(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0033576

C12P 17/16; DO6P 5/15; DO6M 16/00; (13) B

7
(1) C12P 1/04

(21) 1-2017-03989 (22) 12/05/2016
(86) PCT/GB2016/000098 12/05/2016 (87) W02016/162657 13/10/2016
(30) GB1506018.9 09/04/2015 GB
(45) 25/10/2022 415 (43) 26/02/2018 359A
(73) COLORIFIX LIMITED (GB)
6 Dorral Dean Highfields Caldecote Cambridge CB23 7ZW, United Kingdom
(72) NUGENT, David Glen Hastie (GB); YARKONI, Orr (GB); AJIOKA, James (GB).
(74) Cong ty TNHH Tu van Pham Anh Nguyén (ANPHAMCO CO.,LTD.)

(54) PHUONG PHAP NHUOM VAT LIEU NEN SU DUNG VI SINH VAT

(57) Sang ché dé cap dén phuong phap nhudm vat liéu nén sir dung vi sinh vat, trong d6 sy
hép phu cua cac vi sinh vét chira thudc nhudém 1én soi dét duoc cai thién bang cach sir dung
cac ngudn cacbon trén ndng do ngudng. Cac phan tu thudc nhudém chta trong vi sinh vt
duoc giai phong khoi vi sinh vat va ¢ dinh truc tiép va cuc bd vao cac soi dét bang bude
xir Iy nhiét. Bude xir Iy nhiét nay ciing lam bat hoat cac vi sinh vat mang. Mot hodc nhiéu
loi vi sinh vat, va mot hodc nhiéu thuéc nhudm dugc san sinh boi mot hoac nhiéu loai vi
sinh vat d6 c6 thé tao ra nhiéu mau sic dét khac nhau. Thuéc nhudom tong hop thich hop
ciing c6 thé duoc thém vao trudc, trong hodc sau khi cic vi sinh vat da san sinh thudc
nhudém nhung trude bude xt Iy nhiét giai phong thude nhudm.
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Linh vie ky thuit dwoe dé cap

Sang ché d& cap dén phuong phap nhudom vat lidu nén nhu vai, to va sgi sir dung
vi sinh vét trong 46 su hép phu cuia cac vi sinh vét chira thudc nhudm 1én soi dét dugc cai
thién st dung cic ngudn cacbon trén ndng d6 ngudng. Cac phan tir thudc nhudm chira
trong vi sinh vt duoc giai phong khdi vi sinh vat va c¢b dinh truc tiép va khu tri vao cac
soi dét bang qua trinh xtr Iy nhiét. Qua trinh xit ly nhiét nay cling lam bét hoat cac vi sinh
vat mang. Mot hodc nhiéu loai vi sinh vat, va mot hodc nhiéu loai thuéc nhuém duge san
sinh boi mot hojc nhidu loai vi sinh vat d6 c6 thé tao ra nhiéu mau sic dét khac
nhau. Thudc nhudm tong hop thich hop cling c6 thé duoc thém vao trude, trong hodc sau
khi cAc vi sinh vat da séan sinh ra thuéc nhuém nhung truéc bude xur Iy nhiét giai phong

thudc nhudm.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché
Séan xudt thudc nhuém

Phén 16n thuéc nhudém vai hién nay dwgc tong hop héa hoc va can dung dén cac
tién chét va dung moi doc hai. Udc tinh trén 10.000 loai thudc nhudém va bdt mau khic
nhau d3 duogc sir dung cong nghi€p véi hon 700.000 tn thudc nhudém tong hop duogc san
xudt hang nam trén toan thé gidi (Checker va cic ddng tac gia, 2013, Eco-friendly textile

dyeing and finishing, tr. 151-176).

San xuét vi sinh bdt mau da duge nghién ctru hang trdim nam. Doi véi céc bot mau
nhu prodigiosin va violacein, cac vi khuén ton tai trong tu nhién da dwogc nudi cay déc

biét dé san sinh bot mau (JP10113169; JP55019070 A; JP55148091; JP63245666 A).

Patent M§ s6 4,520,103 cua Ensley md ta phwong phap san xuat bot mau cham
bang mot loai vi khuén t4i t6 hop trong mdi trudng khong indol. Str dung cac ching cu
thé ctia E. coli tai to hop dé san xuit bot mau cham hoic thudc nhudém mau cham tir indol
dugc mo ta cu thé sir dung gen ma hoéa dioxygenaza thom tir vi khudn khac dé chuyén

hoéa indol.
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Phuong phéap diéu ché indol dwgc mé ta trong patent M¥ s6 5,112,747 cta Van
Grinsven va cac dong tac gia, Hart va cac dong tac gia (Microbiology 138 211-216
(1992) da mo ta E. coli tai t& hop chira gen Rhodococcus duge nhan dong dé san xuat bot
mau cham va indirubin. Indol dugc san xuit s& dugc oxy hoéa thanh thuéc nhudém mau

cham.

Patent My s6 5, 077, 201 cia Eyal va cac dong tac gia mo ta mot chung dot bién
méi cia nAm Morel da dugc tim thiy d& san xuit thudc nhuém mau xanh chim bang qua
trinh 1én men chim trong méi trudng nudi cdy dinh dudng chira vét lidu nén cacbon va

nito.

Nguon cacbon da dang di duoc danh gid cao dung cho viéc san xut thuéc nhudém
vi sinh v4t bao gdm glyxerol, maltoza, sucroza, xitrat, lactoza va glucoza (World Journal
of Microbiology & Biotechnology (2005) 21: 969-972). Nhu duoc d& cép & mot sb noi
khac trong tai liéu nay, cac ngudn cacbon nhu glyxerol ¢6 tic dung nhu céc chit khang
khuén & ndng do vuot qua 10% (v/v). Twong tu nhu vy cc hgp chit nay duoc st dung
d& 1am ngudn cacbon trong sudt qua trinh san xuét thudc nhudém vi sinh vat & ndng

do vira phai thuong 1a <5% (thé tich/thé tich)phd bién hon 1a 1% (v/v).
Chiét xuét thudc nhudém

Mot khi cac bot mau hoat dong nhu thudc nhudm da duoc tao ra boi vi khuén, qua
trinh chiét xudt bao gdm viée st dung dung méi hitu co nhu clorofom, ete, etyl axetat,
dung dich axit sulfuric dang nuéc, axeton, hexan, benzen, etanol hodc metanol (Patent
M§ s6 5, 077, 201; patent M¥ sb, 691, 171;. Rettori va Duran nim 1998, World J.
Microbiol. Biotech 14 : 685-688; JP10113169; JP63245666 A), hodc dun séi vi sinh vt
trong dung dich nudc (JP2810287B2; JP10113169). Quaé trinh chiét xuat béng dung moi
san xuat ra chét thai hoa hoc 1a cac chat rat khé khan va ton kém dé tai ché hoic xir Iy va
gay hai 16n dén doi song thity sinh néu thai ra duong nude.

