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Linh vwe ky thuét dwgc dé cap

Sang ché d& cap dén vi khuan thudc giong Microbacterium, ché pham dé san
xuét psicoza chira vi khuan nay, va phuong phap san xuat psicoza bang cach sir dung

ché pham nay.
Tinh trang ky thuit cia sang ché

Nhin chung, psicoza 12 epime cta cacbon s6 3 cua fructoza (D-fructoza).
Psicoza c6 dd ngot tuong ung bang 70% so véi fructoza, nhung khong gidng nhu
fructoza, n6 khé duge chuyén héa khi hép thu bén trong trong co thé va n6 c6 chirc
nang uc ché su hép thu glucoza va tc ché glucoza trong mau. Do dé, n6 c6 thé duoc
sir dung cho thuc phdm va dd ubng dung cho bénh nhan bi tiéu duong hodc thuc phdm
va dd ubng dé bao vé co thé, va n6 c6 thé duge st dung cho cac thuc pham khac nhau
nhu thuc phém ¢6 loi cho suc khoe, v.v., vi nd ¢6 chirc nidng uc ché hoat tinh cua
enzym lién quan dén su tdng hop lipit & gan va do d6 ¢ chirc ning kiém soat duong
trong mau, ngan ngua 16 réng, va tc ché su tong hop chét béo & gan, nhu trc ché su

tich tu m& bung.

Ruou duong, duoc st dung trén quy mo 1én lam chat 1am ngot thay thé cho
dudng, c6 cac tac dung phu nhu gdy tiéu chay khi hép thu vuot qué lugng nhit dinh,
v.v., nhung psicoza khdng c6 tac dung phu da biét. Do d6, psicoza 1a chét 1am ngot
hép dan dung cho ché do #n kiéng, nhung cin phai phat trién cong nghé dé didu ché
psicoza mot cach hiéu qua dé ap dung né trong nganh cong nghiép thuce pham, vi n6

thudc loai dudng hiém, mdt monosacarit cuc ky hiém trong tu nhién.

Phuong phép didu ché psicoza thong thuong la didu ché n6 chu yéu thong qua
quy trinh téng hop héa hoc nhu phuong phéap héa hoc dé san xuét psicoza tlr fructoza
sir dung tac dung xtc tac clia ion axit molybdic. Tuy nhién, phuong phap téng hop héa
hoc ¢6 vin d& & chd psicoza c6 mét véi lugng rat nho trong qua trinh xur Iy xi r6 hodc
qua trinh d6ng phan héa glucoza va phuong phap nay tén chi phi va tao ra san pham

phu.
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Pé giai quyét vAn dé nay, phuong phép sinh hoc dé didu ché psicoza bing phan
Ung enzym voi fructoza lam co chét, nhu san xuét psicoza tur fructoza bang psicoza

epimeraza c6 ngudn goc i Agrobacterium tumefaciens da dugc nghién ciru.

Tuy nhién, theo phuong phap enzym thong thudong st dung enzym c6 chue
nang da biét, cc enzym san xuét psicoza thé hién su t8i wu duéi do pH cla diéu kién
kiém, nhung phan tmg duéi didu kién kiém kich thich phan ting khéng déc hiéu va su
héa nu cua dudng, va do d6, né khong thich hop trén quy md cong nghiép. Ngoai ra,
cac enzym thong thuong co6 vén d& & chd hiéu sudt san xudt psicoza ap dung trén quy
mo cong nghiép la thip va gia thanh san xuét ting vi ching c6 do 6n dinh giam hodc
tdc do phan ing chdm & nhiét do cao. Do do, can ¢6 phuong phép san xuét psicoza véi
hiéu sudt cao dudi didu kién nhiét d6 va do pH thich hop trén quy mb cong nghiép ma

khong tao ra san phim phu.
Ban chit ky thuit ciia sdng ché
Vén dé k¥ thuat

Theo mot phuong an, sdng ché d& xuét gidng Microbacterium méi c6 hoat tinh

bién do6i psicoza d€ san xuat psicoza tur fructoza.

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé xuat ché phdm dé san xuat psicoza chia
gidng Microbacterium, giong nudi cay cia chung nay, dich ndi bé mit cta giong nudi
cdy ctia ching nay, dich chiét giong nudi cdy cua ching nay, va/hodc dich tan cua

ching nay.

Theo phuong an khéac, sang ché d& xuit phuong phap san xuét psicoza tir

fructoza stir dung giong Microbacterium.

Theo phuong an khéc, sing ché @ xuit phuong phap phén lap gibng
Microbacterium @4 san xuét enzym bién dbi fructoza thanh psicoza tir thuc pham.

Giai phap k¥ thuat

Gibng Microbacterium méi (vi du, Microbacterium foliorum) c6 hoat tinh bién
ddi fructoza thanh psicoza tuyét voi da duge phén lap va dinh dang, hoat tinh bién ddi
tr fructoza thanh psicoza da duoc xac nhén bang cach st dung té bao vi khudn ctia
chung nay, va xac nhin xem c6 can nhiét do tdi wu, do pH tdi wu va ion kim loai cla

phan Ung t& bao vi khudn d thu duoc hoat tinh bién dbi cao cua psicoza hay khong,
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nho d6 thiét 1ap didu kién dé san xuét psicoza hi¢u qua trén quy mo 16n, dé hoan thanh
sang ché.

