) ctia PTA-10208 v&i 0,0015mg/l va Omg/l vitamin B12 & 1“0% Co2
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Fig. 45. % DHA cta PTA-10208 véi 0,0015mg/l va Omg/I vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 46. % chét béo ctia PTA-10208 v&i 0,0015mg/l va Omg/l vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 47. mg/g EPA ctia PTA-10208 v&i 0,0015mg/l va Omg/l vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 48. N&ng suét DHA clia PTA-10208 véi 0,0015mg/l va Omg/l vitamin B12 & 10% CO2
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Fig. 49. mg/g DHA clia PTA-10208 v&i 0,0015mg/l va Omg/! vitamin B12 & 10% CO2
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