Céc bude chiét xuat thude nhudm thir clp c6 thé bao gém viée giam thé tich, thay

dbi dung moi, hodc si€u dm hodc lam dong lanh (Patent My s6 5, 834, 297; Patent My )
5,691, 171).
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X ly so b vai

Patent M§ s 6, 436, 696 boc 16 qua trinh xtr Iy soi dét bang enzym khong c6 chat
hoat dong bé mit, véi hiéu qua ting kha ning lam w6t va thim hit ciia s¢i. Cac enzym la
pectinaza, xenlulaza, proteaza, lipaza hoéc t6 hop cua chung. Cac dic tinh thdm wét cta
soi cotton nhdn thiy s& dwoc cai thién dang ké nhat bang cach xir ly bang hdn hop
cua xenlulaza va pectinaza. Nhu da boc 10 trong Patent My s6 6,436, 696, cac enzym d3
néu c6 thé dugc san xuit boi cac vi sinh vét bao gdm ndm va vi khudn. Vi sinh vat san
xuit lipaza phi hop bao gdm Candida ancudensis, Candida Antarctica, Candida

atmaspherica, Candida bombi, amyloliquefaciens Bacillus, Bacillus megaterium,

Bacillus subtilis va nhi€u vi sinh vat khac.

Cach xwr ly so by vai da biét dwgc st dung trong qua trinh nhuém bang thubc
nhudm san xuit bang vi sinh. Cac phuong phap xir Iy so bo bao gém: 1) xa phong tiéu
chuén, natri cacbonat khan, L-histidin mono-hydroclorua mono-hydrat, NaCl va NaHPO4
dé 1am truong nd vai va loai bo cac tap chat va 2) chit in mau nhu phén, dong sulfat, sat
sulfat, natri silicat, voi t6i va ché phdm tir me (Checker va cac dong tac gia, 2013, Eco-

friendly textile dyeing and finishing, trang 151-176).
Léng bam thudc nhudém

K& tir nhitng nam 1940 ca glyxerol va cac alkyt din xuat tir glyxerol da phat hién
dwoc Gng dung rong rii trong nhidu qua trinh nhuém va in cho vat liéu dét (Uses of
Glyxerol, bién soan boi The Glycerol Producers’ Association). Chinh glyxerol tao ra bot
mau nhio véi kha nang lam viéc cuc tot, thuc déy su ¢ dinh ctia thudc nhudém trong bot
mau nhdo, 1am ting gi4 tri mau trong in 4n va hd tro trong viée duy tri do am trong may

chung hap.

Glyxerol 1a thanh phﬁn cta nhiéu thudc nhuém duoc van chuyén & dang bot nhao
vi n6 ngin chin viéc thuc nhudm khoi bi khé, va dinh vao cac mit cta thung. Dic tinh
khong gdy an mon va diém dong dic thip 1a diéu mong mudn trong mg dung nay. Trong
sudt qua trinh nhudm, kha ning tron 1an véi nude cla glyxerol 6 mit trong bdt nhudm

nhdo va tdc dong dung mdi cla n6 trén nhiéu loai thuéc nhudm ho trg trong viéc phén tan
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thudc nhudém trong bon nhudém, noi ma nhiét do soi cao cua glyxerol 1a mét loi thé
khac. Thinh thoang glyxerol duge thém truc tiép vao bé nhuém nhu trudng hop véi cac
thudc nhudm nylon duwge phat trién boi Nylon Task Commitee trong Thé chién thir hai dé
dap Gng sy lam sach nhanh va cac yéu cau khac cua Quan doan sy quan quén nhu.
Trong qua trinh nhuém naphtol, glyxerol d6i khi dwoc st dung trude khi phén Ung két
hop dé cai thién sy 6n dinh ctia dung dich naphtol.

Nong do cua glyxerol thuong sir dung trong cac hon hop thudc nhudm va bot
nhudm nhéo con bi han ché dé giam thiéu thoi gian cAn thiét dé 1am khé céc loai vai sau
khi nhudém va giam thiéu viéc kiém soat nhitng khé khin trong tmg ( "Technicus" Rayon
Textile, Mo 24, 65, Thang Tam 1943). Trong mét trudng hop, dé nhudm céc sic thai mau
xanh, hon hop sau diy duoc st dung: 1,7 kg Clorindantren xanh; 39,0 lit natri hydroxit;
6,4 kg hyposulfat; va 0,5 kg glyxerol (Textile Research Journal, thang 3 ndm 1944 vol.
14 6 3 69-73). Nong do glyxerol & day 1a 1,1% (v/v).

Theo Bennett, H., "Chemical Formulary" Tap VI, New York, Chem. Publishing
Co., trang 518-9, ndm 1943, thudc nhudm vai dién hinh chira: 20 gam mau truc tiép; 310
gram nudc nong; 50 g glyxerol; 20 gram natri phosphat; 500 gram chat 1am dic dya trén
tinh bot; 100 gram albumin tring. Bt mau nhdo axit dwong thoi duge quy dinh truc
tuyén boi Dai hoc Robert Gordon chira 0,1-3 gam thubc nhudm axit, 5 gam glyxerol; 20
ml nuée 4m; 60 gram Manutex RS; 2 gram Amoni Oxalat; va 5 ml nude néng. Do d6 ¢6
thé dugc quan sat thiy rang nong do duoc khuyén céo cia glyxerol chira trong thudc

nhudm vai van & mirc 5% (thé tich/thé tich) trong hon 70 nam.