Theo mot phuong 4n, sang ché @ xudt vi khudn méi thudc gibng
Microbacterium c6 kha ning bién dbi fructoza thanh psicoza.

Theo phuong an khéc, sang ché @& xuét phuong phép san Xuét psicoza tir
fructoza bang cach str dung ching thudc gidng Microbacterium. Trong phuwong phap
didu ché, didu kién phan Ung t61 wu ctia t& bao vi khudn dé thu duoc hoat tinh bién dbi
psicoza cao va didu kién dé san xudt psicoza trén quy md 16n duoc d& xudt.

MO ta vén tit cac hinh vé

FIG. 1 1a dd thi thé hién sdc ky xac nhan psicoza dugc san xut tir ndng do cao
ctia fructoza bing sic ky long tinh ndng cao (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) theo mét vi du cia sang ché.

FIG. 2 1a d0 thi thé hién hoat tinh san Xuét psicoza tuong d6i cua ching
Microbacterium foliorum dugc phén 14p theo mot vi du cua sang ché theo nhiét d9.

FIG. 3 1a d6 thi thé hién hoat tinh san xuét psicoza tuong d6i cua ching
Microbacterium foliorum duge phan 14p theo mot vi du cua sang ché theo pH.

FIG. 4 1 dd thi thd hién hoat tinh san xuft psicoza tuong ddi cta ching
Microbacterium foliorum dugc phan 1ap theo mot vi du cua sdng ché theo loai ion kim
loai.

FIG. 5 1a dd thi thd hién két qua phan tich do 6n dinh nhiét do cla chung
Microbacterium foliorum duge phan lap theo mot vi du cua sang ché & nhiét dd 50°C.

FIG. 6 12 db thi thé hién hiéu suét ctia psicoza & phan ing co chét ndng do cao.

MG ta chi tiét sing ché

Sau day, sang ché s& duoc mo ta chi tiét hon.

Truéc tién, vi khudn méi thude gibng Microbacterium dugc @& xuét. Vi khuén
thudc gidng Microbacterium 1a ching c6 hoat tinh bién d6i fructoza thanh psicoza
tuyét voi, va né co thé 13 Microbacterium foliorum, Microbacterium oxydans,

Microbacterium maritypicum, Microbacterium liquefaciens, Microbacterium luteolum,

Microbacterium ginsengiterrae, Microbacterium keratanolyticum, Microbacterium
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natoriense, Microbacterium lacticum, Microbacterium xylanilyticum, Microbacterium
koreense, Microbacterium imperial hoic Microbacterium phyllosphaerae, va t6t hon
néu né c6 thé 13 mot hodc nhiéu loai dugc chon tir nhém bao gém Microbacterium
foliorum, Microbacterium oxydans, va Microbacterium phyllosphaerae, va vi du, n6

c6 thé 1a ching Microbacterium foliorum.

Theo mot phuong an cu thé, vi khuan thudc gidng Microbacterium c6 thé 1a
chang Microbacterium foliorum SYG27B dugc ndp luu dusi sb noép luu

KCCM11774P.

Vi khuan thudc gibng Microbacterium khac biét & chd no c6 hoat tinh bién doi

psicoza tuyét voi dé bién ddi fructoza thanh psicoza.

Thu dugc hoat tinh bién d6i psicoza vi vi khudn thudc gidng Microbacterium
sin xuét ra enzym bién dbi fructoza thanh psicoza, va gibng Microbacterium c6 thé
san xuét ra enzym c6 hoat tinh bién dbi psicoza cao, hodc c6 thé san xuét ra psicoza
convertaza v6i luong thé hién hoat tinh bién doi psicoza tuyét voi. Do dd, vi khuan
thudc gidng Microbacterium ¢ thé duoc 4p dung mot cach hitu ich dé didu ché

psicoza, va c6 thé ting cuong hi¢u sudt san xuat psicoza.

Hoat tinh bién dbi psicoza c6 thé 6 hoat tinh dudi diéu kién nhiét d6 40°C hoac
cao hon, va vi duy, c6 thé thé hién hoat tinh t6i da dudi diéu kién nhiét do ndm trong

khoang tir 50 dén 80°C, 60 dén 80°C, hodc 70 dén 80°C, vi du, 75°C.

Ngoai ra, hoat tinh bién dbi psicoza c6 thé ¢6 hoat tinh cao dudi diéu kién do
pH nam trong khoang tur 6,5 dén 9,0, vi du, do pH ndm trong khoang tix 7,0 dén 9,0, do
pH nam trong khoang tr 7,5 dén 9,0, d6 pH nam trong khoang tir 8,0 dén 9,0 hozc nidm
trong khoang tur 8,5 dn 9,0. Cu thé, c6 thé san xut psicoza mdt cach hiéu qua trong
khoang pH trung tinh tir pH 7,0 dén 8,0.

Do d6, sang ché dé xuét ché pham dé san xuét psicoza bao gbém mdt hodc nhiéu
loai dugc chon tur nhém bao gém t¢ bao vi khudn cua vi khuin thude giéng
Microbacterium, gidng nudi cdy ctia chiing nay, dich chiét ctia ching nay va dich tan
cua chung nay.