Phuong thirc nhudm khac ma trong dé glyxerol tim thy tng dung bao gbém
nhudm hoan nguyén cho vai axetat, nhu¢m vai bong v6i mau tryc tiép, va viée diéu ché
cta cac hop thudc nhudm dé st dung trén len, lya, bong, soi tong hop va dic biét to nhan
tao va xo cit ngin tir xenluloza. Qua trinh nhudm phun thuong st dung glyxerol lam
dung moi, chit phéan tan va chat tao huyén pht cho thuéc nhuém hodc bot mau. Céc dic
tinh khong tao bot cua cac hgp chét thu dugc thic day sy nhuém dong déu. N6 ciing c6
thé duoc st dung dé tao ra cac mau pha tron theo hiéu ing "umbray". Bén canh d6, n6 c6

rng dung trong nhudm tang s6i, thuoc nhudm axetat phan tan va thuoc nhudém azoic.
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Glyxerol ciing da dugc st dung dé lam chét didu hoa cho nguyén lidu dét duoc sir
dung rong rdi trong viéc 1am tron, hd vai, va 1am mém soi hodc vai. Hiéu qua cia nd
trong cac ung dung nay va cac ing dung twong tu chi yéu 1a do do nhét va khi ning
hat 4m, ca hai dic tinh ndy g6p phan vao tac dong lam déo. Chat hit am, hogc chat giit
4m, chét luong ciing can dén viéc s dung glyxerol trong cac qué trinh xt ly ddc biét,
ching han nhu qua trinh ting kha ning d& may mic cta vai hodc dé ngin chin tich dién
trén sgi. Do khong c6 kha nang tham khi doc, dic biét 1a "mu tat", glyxerol dwoc tim
thdy c6 tmg dung trong san pham hoan thién chiu khi. P§ hoa tan trong nuéc ciing 1a mot
lgi ich khi glyxerol dong vai trdo nhu mot chit 1am tron. Didu nay bd qua sy can thiét cia
céc chat tAy rira manh, ma chung ¢6 xu huéng gay ton hai vai nhung thuong phai dugc sir

dung dé loai bo dau boi tron khéc.

Pé 1am chét phu gia cho cac hop chét lam tron, chét hd vai, cac chat hoan thién
khéc nhau, glyxerol c6 tidc dung nhu chét 1am déo, dung mai, va chat tham. N6 ngan ngira
sw khé va dong banh trén soi, han ché sy tao bui ciia chit hd vai, va c6 thé hd trg

trong viéc lam phan tan dau lam tron khong tan trong nuéc duge cap tir bon nude.

Glyxerol cling dugc bao gdm trong cong thirc pha ché muc in dya trén dung dich
nude va dung méi. O diy chit nay hoat dong nhu 1a mét chit giit 4m dé wc ché sy bay
hoi cua chit 16ng mang trong khi kiém soat do nhét muc in va ciing tic ché déng luc hoc
chit 16ng trong qua trinh bam ling dong. Qua trinh ling dong muc in c6 thé bao gdm in
phun, in ludi, in pad, vv .Thong thuong ndng do glyxerol véi chét gitt 4m khic trong
cong thirc pha ché muc in 1a <20% (thé tich/thé tich) (Digital Imaging: Water-based Ink
and HSE, Phot Marketing Association International, 2004). Nhu da giai thich trong
patent M§ s& 3, 846, 141, Jet printing ink composition, ndng do cao hon cua glyxerol
hodc chat gitr 4m khac khong thé dwoc sir dung trong in phun vi hop chit muc trd nén

qua nhét va hiu qua 1a sy di qua cia myc in qua cac mdy in phun bi trc che.

Cong bd don sang ché qudc t& WO/2006/019.672 md ta sy c6 mit cua glyxerol
trong cong thirc pha ché muc in c6 thé ty duogc. Trong tai liéu nay, glyxerol xuét hién
véi mot lwgng 16n hon ham lugng nude, ma lugng nuéce 1a twong ddi thp, va thube

nhudm c6 thé ty dwoc duoc cung cip véi lugng dang ké dé glyxerol va thudc nhudm c6
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thé tiy dugc dem lai d6 nhét can thiét cho muc bt bi. Trong tai lidu nay, nuée c6 mit
v6i luong tir 10 dén 20% (thé tich/thé tich) va glyxerol c6 mit vé6i lugng nam trong

khoang tir 30 dén 50% (V/v).

Trong tit ca cac truong hop néu trén, glyxerol dugc sit dung dé thay dbi tinh chat
vat 1y, cha yéu 14 d6 nhét va tinh hit 4m, ciia chat 1éng mang dya trén nudc hoic dung
mdi nhung khong phai trén chinh cic chit mau ciia né nhu thudc nhudém azo hoic
chit mau. Cu thé hon, glyxerol khong c6 twong tac c6 y nghia, c6 muc dich hay ¢d y voi

cac mau truc ti€p bat ké sy ¢c6 mat hay khong cé mat cia chat 1ong mang.

Patent M§ 5.872.002 m ta mot phuong phap tao mau hoa vin cho nguyén liéu dét
st dung vi sinh vat dé lam mat mau vai di timg duge nhuom bang thudc nhudm azo (ma
ciing c6 thé chira thuéc nhuém khong chira azo). K§ thuat nay dugc dua trén kha nang
cta céc chung vi khuan Xanthomonas nhu NR25-2 dé chuyén hoa thudc nhudm azo chira
nhidu loai dong phan. Bing cach st dung cac chi tiét gia nhiét tao kiéu mau hoic cac bot
nhéo axit tao kidu miu, hodc bot nhdo kiém tao kiéu mau, hoic chit ty tao kiéu mau,
cac ving c6 cac ching vi khuan ling dong lén vai bi bat hoat do d6 lam giit mau
azo. Pang chi y 13 chung vi khuan nay tu ching khong san xuét hodc ling dong chat mau
nhung loai bo thudc nhuém azo bang viée chuyén héa mét phan hodc hoan toan thudc

nhudm azo di duoc ling dong trudce do.