Gibng nudi cdy nay chira enzym dugc san xut tir vi khudn thugc gidng
Microbacterium va ¢6 thé chira ching ndy hodc dang khong c6 té bao khong chta

chiing nay.
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Dich tan nghia la dich tan cua qud trinh nghién vun vi khudn thudc gidng
Microbacterium hoac dich ndi bé mit thu duoc béng cach ly tim dich tan nay, va chia

enzym duoc san xuat tir vi khuan thude giong Microbacterium.

O day, trr khi duge néu khac di, vi khuan thudce giong Microbacterium dugc s
dung dé diéu ché psicoza duoc str dung v6i nghia 1a mot hodc nhiéu loai duoc chon tur
nhém bao gdm té bao vi khuan ctia chung nay, giong nudi cay cua chung nay, va dich

tan ctia ching nay.

Ngoai ra, sang ché @ xuit phuong phép didu ché psicoza bang cach st dung vi
khuén thudc gibng Microbacterium. Phuong phap didu ché psicoza bao gdm budc cho

chiing ctia giong Microbacterium phan tmg v6i fructoza.

Theo mot phuong 4n cu thé, bude cho ching cua gidng Microbacterium phan
g véi fructoza c6 thé duge thuc hién bang budc nudi ciy té bao vi khuan cta ching

cta gibng Microbacterium trong mdi trudng nudi cay chira fructoza.

Theo phuong 4n cu thé khac, bude cho vi khuan thudc gidng Microbacterium
phan (g véi fructoza coé thé duoc thuc hién biang budc cho ching nay (t& bao vi
khuan, gidng nuoi cdy cta chung, va/hodc dich tan cua chung nay) tiép xuc véi
fructoza, vi du, budc trdn ching ndy véi fructoza hodc budce cho fructoza tiép Xuc voi
nén trong d6 ching nay duoc ¢b dinh. Nhu vay, bang cach cho vi khuén thudc giéng
Microbacterium phan Ung voi fructoza, psicoza c6 thé dugc san xuat tir fructoza bang

cach bién doi fructoza thanh psicoza.

Trong phuong phép didu ché psicoza, dé san xuit psicoza hiéu qua, nong do cta
fructoza dugc st dung lam co chét c6 thé ndm trong khoang tur 40 dén 75% (khdi
lugng/thé tich), 45 dén 75% (khdi luong/thé tich), vi du, tir 50 dén 75% (khdi
luong/thé tich), tinh theo tdng cac chét phan tng. Khi ndng d6 cua fructoza thip hon
khoang nay, gia tri kinh té tr6 nén thip hon, va khi ndng d6 cla fructoza cao hon
khoang nay, fructoza khong dugc hoa tan tét, va do d6 ndng do cia fructoza trong
khoang nay 1a duoc uu tién. Fructoza co6 thé duoc sir dung dudi dang trang thai long
duoc hoa tan trong dung dich dém hodc nude (vi du, nudc cét).

Trong phuong phap didu ché psicoza, phan tmng c6 thé duogc thuc hién dudi diéu
kién nhiét d6 30°C hodc cao hon, vi du, 40°C hodc cao hon. Vi su nhudm néu fructoza

]am co chit ¢6 thé xay ra, khi nhiét do béng 80°C hodc cao hon, nén phan ng ¢ thé
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duge thue hién dudi didu kién nhiét do nim trong khoang tir 40 dén 80°C, vi du, tir 50
dén 80°C, tir 60 dén 80°C, hoic tir 70 dén 80°C, vi du, 75°C.

Ngoai ra, phan tmg c6 thé dugc thuc hién duéi diéu kién d6 pH ndm trong
khoang tur 6,5 dén 9,0, vi du, pH 7,0 dén 9,0, pH 7,5 dén 9,0, pH 8,0 dén 9,0 hozc 8.5
dén 9,0, Cu thé, c6 thé san xut psicoza hiéu qua ngay ca trong khodng pH trung tinh

tir pH 7,0 dén 8,0.

Ngoai ra, trong phuong phap didu ché psicoza, tdc do bién dbi cua psicoza ting
khi thoi gian phan Gng 14u hon. Vi du, t5t hon néu thoi gian phan ung bang 1 gid hodc
1au hon, vi du, 2 gid ho#c 1au hon, 3 gid hodc 1au hon, 4 gio hodc 14u hon, 5 gid hodc
1au hon ho#ic 6 gid hodc 1au hon. Ngoai ra, vi sy tang tbe do bién d6i coa psicoza la
khong déng ké hodc ding hon 1a giam, khi thoi gian phan tng hon 48 gid, tot hon néu
thoi gian phan tng khéng vuot qua 48 gio. Do do, thoi gian phan ng c6 thé nam
trong khoang tir 1 dén 48 gid, 2 dén 48 gid, 3 dén 48 gio, 4 dén 48 gio, 5 dén 48 gio,
hodc 6 dén 48 gio, va né cb thé ndm trong khoang tir khoang 1 dén 48 giv, 2 dén 36
gid, 3 dén 24 gid, 3 dén 12 gid, hodc 3 dén 6 gio, xét dén khia canh cong nghigp va
kinh t&, nhung khong gidi han & cac khoang thoi gian nay.

Diéu kién duoc chon 1a dieu kién dé toi da héa hi€u qua bién doi tir fructoza

thanh psicoza.

Ngoai ra, trong phuong phap diéu ché psicoza, noéng do cua té bao vi khudn cua
vi khuén thudc gidng Microbacterium c6 thé 1a 5 mg(dew: khdi luong té bao khd)/ml
hodc cao hon, vi dy, 5 dén 100 mg(dew)/ml, 10 dén 90 mg(dcw)/ml, 20 dén 80
mg(dew)/ml, 30 dén 70 mg(dew)/ml, 40 dén 60 mg(dew)/ml, hodc 45 dén 55
mg(dcw)/ml, tinh theo tdng cac chit phan ung. Khi ndng do cia té bao vi khuan nho
hon khoang nay, hoat tinh bién dbi psicoza 1a thip hodc it, va khi n6 vuot qua khoang
ndy, tong hiéu qua ctia phan tng bién dbi psicoza la thép vi té bao vi khuin qua nhiéu,

va khoang ndng do ctia t€ bao vi khuan nay la duge uu tién.

Vi su hoat héa enzym bién ddi fructoza ma chung cua gidng Microbacterium
san xuét ra thanh psicoza (vi du, epimeraza) c6 thé dugc kiém sot bang ion kim loai,
trong qué trinh san xuét psicoza st dung vi khuan thudc gidng Microbacterium, khi
ion kim loai dugc bd sung, thi hiéu qua bién dbi tir fructoza thanh psicoza, tbc do san

xuat psicoza c6 thé duge lam tang.
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Do d6, ché phim dé diéu ché psicoza chira vi khuén thudc giong
Microbacterium c6 thé con chira ion kim loai. Ngoai ra, phuong phap di€u ché psicoza
str dung vi khuan thudc gidng Microbacterium c6 thé con bao gom budc bo sung ion

kim loai.

Theo mdt phuong an, ion kim loai ¢6 thé duoc bd sung vao mdi trudong nudi
chy trong budc nudi cdy, hodc budc nudi cdy c6 thé duge thyc hién trong mdi truong
nudi cdy trong d6 ion kim loai dugc bd sung. Theo phuong an khéc, ion kim loai ¢6
thé duogc bd sung vao fructoza hodc dugc bb sung vao hdn hop cta vi khuén thudc
gibng Microbacterium va fructoza. Theo phuong an khac, no ¢6 thé dugc bd sung vao
nén trong d6 vi khuan thudc gibng Microbacterium duoc ¢b dinh (trude khi bd sung
fructoza), hodc duoc bd sung vao hdn hop cua nén trong d6 vi khuan thudc giéng
Microbacterium duoc ¢b dinh va fructoza (sau khi bd sung fructoza), hodc né cb thé

duoc bd sung & dang hdn hop voi fructoza hodc tuong ing dudi dang bd sung fructoza.

Ion kim loai cé thé 13 mot hoic nhiéu loai duoc chon tir nhém bao gém ion
déng, ion mangan, ion canxi, ion magie, ion kém, ion niken, ion coban, ion sat, ion
nhdém, v.v.. Vi du, ion kim loai c6 thé 1a mot hoac nhiéu loai dugc chon tir nhoém bao
gém ion mangan, ion magie, ion niken, ion coban, v.v., va theo mét phuong an, ion

kim loai c6 thé 12 ion mangan, ion coban, hodc hon hop cua chung.

Khi ion mangan, ion coban, hodc hdn hop ctia ching ¢6 mat lam ion kim loai,
hoat tinh bién dbi psicoza c6 thé duoc lam ting 1,2 lan, 1,3 lan, 1,4 lan, 1,5 lan, 1,6 lan,
1.7 1an, 1,8 1An, 1,9 1An, 2,0 I3n, 2,1 Ian, 2,2 lin, hogc 2,3 1an, so véi truong hop khong

c6 ion kim loai, va vi du, né c6 thé dugc lam ting 1,2 dén 2,3 lan.

Ngoai ra, khi lugng ion kim loai bd sung it hon 0,5mM, hiéu qua ting cuong
hidu suét san xuit psicoza 1a khong déng ké, va do d6, lugng ion kim loai bb sung c6
thé béng 0,5mM hodc cao hon. Mit khéc, khi lugng ion kim loai bd sung 16n hon
5mM, hiéu qua nay la khong dang ké so v6i luong du, va do d6 luong ion kim loai bd
sung ¢6 thé bing SmM hodc nho hon. Vi dy, luong ion kim loai bd sung c¢6 thé nim
trong khoang tir 0,5mM dén 5mM, 0,5mM dén 4mM, 0,5mM dén 3mM, vi dy, 0,5
mM dén 2mM.

Nén c6 thé tao ra mdi trudng trong d6 hoat tinh cta chung da dugc ¢ dinh hodc

enzym duoc san xuét tir chiing nay ¢ thé dugc duy tri trong khoang thoi gian dai, va
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né c6 thé 1 tit ca cac nén da bict duge str dung dé co dinh enzym.

Vi du, natri alginat c6 thé dugc st dung lam nén. Natri alginat 1 polysacarit c6
mat doi dao trong thanh t& bao cia tao bién, va bao gdm axit mannuronic (axit B-D-
mannuronic) va axit gluronic (axit a-L-gluronic), va tao ra lién két beta-1,4 ngau nhién
theo khia canh cta ham lugng, va nho do, ching hodc enzym nay dugc ¢b dinh mot

cach 8n dinh, va do d6, né c6 lgi dé cho thay hiéu suat psicoza tuyét vOl.