Thudc nhuém duge san xuit bang vi khuan trong dung dich c6 thé duoc két tia
truc tiép lén vai biang phuong phap da biét (JP10113169; JP2810287B2). Ddi véi
violacein va prodigiosin, diéu nay di dugc chimg minh lam viéc trén nhiéu loai vai
(Yusof va cac dong tac gia, 2012, Application of bacterial pigments as

colorant:The Malaysian perspective).

Glyxerol dugc bao cao toan ciu nhu mot ngudn cacbon dé san xudt vi
khuén (Biotechnology Advance 27 (2009) 30-39) . Nong d6 glyxerol thong thudng trong
moi truong M9 1a 2% (v/v). Nong d6 cao hon cua glyxerol ¢6 xu huéng tc ché su phat
trién ctia vi sinh vat. Thuc su 14 glyxerol da dwoc nghién ciru dé lam chit khang khuan dé

bao quan lau dai cac manh ghép da (Burns, Tap 34, S62,205-211).
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Co dinh mau nhuoém

DPéi v6i thude nhudm duge san xuét béng vi sinh, sy cAm mau (xem Fabric pre-
treatment) da dugc chirng minh 1a cai thién viée chuyén thudc nhudm, thu dwge mau vai
d4m hon(Checker va cac ddng tac gia, 2013, Ecofriendly textile dyeing and
finishing, trang 151-176; Yusof va cac dong tic gia, 2012, Application of bacrerial
pigments as colorant: The Malaysian perspective). Mot sb phuong phap bao gém bd
sung thuéc an mau sau khi nhudém nhu mudi kim loai. Xt 1y nhiét dé ¢ dinh thudc
nhudm thuong duoc st dung, véi cac phuong phap bao gdm gia nhiét trong dung dich &
nhiét d6 trén 80°C (JP10113169;. Checker va cac dong tac gia, 2013, Eco-friendly textile
dyeing and finishing, trang 151-176.).

Patent M§ 2.297.230 mé ta viéc sir dung glyxerol dé 1am chét phu gia trong qua
trinh xtr 1y nhiét 4m trong dét may. O day, glyxerol ding dé ting cuong su gin két
ctia ddu Turkey Red, mot chit tdy rira téng hop, vao vai trong qua trinh xir ly nhiét
4m. Patent M§ 2.297.230 xé4c dinh thém rang glyxerol nén dugc phan phéi khi két hop
v6i formalin (formaldehyde trong nu6e) dé ngan chin dén mot mirc do dang ké su hinh
thanh ctia nAm mdc va bao tir. Do d6 Patent M§ 2.297.230 khong lién quan dén sang ché
ndy vi: (a) né khong lién quan dén qua trinh nhudém cho nguyén ligu dét, (b) st dung hoi
nuéc ma khong phai 12 dung dich nuée, va (c) bao gdm mot chat s& rat c6 hai cho qua
trinh vi sinh trong sang ché nay.

Quan 1y chét thai

T4t ca cac budc trén doi héi quan 1y chat thai va tiét kiém nudc do nhidu loai
thudc nhudm, tién chit va cac dung moi cua chiung duge str dung dé san xuét va chiét
xuét chung 14 ¢6 mdi nguy hai cho strc khoé con ngudi va moi trudng. Nganh dét may
tiéu thu mot luong 16n nuéctrong qua trinh san xuét, chu yéu la do qua trinh
nhudém. Nudc thai tir nha may dét duge phan loai 1a ¢6 do 6 nhiém cao nhét trong tat ca
cac phuong phap cong nghiép (Checker va cac dong tac gia, 2013, Eco-friendly textile
dyeing and finishing, trang 151-176).
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Trong qué trinh nhuém, 10-50% thudc nhudém bi thit thoat 1am thanh chét thai va
ton tai trong nudc thai (Checker va cac dong tac gia, 2013, Eco-friendly textile dyeing
and finishing, tr. 151-176). Trén quy md toan cau, didu nay din dén 2x10° tin thudc
nhudm duge thai vao méi trudng mdi nim (Checker va cac dong tac gia, 2013, Eco-
friendly textile dyeing and finishing, tr. 151-176). Trung binh, ty 1& khéi lwong nuée / vai
can thiét 1én dén 100: 1 (HuntsmanTextile Effects, Singapore).

Tém lai, cac phuong phap da biét hién tai dé san xuét thudc nhudém vai va truyén
mau va c¢b dinh thudc nhudém nay lén cac loai vai, soi va san phém dét may doi hai viéc
san xuét va st dung chit doc hoa hoc va phat sinh chét thai doc hai. Hon nita viéc tiéu
thu nuée trong qua trinh nhudm va xir Iy nude thai tiép tuc gay ra ganh ning dang ké dbi
v6i nhu cdu nuée tai dia phuwong. Trong khi gia tri cua glyxerol dé 1am chét phu gia
nhudém va chét xir ly vai da dugc thira nhén rong rai, néng d6 chat nay dugc giéi han &
mirc thap (thuong 14 duéi 5% (v/v). Trong khi cac qua trinh san xuat vi sinh thudc nhudém
vai dd duoc thao ludn, cac phuong phap nay khong mo rong dén cac phuong phap hoan

thién dé chict xuat, két tia va co dinh thuéc nhudm vao soi vai.
Ban chat ky thuat ciia sang che

Muc dich cua sang ché la dé xuat phwong phap nhudém vét liéu nén c6 dé bén mau
cao, gidm thieu van de ti€u thu nude va tiéu thu nang luong.

be dat dwgc muc dich trén, sang ché dé xuat phuong phap nhudm vét liéu nén bao
gom cac budc:

a. Nudi cay vi sinh vat san sinh thuéc nhudém véi sy c6 mit cia vat li€u nén can
duoc nhuém, va véi sy ¢6 mit cua moi treong sinh trudng chira nguon cacbon ¢ nong do
ngudng dinh tredc nam trong khoang tir 10 % (thé tich/thé tich) dén 90% (thé tich/thé
tich) dé cho vi sinh vat dugc nudi cay tiép xtc voi vat li€u nén;

b. Phan giai cac vi sinh vat da nudi cay dé¢ giai phong thuéc nhuom ti€p xtc véi
vat liéu nén; va

c. C6 dinh thudc nhudém da duoc giai phong 1én vt liéu nén.
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Nong d6 ngudng dinh trudc néu trén cua nguon cacbon la phu thudc vao nguon
cacbon dugc chon dé toi wu hoa toc do truyén cua vi sinh vat chira thudéec nhu¢m vao vat

liéu nén, va dic tinh cta viéc ¢0 dinh thuoc nhudm lén vat liéu nén sau do.
Theo mdt phuong an:

(a) Céc bu6e phan giai va c¢b dinh duoc thuc hién trong mét phuong phap duy
nhét; va/ hoic:

(b) Cac budc phén giai va c¢b dinh duge thuc hién bang cach cho vat liéu nén va vi
sinh vat vao xtr ly gia nhiét ¢ nhiét d¢ trén 100 °C, tuy y nhiét dwgc chon tir nhiét truc
tiép hodc nhiét gian tiép; trong d6 nhiét truc tiép 1a dé cho vét lidu nén va vi sinh vat tiép
xuc trong db chira phu hop dé trén ngon ltra, tAm sudi hodc 10 sudi dién; hodc trong d6

nhiét gian ti€p la gia nhiét vat liéu nén va vi sinh vét trong noi hap hoic chiéu vi séng.

Theo mot phuong an, mdt hodc nhi€éu thong s6 moi trudng nudi cdy duge chon tur
nhiét dd, nong do cacbon dioxxit, pH va tan suat khuay dugc chon sao cho téi wvu hoéa
qua trinh san sinh thudoc nhudm, toc do truyén dén vat li€u nén, va dic tinh cia qua trinh

co dinh 1€n vat liéu nén.

Theo mét phuong an, phuong phép theo sang ché con bao gdm budc: a. Dau tién
nudi cay vi sinh vat san sinh thudc nhudém véi sy khong cé mét cua vat liéu nén can duge
nhudm, trude bude la; va/hodc rira vat liéu nén da nhudm dé loai bo cac chat thai nhiém
ban trudc va sau bude lc.

Theo mdt phuong an, hai hoac nhiéu vi sinh vat khac nhau dugc st dung dong
thoti; tuy y trong d6 hai hoac nhiéu thuéc nhudm khac nhau dugc tao ra bdi mdt hoac
nhi€u vi sinh vat khac nhau.

Theo mét phuong an, cac thuoc nhuém bo sung, ké ca thude nhudm duge bo sung
ngoai sinh, déu c6 mit trong cic budc phan giai va co dinh.

Theo mot phuong an, vat liéu nén dugc chon tir cac vat li€u ty nhién, vat liéu tong
hop, ban tong hgp va vt liéu pha trdn, tuy y, trong do: a) vat liéu nén tu nhién 1a vat liéu

duoc chon tur lua, bong, lanh, len, va da; (b) vat liéu nén ban téng hgp dugce chon tir to
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nhin tao va axetat; hodc (c) vat li€u nén téng hop dugc chon tir polyeste, nylon,

acrylic, elastin, polyvinyl va cac din xuat héa chit diu mo twong tu.

Theo mdt phuong an, a) vi sinh vat san sinh thuéc nhudém tao ra thudc nhudém
dwoc chon tir cac chdt mau c6 ngudn gbe sinh hoc, protein mang mau, protein huynh
quang va protein phat quang sinh hoc; va/ hodc: (b) cac vi sinh vat dugc bién dbi di

truyén.

Theo mdt phuwong an, (A) vi sinh vét 1a cac sinh vat nhan chudn, trong d6 tlly y cac
vi sinh vat nhan chuin dugc chon tir thuc vat, tdo va nam; cac du trung va dong vat chan
d6t; hodc (B) cac vi sinh vt 13 nhitng sinh vt nhan so; trong d6 tiy y (a) dong vét nhan
so dugc lua chon tir vi khuén ¢ va vi khuén thét; (b) cac vi sinh vat nhan so 1a vi khuén
Gram duong dugc Iua chon tir Bacillus spp. va Clostridium spp; hodc (c) céac vi sinh vét
nhan so 13 vi khuin Gram am dwoc lwa chon tir Escherichia spp., Pseudomonas spp.,

Chromobacterium spp., Janthinobacter spp.

Theo mot phuong an, budc nuoi cdy dugc tién hanh: (a) trong moi trudng sinh
trudng duge lya chon tir 1o u, 1 lic, 1én men va thiét bi 1én men sinh hoc; va/ hoic (b) &
nhiét d6 nim trong khoang tr 1°C dén 150 °C; va/ hoic (¢) & néng d6 cacbon dioxit nam

trong khoang tir 0% dén 10%; va/ hoic (d) & pH nim trong khoang tir 1,5 dén 9,5.

Theo mot phuong 4n, mdi truong sinh truong duoc chon tir Luria- Bertani Broth
(LB), Terrific Broth (TB), Super Optimal Broth (méi truong SOB), Super Optimal Broth

v6i chat e ché san pham di héa (SOC), pepton dextroza chiét xuét tir nAm men (YPD).

Theo mot phuong an, (a) ngudn cacbon duge chon tly y tir dextroza, glucoza,
sucroza, tinh bot khoai tiy, xitrat, lactoza, maltoza, glyxerol, xantoza, va arabinoza;
trong d6 ngudn cacbon 1a glyxerol va/hoic (b) t6t hon néu ngudn cacbon c6 mit véi ndng
d6 nim trong khoang tir 15% (thé tich/thé tich) dén 60% (thé tich/thé tich)tot hon 1a tir
20% (thé tich/thé tich) dén 40% (thé tich/thé tich).

Theo mdt phuong an, ndng dd ngudn cacbon ngudng dugc chon sao cho thic day

su sai 1éch vé hinh dang ctia vi sinh vat trong qua trinh sinh trudng.

-11-



33576

Theo mot phuong an, sang ché dé xuat phuong phap nhudm vit liéu nén theo cac

diém 1 dén 3 sir dung thudc nhudm chira trong vi sinh vt san sinh thuoéc nhudm.

Phuong phap ndy c6 thé dat duoc bing cach tuén thu cac didu kién duéi day khi
nhudm vat lidu nén (nhw vai) truc tiép str dung cac vi sinh vat hoat dong nhu cac tac nhan

xu 1y so bo vt liéu nén cling nhu san xuat, ket tua va co dinh thuéc nhuom.