Theo mot phuong an cu thé, dé tang cuong thém hiéu sudt cua psicoza, dung
dich chira natri alginat c6 nong dd ndm trong khoang tir 1,5 dén 4,0 % (khéi luong/thé
tich) (vi du, dung dich natri alginat chira nugc), vi dy, dung dich chura natri alginat c6
ndng do khoang 2,5% (khdi lugng/thé tich) c6 thé duoc st dung dé ¢b dinh ching. Vi
du, sau khi bd sung té bao vi khuén cta ching nay, gibng nudi cdy chira enzym dugc
san xudt boi ching nay, hoic dich tan cia ching nay vao dung dich natri alginat chira
nude c6 thé tich gap 1 dén 2 14n thé tich cta t& bao vi khuin clia chung nay, gibng nuodi
céy chira enzym duoc san xuét boi ching nay hodc dich tan cuia ching nay va trdn,
bang céch tao hat béng cach nho giot dung dich hdn hop thu duge vao dung dich ion
canxi khoang 0,2M nh¢ str dung bom tiém va bom chan khong, té bao vi khuan cta
chiing nay, gibng nudi ciy chira enzym duoc san xuét bai ching nay, hodc dich tan
cua chung nay co thé dugc ¢ dinh trong nén natri alginat. Enzym c6 thé dugc tinh ché
tir chung, gidng nudi ciy cia chung hodc dich tan cua chung bang céc phuong phap
thong thuong, vi du, phuong phap thiAm tach, két tia, hép phu, dién di, sic ky ai luc,

sac ky trao doi ion, v.v..

Phuong phép diéu ché psicoza dugc dé xuat theo sang ché ¢ thé bien doi
fructoza thanh psicoza bang cach khong str dung dung dich dém va st dung té bao vi
khuén, va do d6, né ¢6 uu diém san xuat dugc psicoza v6i hiéu suat cao bang phuong

phép don gian hon.
Hiéu qua cua sang ché

Séang ché & cap dén vi khuAn méi duoc phan 1ap thude gibng Microbacterium,
ché phim dé san xuét psicoza chita ching nay, va phuong phap san xudt psicoza bang
céch str dung ché phdm nay, va vi vi khuén thudc giéng Microbacterium theo sing ché
¢6 d6 6n dinh trong khoang pH, nhigt do hﬁ'u dung va c6 hoat tinh san Xuét psicoza tur

fructoza v&i hidu sudt cao, vi khuan nay dugc cho la s& duogc sur dung rong rdi trong
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nganh cong nghié¢p duoc phdm va thuc phdm c6 lgi cho strc khoe c6 lién quan dén

duong chuc nang.
Vi du thwe hién sing ché

Sang ché s& dugc md ta chi tiét hon bang céc vi du sau. Tuy nhién, cac vi du
nay chi 13 cac vi du nham minh hoa sang ché, va sang ché khong bi gidi han & cac vi

du nay.

Vi du 1. Phén 14p vi sinh vat c6 nguén géc U thuc phém bién ddi fructoza thanh

psicoza

Pé phén 1ap chung bién ddi fructoza thanh psicoza, canh muédi khoang dugc bd
sung psicoza (KH2PO4 2,4 g/L, KoHPOq 5,6 g/L, (NH4)2S04 2,6 g/L, MgSO47H20 0,1
g/L, dich chiét nAm men 1 g/L) dugc st dung.

Thuc phém (vi du, cdy bong cai xanh, cu nhan sam, hoa an duoc, v.v.) dugc lua
chon, va 1g mdi thuc phdm dugc thu gom va dugc bd sung vao canh MSP, va sau d6
dugc nudi céy & nhiét d6 30°C trong 24 gio, nho dé thuc hién duoc cong doan lam
gidu. Sau d6, 100 pL (microlit) dung dich nudi cay dugc thu gom va duoc phét trén
mbi trudmg aga, va sau do, duge nudi céy & nhiét d6 30°C cho dén khi khuén lac duoc
xé4c nhan. Céc khudn lac c¢6 cdc hinh dang va kich thu6e khac nhau trong s cac khuén
lac tao thanh trong moi trudng aga duoc chon va duogc céy vao canh MSP, va sau do
duoc nudi cdy ¢6 lic & nhiét do 30°C trong 24 gid va duge ly tam 2 thu hdi chi cac té
bao vi khuan. Té bao vi khuan da thu hdi dugc dit vao 100 pL dung dich dém PIPES
(piperazin-N, N'-bis(axit 2-etansulfonic)) 50 mM (pH 7,0) va dugc tao huyén phu, va
duoc 1am tan bang cach st dung bo xtr ly si€u &m (ColepParmer) dé thu gom dung
dich dich tan. Sau khi ly tdm dung dich dich tan & tdc dd 12.000 vong/phit ¢ nhiet do
4°C trong 10 phut, dich ndi bé mit duoc thu gom va duge su dung lam dung dich
enzym (enzym th), va dung dich enzym duoc cho phan (mg & nhiét d 30°C trong 12
gid v6i fructoza 10 mM va psicoza lam co chét.