Doi véi qua trinh san xuat thudc nhudm, ca vi sinh vat ty nhién (khong tai t6 hop)
c6 kha ning san xuat ca thudc nhudm trung gian va cic thudoc nhuom cudi giong nhu vi
sinh vt tai t0 hop da dugc 1am bién doi dé co thé san xuat cac thudc nhudém trung gian

hoic thude nhudm cudi c6 thé duge sir dung trong phwong phép nay.

Xt 1y so bd (ké ca 1am bién ddi vat lidu nén thudc loai bat ky) xay ra thong qua
qué trinh trao dbi chét duoc thue hién béi cac vi sinh vat xAm nhdp vao vt lidu nén va
b6i cac chat trung gian tao thuin lgi cho céc qua trinh ndy. Xt ly so bd cho phép
thim/thdm thau/cd dinh thudc nhudém hidu qua hon trong vét liéu nén. Sy két tia clia
thubc nhudm dat dugc thong qua qué trinh san xuat cuc bd va giai phéng thubc nhuém
boi vi sinh vat di thAm thiu vao vat lidu nén. Ndong do khu tra gia ting din dén su hép
thu thudc nhudém cao hon va giam dang ké mot luong 16n thuéc nhudém tu do trong dung
dich din dén su giam dang ké luong chét thai. Trong budc ¢ dinh thudc nhudm, phan
16n thude nhuém xuat hién trong vi sinh vat bi bat hoat dugc chuyén t6i vat lidu nén do
su phan giai.

Su ¢ dinh thudc nhuém dat duge thong qua viéc dé vat liéu nén da duge xr ly &
nhiét do trén 121°C. Piéu nay c6 muc dich kép 1a bt hoat tit ca cac vi sinh vat c6 mit
trén vat liéu nén ciing nhw ¢b dinh thude nhuém 1én vat lidu. Noi hip tw dong cong
nghiép, ché tao boi Sparrow Tex Engineering Works and Bluemoon Machines
Manufacturing Company, c6 thé st dung dé thiét 1ap nhiét va diéu hoa s¢i trong pham vi

cong suat khac nhau.

Budc rira cudi cung loai bé phan 16n cac vi sinh vat bat hoat va manh vyn vi sinh
vt ra khoi vat liéu nén. Vat liéu nén thanh pham sau do duoc tiét trung va lam sach dé

dat duoc cic yéu ciu gan véi cac yéu cau quy dinh chuan cta thiet biy te.
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C6 lgi 1a phuong phap duge mo ta vuot trdi hon cac phuong phap san xuét thude
nhudm, chuyén thudc nhuém va cé dinh thudc nhudm truyén théng lién quan dén viée tao
ra cht thai, tiéu thu nuée, va tiéu thu ning lrong. Chat thai phét sinh st dung phuong
phap dugc mo ta khong bao gdm thanh phan bt ky sau day: dung mdi hitu co, cac san
phdm c6 tinh axit hodc kiém, nhu chit tdy tring. Qua trinh xir ly, bat hoat va thai cac chat
thai phat sinh tir phwong phap nay tré nén an toan va khong ton kém so véi cac phuong
phép truyén thong. Tt ca cic chét thai phat sinh tir phuong phap nay 12 cac chét phan
huy sinh hoc. Mot sé san pham chét thai phat sinh tir qué trinh nay 6 thé c6 gié tri

thuong mai, vi du nhu lam phan bén cho céy tréng.
M ta viin tit cac hinh vé -

Hinh 1 minh hoa phuwong phép gia ting va két tia thubc nhuém dugc san sinh boi
vi sinh vat theo JP2810287B2. Hinh 1A minh hoa buéc thu nhat trong d6 loi vi sinh vat

san sinh thuéc nhuom don (1) dwoc nudi ciy trong dung dich méi chat (2).

Hinh 1B thé hién buéc tht hai trong d6 vi sinh vat dugc nudi cdy trong moi
chét tht hai (3) trong vong 18 gid & 30 °C. Hinh 1C thé hién budc thtr ba trong d6 mot
san phdm phan hity len (4) duoc thém vao dung dich méi chét va lic trong nim ngay &
30°C.

Hinh 1D thé hién budc thir tu trong d6 cic soi (5) duge thém vao dung dich moi
chit trong khi mot sé thude nhuém chira trong cac vi sinh vét dugc gii phong vao cic
dung dich mdi chét (6) bing cach dun sbi cac dung dich mdi chét & 100°C trong 20 phut.

Hinh 1E thé hién budc thir sau trong d6 cac s¢i dugc dua ra khoi bé nhudém sau
khi 1am s6i va rira sach dudi dong nudc chay dé loai bo dung dich mdi chit con lai va
chat mau khong bam. Mot s6 lugng khéng xac dinh cua thudc nhudém s& van con trong
dung dich mdi chét (7) va bam vao san phdm phan hiy len (8).

Hinh 2 minh hoa phuong phap nhu¢m vét liéu dét theo sang ché.

Hinh 3 minh hoa su sinh truéng cua vi sinh vt trong moi treong nudi céy long &
day 13 E. coli, & ndng @0 1% (thé tich/thé tich) glyxerol trong 50% (thé tich/thé tich) méi

truong LB va nude.
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Hinh 4 va hinh 5 minh hoa sy sinh trueong cua vi sinh vat trong moi trudng nudi
cdy long & day 13 E. coli, 3ndng d6 5% (thé tich/thé tich) glyxerol trong 50% (thé

tich/thé tich) méi trudong LB va nudc.

Hinh 6 minh hoa sy sinh truéng cua vi sinh vét trong méi trudng nudi cy long &
day 14 E. coli, & ndng d6 10% (thé tich/thé tich) glyxerol trong 50% (thé tich/thé tich) moi

treong LB va nuée.

Hinh 7 va hinh 8 minh hoa su sinh truéng cua vi sinh vat trong moéi truong nudi
cdy long, & day la E. coli, & ndng dd 20% (thé tich/thé tich) glyxerol trong 50% (thé

tich/thé tich) méi truong LB va nudc.