Tién hanh x4c nhan viéc liéu psicoza c6 dugc bién dbi thanh fructoza trong
dung dich phan ing hay khong bing phan tich sic ky 16p mong (TLC, Thin Layer
Chromatography). Phan tich sic ky 16p mong dugc thuc hién bang cach su dung dung
mdi hién hinh cta pha tinh cua silica gel (Silica gel 60F254 (Merck, Germany)) c6

chiéu rong 20cm, chidu cao 10cm va pha dong tron axetonitril va nude ¢ ty 1€ thé tich
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bing 85:15 va hién hinh 3 1an trong 10 phut.

Céc chung trong d6 psicoza dugc bién dbi thanh fructoza nhu duge xac nhan
boi phan tich TLC dugc phan loai va dugc cdy vao canh MS da duoc bd sung psicoza
0,1 % (khéi luong/thé tich) va dugc nudi cdy c6 lac & nhigt do 30°C trong 24 gio, va
sau khi ly tam, chi c6 té bao vi khudn duge thu hdi. Té bao vi khuan d& duoc thu hoi
duoc rua b%mg NaCl 0,85 % (khéi luong/thé tich), va sau do, dugc tao huyén phu bang
cach dat fructoza 400 g/L va dung dich dém PIPES 50mM di duoc bd sung ion
mangan 1mM (pH 7,0), va dugc cho phan tng & nhiét d6 70°C trong 1 gio.

Sau dé, sau khi thu hdi dich néi bé mit bing cach ly tam két qua phan tng,
phén tich sic ky 1ong tinh ning cao (HPLC) dugc tién hanh. Phan tich sic ky long
duoc thyuc hién bang cach st dung RID (Refractive Index Detector, Agilent 1260 RID)
ctia HPLC (Agilent, USA) dugc trang bi cdt Aminex HPX-87C (BIO-RAD). Nude
duoc sir dung 1am pha dong va nhiét do 1a 80°C, va toc do dong la 0,6 mL/phut. Két
qua thu dugce dugc thé hién trén FIG. 1, va cubdi cung chon dugc 1 loai chung san xuét

psicoza manh nhét trong s6 1500 loai chung.
Vi du 2. Nhén dién chung bién d6i psicoza
2-1. Nhén dién ching

Trinh tu cia ARN ribosom 16S duoc xéc nhan dé nhan dién chung da duoc
phan 1ap trong Vi du 1. P4 x4c nhén duge rang trinh tu (5'—3') cia ARN ribosom 16S
ctia ching d& duge phan lap 13 gibng nhu SEQ ID NO. 1 va né ddng nhét 99,5% véi
Microbacterium foliorum DSM12966, va dugc dat tén la Microbacterium foliorum
SYG27B. Ching nay duoc ndp luu & Trung tdm gidng nudi cAy vi sinh vat Han Qubc

vao ngay 24 thang 9 nam 2015 véi s6 ndp luu 1a KCCM11774P.
2-2. Hoat tinh bién ddi psicoza ctia cac ching thudc cung mot gidng

Céc ching duoc nhén dién 1a vi khuén thudc giéng Microbacterium boi trinh tu
ctia ARN ribosom 168 trong sb céc chiing da dugc phan lap thé hién hoat tinh bién doi
psicoza trong Vi du 1 1a 3 loai (M. foliorum, M. oxydans, M. phyllosphaerae). Trong
s6 nay, M. foliorum, dugc xem 1a uu viét xét vé khia canh do 6n dinh vi né dugc biét
1a duoc phan lap tir cdy bdng cai xanh va cu nhén sam, chung nay dugc chon va céc

thir nghiém sau dugc tién hanh.
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Vi du 3. Thiét 1ap didu kién t5i wu bing cach sir dung phan (mg vi khuan cta

ching

Débi v6i cac chiing da dugc phan lap, t€ bao vi khuén va co chat duoc cho phan
Umg trong céc diéu kién khac nhau v€ d6 pH, nhiét dd va ion kim loai, va hoat tinh

bién ddi psicoza ctia cac ching nay duoc so sanh.
3-1. Phan tich hoat tinh trong diéu kién nhiét do

Dé x4c dinh nhiét do t6i uu dé san xuét psicoza, ching dugc phén 18p trong Vi
du 1 v6i ndng do ctia té bao vi khuin bang 5 mg(dew)/mL duoc cho phan Ung trong
fructoza 400g/L va dung dich d&m PIPES 50nM duogc bd sung ion mangan kim loai
1nM (pH 7,0) trong 1 git khi thay dbi nhiét @6 trong khoang tir 55 dén 80°C, va sau
khi phan ung két thic, viéc san xuét psicoza dugc xac dinh thong qua phan tich HPLC

v6i cuing phuong phéap nhu Vi du 1, va két qua thu dugc duoc thé hién trén FIG. 2 va

Bang 1.
Béang 1
Nhiét do phan tmg (°C) | Hoat tinh twong dbi (%)
55 542
60 66,1
65 85.8
70 96,7
75 100,0
80 87,7

Nhu duoc thé hién trén FIG. 2 va Bang 1, dd xdc nhén duoc rﬁng hoat tinh
tuong dbi ctia Microbacterium foliorum SYG27B tang khi ting nhiét d6 phan Ung dén
75°C va giam & nhigt d6 80°C. Ngoai ra, ching da phan 1ap thé hién hoat tinh t6i da &
nhiét d¢ 75°C.