Hinh 9 dn Hinh 11 minh hoa su phat trién mot vi sinh vét trong mdi trudong nudi
chy long & day1a E. coli, & ndng dd 50% (thé tich/thé tich) glyxerol trong 50% (thé
tich/thé tich) méi trudng LB va nudc.

M3 ta chi tiét sang ché

Céc diu hiéu k§ thuét va vu diém cua sang ché nay s& dé& hiéu hon, bai ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuét, sau khi doc phan mo ta chi tiét sau. N6 thira
nhan réng nhitng du hiéu ki thuat nhét dinh cua sang ché, nhim muc dich rd rang, dugc
md ta & trén va dudi diy trong bdi canh cua cac phwong an riéng biét, ciing c6 thé duoc
cung cip trong su két hop trong mét phuong an duy nhit. Nguoc lai, cac dau hiéu k¥
thuat khac nhau cia sang ché duge nhim muc dich nga“'m gon, dugc mo ta trong ngir canh
ctia mot phuong an duy nhét, ciing c6 thé duoc dé xuét riéng biét hodc trong su két hop
bét ky nao. Ngoai ra, cac chi din dung sé it ciing c¢6 thé bao gom sb nhiéu (cho vi du,

"mot” c¢6 dé cap dén la mat, hodc nhi€u hon) trir khi boi canh cu theé noi khéc.

Viéc st dung cac gia tri $6 trong cac pham vi khac nhau dugc mé ta trong don
sang ché nay, trir khi dwoc néu chinh xac, ding dé chi gia tri xdp xi nhur gia tri tdi thidu
va cuc dai trong pham vi duoc chi ra déu bang tir "khoang". Theo phuong thirc ndy, cac
bién thé nho trén va dudi cac khoang gia tri duge néu c6 thé duge sir dung dé dat duoc

két qua gan nhu tuong ty vGi cac gia tri nam trong pham vi. Ngoai ra, viéc boc 10
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nhitg pham vi nay nhim muc dich nhw 1a mt pham vi lién tuc bao gém moi gi tri giita

murc toi thi€u va cuc dai.

Tat ca cac tai liéu sang ché, cac don sang che va cac don cong bo sang ché duoc

@& cap dén & day déu duoc két hop bang cach vién dan.

Phuong phép nay nhdm muc dich két hop cac bude xir Iy so bd vat liéu nén va san
xuét, két tia va cb dinh theo timg vi tri ciia cac vat liéu nén (nhu vai). Vai c6 thé 14 tu
nhién (bong, lua, len va cac vat liéu khac c6 ban chit tuong tu) hodc tong hop (polyeste,

rayon, elastan va mot sd vat lidu khac ¢ ban chét tuong tu) vé thanh phén.

San xuit thudc nhudm dat duwoc nho st dung vi sinh vat c6 kha ning san sinh
thudc nhudm véi céc tinh chit mong mudn trong thudc nhuém. Ca vi sinh vat tu nhién
(khong téi t6 hop) c6 kha ning san xuét thudc nhudm trung gian va thanh phim va ca cac
vi sinh vt tai td hop da dugc bién dbi dé co thé san xuit thuéc nhudém trung gian va
thanh phdm c6 thé duoc sir dung trong phuong phap nay. Cac vi du bao gém nhung
khong chi han ché o
Serratia spp, Janthinobacter spp., Chromobacterium spp., Bacillus spp., Escherichia spp.
, Vi khuan cyanobacteria spp., Pseudomonas spp. Vi dy, mét dang din xuét K12 cua E.
coli dwoc bién tinh d& san xuit véi sb luong 16n violacein bang cach nap plasmid
mang violacein operon da dugc cai bién. Qua trinh cai bién bao gdm viéc sip xép lai thi
tur cda trinh tuy ma héa enzym, viéc bd sung céc vi tri gfm ribosome trude mdi trinh tir ma

héa va su t01 wu héa codon cua cac trinh tu ma hoa dé biéu hién & E. coli.

Hiu nhu vi sinh vat bat ky ma c6 thé bién ddi di truyén déu c6 thé duge dung cho
phuong phap nay. Tinh séng tao lién quan dén phuong phap nay 13 4p dung truc tiép vi

sinh vat 1én vat liéu nén dé tao thudn loi cho qua trinh nhudm cuc bg vt li€u nén.

Xt 1y so bd (bao gdm ca qua trinh bién dbi vat liéu nén dudi bat ky hinh thire nao)
xay ra thong qua qua trinh trao dbi chit duge tién hanh boi cac vi sinh vat thdm vao vt
liéu nén va béi cac chit trung gian tao thuén l¢i cho cac phuong phap nay. Qua trinh xir
ly so bd cho phép hiéu qua hon trong su thdm nhép, thAm va ¢b dinh thuc nhudm trong

vat li¢u nén.

-15-



33576

Buéc xtr Iy so by duge thuc hién boi vi sinh vét trong mot pham vi cac diéu
kién rong ma diéu khién su trao doi chit vi sinh vét thong qua cac thong sé khac nhau,
nhu ham luong chit dinh dudng, pH va do mubi. Ching vi sinh vat duge st dung trong
qué trinh nay s& quyét dinh thanh phin t6i wu cla moi trudong trung gian. Vi
du, Chromobacterium violaceum @61 hoi mot moi trudong t6i wu rat khac so

v&i Escherichia coll.

Nhu mét vi du vé phuong 4n cla sang ché nay, mot dang dan xudt K12 cua E.
coli ma da duge bién ddi dé tao ra mot ) lugng 16n violacein dugc sir dung dé xur Iy so
bd cac vat li€u nén sau: lua, len, to nhan tao, polyeste, elastan, bong va lanh. Chét trung
gian dugc sir dung dé xu ly so bd cac vit liéu nén béng chung néu trén cia E. coli bao
gdm cac thanh phan co ban sau: ngudn cacbon, ngudn nito, ngudn axit amin, nguén

muoi kim loai va nudc.