3-2. Phén tich hoat tinh trong diéu kién pH

Pé nghién clru dnh hudng cua pH trong phéan ing bién ddi, ching da dugc phan
lap trong Vi du 1 véi ndéng do clia té bao vi khudn bang 5 mg/mL dugc cho phan Ung
bang cach st dung fructoza 400g/L. va Mcllvaine d3 duoc bd sung ion mangan kim
loai 1mM (dung dich dém dugc didu ché bang cach bd sung dung dich axit xitric 0,1
M va dinatri hydro phosphat 0,2 M véi cac lugng khac nhau bsi pH) trong khoang pH
tir 5,0 dén 9,0, mdt cach twong ung, & nhiét do 70°C trong 1 gid, va sau khi phan (mg
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két thic, tién hanh xac dinh sy san xuit psicoza thong qua phan tich HPLC véi cung

phuong phap nhu Vidu 1, va két qua thu duoc dugce thé hién trén FIG. 3 va Bang 2.

Bang 2
pH Hoat tinh tuong d6i (%)
5,0 24,6
5,5 36,0
6,0 39,6
6,5 60,8
7,0 75,9
7,5 81,2
8.0 91,8
8,5 93.9
9.0 100,0

Nhu duoc thé hién trén FIG. 3 va Bang 2, dd xdc nhén duoc ring
Microbacterium foliorum SYG27B 1a ching da dugc phén lap thu duoc trong Vidu 1
thé hién hoat tinh cao trong khoang pH tir 6,5 dén 9,0, va cu thé, c6 thé san xuét
psicoza hiéu qua ngay ca trong khoang pH trung tinh ndm trong khoang tir pH 7,0 dén
8,0.

3-3. Phan tich hoat tinh theo ion kim loai

Pé xac dinh nhu ciu ddi véi ion kim loai, st dung fructoza 400g/L lam co chét,
va st dung ndng do cta té bao vi khudn di duoc phan 1ap trong Vi du 1 bang Smg/mL,
70°C, va dung dich ion kim loai ImM (CaCl, CoCly, CuClz, FeSO4, MnCla, NiSOs,
ZnS04) duoc hoa tan trong dung dich dém PIPES 50mM (pH 7,0), mdt cach tuong
ing, né dugc cho phan mg trong 1 gio va sau khi phan tng két thic, viée san xuat
psicoza dugc xac dinh thong qua phan tich HPLC véi cuing phuong phap nhu Vidu 1,
va két qua thu duge duogc thé hién trén FIG. 4 va Bang 3.

Bang 3
Ion kim loai Hoat tinh tuong do6i (%)
Khong c6 (d6i chiing) 100,0
Ca 90,1
Co 222.6
Cu 24.8
Fe 77,1
Mn 121,5
Ni 95,8
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[ 7n | 31,7 B

Nhu duge thé hién trén FIG. 4 va Bang 3, so véi nhom d6i ching trong dé
khong bd sung ion kim loai (Khong c6), Microbacterium foliorum SYG27B thu dugc
trong Vi du 1 thé hién hoat tinh bién ddi psicoza cao hon so véi nhém d6i chung, khi

ion mangan (Mn) va ion coban (Co) dugc bd sung.
Vi du 4. Didu kién dé san xuét psicoza trén quy md 16n
4-1. Phan tich d6 én dinh nhiét do ctia té bao vi khudn

DPé x4c nhan d6 6n dinh nhiét d cta ching da dugc phén lap, té bao vi khudn
da duoc phén 14p trong Vi du 1 dugc tao huyén phtt v6i dung dich dém PIPES 50mM
da duoc bd sung ion mangan ImM (pH 7,0) va sbc nhiét 50°C trong 36 gid. Sau do,
sau khi cho chung phan tmg & nhiét do 70°C trong 1 gio & ndng do fructoza cubi cling
bang 400g/L, va ndng d6 cta té bao vi khuén bang 5 mg/mL, tién hanh xac dinh sy san

Xuét psicoza theo thoi gian sbc nhiét va két qua thu dugce dugc thé hién trén FIG. 5 va

Bang 4.
Bang 4
Thoi gian (gid) Hoat tinh twong dbi (%
0 100
2 93,4
4 77,8
8 65,1
12 59,7
24 53,1
36 46,1

Nhu duoc thé hién trén FIG. 5 va Bang 4, da thdy rang thoi gian ban huy I
khoang 28 gio, khi sy séc nhiét duoc dua ra dbi véi Microbacterium foliorum
SYG27B thu duoc trong Vi du 1 & nhiét d6 50°C, so voi hoat tinh bién dbi psicoza cua
Microbacterium foliorum SYG27B khong co sb¢ nhiét.

4-2. Hiéu suat cta psicoza

Duéi diéu kién san xuét psicoza trén quy mo 1én da duoc thiét 1ap, hiéu suét tdi
da theo thoi gian phan tmg dugc xac nhén. Hoat tinh theo thoi gian phan Umg dugc xac

nhan dudi diéu kién ndng do cta té bao vi khuén cua ching da duge phan lap trong Vi

-14-



33329

du 1 bang 20mg/mL, ndng do cua fructoza bang 400g/L, nhiét do bing 70°C va pH 7,0.
Phan tng dugc thuc hién trong 12 gio va hiéu sudt psicoza dugc xac nhan b%mg phén

tich HPLC trong khoang thoi gian 2 gio. Két qua dugc thé hién trén FIG. 6 va Bang 5.

Bang 5
Thoi gian (gid) Hoat tinh tuong d6i(%)

1 8.4

2 13,9
4 18,5
6 20,2
8 24,8
10 26,4
12 27,1
14 27,1

Nhu dugc thé hién trén FIG. 6 va Bang 5, Microbacterium foliorum SYG27B
cho théy toc do bién ddi psicoza ting khi thoi gian phan Gng tang, va cu thé, cho thiy
téc do bién dbi psicoza ti da 1a khoang 27%, sau khi phan Gng & nhiét do 70°C trong

12 gid, va sau do, hiéu suit psicoza dugc xac nhan la khoang 75 g/L.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuong phép san xuét psicoza tlr fructoza trong sy c6 mgt cta ion mangan (Mn*"),

phuong phép nay bao gbm budc:

cho fructoza tiép xtc véi té bao vi khuan cua Microbacterium foliorum c6 hoat
tinh bién d6i psicoza dé san xult psicoza tu fructoza, gibng nuoéi cay
cua Microbacterium foliorum, dich ndi bé mat nudi cdy cua Microbacterium foliorum,
dich chiét nudi cdy cua Microbacterium  foliorum,  va/hodc dich tan

ctia Microbacterium foliorum,

trong d6 Microbacterium foliorum c6 hoat tinh bién dbi psicoza duge lam tang

trong sy c6 mat cia ion mangan (Mn?*") so véi khi khéng c6 médt ion mangan.

2. Phuong phap san xuét psicoza theo diém 1, trong d6 budc cho tiép xtc bao gdm

viéc nudi cdy Microbacterium foliorum trong moi truong chira fructoza.

3. Phuong phéap san xuit psicoza theo diém 1, trong d6 budc cho tiép xuc duoc thuc
hién bang cach cho fructoza tiép xuic véi nén duge cb dinh bang té bao vi khuan
ctia Microbacterium foliorum, gidng nuoéi chy ctia Microbacterium foliorum, dich nbi
bé mit nudi cdy ctia Microbacterium foliorum, dich chiét nudi cdy ctia Microbacterium
foliorum, va/hoac dich tan cua Microbacterium foliorum.

4. Phuong phép san xuét psicoza theo diém 1, trong d6 phuong phap nay con bao gdm
bude bd sung mdt hodc nhidu loai ion kim loai dugc chon tir nhém bao gém mangan
va coban.

5. Phuong phap san xuét psicoza theo diém 1, trong d6 phuong phap nay duge thuc
hién bang cach khong str dung dung dich dém.

6. Phuong phép san xuét psicoza theo diém 1, trong d6 fructoza cé ndng d6 ndm trong
khoang tir 40 dén 75% (theo khdi lugng).

7. Phuong phép san xuét psicoza theo didm 1, trong d6 phuong phap nay duoc thuc
hién dudi diéu kién pH tir 6,5 dén 9,0 va nhigt do tir 40 dén 80°C.

8. Phuong phap san xuét psicoza theo diém 1, trong d6 Microbacterium foliorum dugc
ndp luu & Trung tdm gibng nudi cdy vi sinh vat Han Quéc dudi s ndp luu

KCCM11774P.
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9. Ché phim dé san xuat psicoza tir fructoza, chira té bao vi khuén ctia Microbacterium
foliorum c6 hoat tinh bién ddi psicoza dé san xuit psicoza tur fructoza, gibng nudi cay
cua Microbacterium foliorum, dich ndi bé mat nudi céy cua Microbacterium foliorum,
dich chiét nudi cldy cta Microbacterium  foliorum, va/hoac dich tan

cua Microbacterium foliorum, va

ion mangan (Mn?"),

trong d6 Microbacterium foliorum c6 hoat tinh bién ddi psicoza dugc lam ting
trong su c6 mit ctia ion mangan (Mn?*), so v6i khi khong c6 mat ion mangan.
10. Ché phim theo diém 9, trong d6 Microbacterium foliorum c6 hoat tinh bién doi
psicoza ¢ nhiét do nim trong khoang tir 40 dén 80°C.
11. Ché phidm theo diém 9, trong d6 Microbacterium foliorum c6 hoat tinh bién dobi
psicoza & do pH tir 6,5 dén 9,0.
12. Ché phim dé san xuat psicoza theo diém 9, trong d6 Microbacterium foliorum c6
hoat tinh bién dbi psicoza tang tur 1,2 dén 2,3 lan trong su ¢c6 mat cua mdt hodc nhidu
loai ion kim loai dugc chon tir nhom bao gém mangan va coban, so voi truong hop

khdng c6 ion kim loai.

13. Ché phim d& san xuat psicoza theo diém 9, trong d6 Microbacterium
foliorum duge ndp luu & Trung tam giong nudi cay vi sinh vat Han Qudc dudi s6 nop

luu KCCM11774P.

14. Chung Microbacterium foliorum duge ndp luu & Trung tam gibng nudi cly vi sinh

vat Han Quéc dudi sb nop luu KCCM11774P.
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[FIG. 4]
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