Khéng bi rang budc boi 1y thuyét, chung t6i cho ring kha ning hép phu céi tién
ctia vi sinh vat chira thudc nhudém vao vai dét 1 do su thay dbi trong hinh thai cta cac vi
sinh vat khi tiép xGic v6i ngudn cacbon khi ngudn cacbon nay la vuot qui nong do
ngudng. Cu thé hon, vugt qua néng d6 cu thé cua nguén cacbon thi cac vi sinh vat tr&
nén dai hon dang ké va bi sai léch hinh dang. Vi sinh vét dai hon nhiéu kha ning vuéng
vao soi vai trong khi vin minh doc theo chiéu dai cta chiing c6 nghia la chiing khé khin
hon d& 1o ra khoi céc chd neo ciia soi vai. Ngudng ham lugng chinh xac s&€ phu thudc
vao nhiéu yéu t6 nhu loai vi sinh vat, nguén cacbon duogc st dung, va diéu kién hoat dong
nhu nhiét do va d6 pH. No6i chung chung t61 da tim thdy ndng do nguong nim trong
khoang tir 10% (thé tich/thé tich) dén 60% (thé tich/thé tich)théng thudng 1a tir 20% (thé
tich/thé tich) dén 40% (V/v).

Hinh 1 minh hoa phuong phap gia ting va két tia thudc nhuém duoc san sinh béi
vi sinh vat theo JP2810287B2. Hinh 1A minh hoa budc thir nhét trong d6 loai vi sinh vat

san sinh thuéc nhudém don (1) dugc nudi cdy trong dung dich moi chat (2).

Hinh 1B thé hién budc thtr hai trong dé vi sinh vt dugc nuéi ciy trong moi

chét thit hai (3) trong vong 18 gidr & 30 °C. Hinh 1C thé hién bude thi ba trong d6 mot
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san pham phén huy len (4) duge thém vao dung dich méi chit va lic trong nim ngay &

30°C.

Hinh 1D thé hién budc thir tu trong d6 cac soi (5) duoc thém vao dung dich méi
chit trong khi mot sé thuéc nhudém chira trong cic vi sinh vat dugc giai phong vao céc

dung dich méi chét (6) bing cach dun sbi cac dung dich méi chat & 100°C trong 20 pht.

Hinh 1E thé hién budc thir sau trong d6 cac sgi duge dua ra khdi bé nhudm sau
khi 1am sdi va rira sach du6i dong nuée chay dé loai bo dung dich méi chét con lai va
cht mau khong bam. Mot sé lwong khong xac dinh cAc chat mau s& van con trong dung

dich méi chét (7) va bam Vao san pham phan hity len (8).

Hinh 2 minh hoa phuwong phap nhuom vai dét theo sang ché. Trude
budc nhudm thit nhit, vi sinh vt san sinh thudc nhudém (10) duoc san xuét theo céc
phuong phap vi sinh hoc tiéu chudn. Nhitng phuong phap nay cé thé bao gbm cac k§
thuat nhu sinh hoc téng hop va k§ thuét di truyén. Khuan lac don cta vi sinh vat dugce

nudi cdy trong dung dich méi chat theo phuong phap chun.

Trong budc nhudm dau tién, vi sinh vat san sinh thudc nhudm (10) dwge nuodi céy
trong dung dich méi chat (11) va dé sinh truéng qua dém theo k§ thuatvi sinh hoc
tiéu chudn. Mbi trudng nudi cdy thu dwgc chira ndng do cao cic vi sinh vat chira thude
nhudém (12) sau d6 duoc bd sung mot lugng 1én dung dich moi chét (13) va mét lugng
tht hai cia ngudn cacbon (14). Nong do ngudn cacbon thu dugc phai nam trong pham vi
tir 10% (thé tich/thd tich) dén 90% (thé tich/thé tich)tét nhét 14 tir 15% (thé tich/thé tich)
dén 60% (thé tich/thé tich)tdt hon nita 1 tir 20% (v / v ) dén 40% (v/v). Vat liéu nén (15),
vi du vai hodc soi, duge cho vao mdi truong nudi cdy va i qua dém theo phuwong phép

chuan.

Sau khi nudi cay qua dém, dai da s6 cac vi sinh vat chira thuoc nhuém sé& dugc hap
thu vao vat liéu nén (16) bao gom céac khoang trong giita cic s¢i gan nhau. Tuwong tu nhu
vy mdi truong nudi cdy va nguon cacbon (17) s& bi tiéu hao dang ke bédi vi sinh vat.

Trong budc nhudém th hai, vat liéu nén di dugc nhudém (18) duoc lay ra

khoi méi trudng nudi cay va rira sach trong bé nudce (19) dé loai bo nguodn cacbon con sot
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lai vA manh vun vi sinh vat ra khéi vat liéu ndn. Nude rira thai, c6 thé chira mot luong du
thira ctia cdc vi sinh vat tu do, c6 thé duoc tai st dung trong cac mé nhudém tiép theo hodc
ti€t trung trong chat ty tring nhe hoic ndi hip hoi nuéc. Vit licu nén di duoc
nhudm duoc xir Iy nhiét nhu 1a khé (khong duge minh hoa) hodc hép hoi nude (20) hodc
chiéu vi séng (khong dugc minh hoa). Trong moi trudng hop, nhiét d§ 4p dung phai cao
hon 100°C, t6t nhét 13 121°C. Budc nhudm thir hai ndy thuc hién vai trd kép (a) la giai
phéng thubc nhudm tir cac vi sinh vat truc tiép 1én vat lidu nén ma trén d6 céc vi sinh vat
duoc hip phu théng qua qua trinh phan giai, va (b) c6 dinh thuéc nhudm giai phong cung
v6i chét phan giai 1én vt liu nén. Su c¢d dinh thudc nhudém va khir tring nudce rira thai c6

thé dugc thuc hién trong cing mot chu ky ndi hép.

May lam sach (21) hoat dong sir dung cac gia tri thiét 1ap tidu chuén (vi du rira &
40°C bing chét tdy sinh hoc) loai bo vi sinh vat d bi phan giai (22) ra khéi vat liéu nén
(23) cung vé6i cac phan tir thuéc nhudm (24) da duge ¢ dinh vao cac soi cuia né. Vit licu

nén di 1am sach duge siy kho bang phuong phap chuin (khong dugc minh hoa).

Hinh 3 minh hoa sy sinh truéng cta vi sinh vat trong mdi treong nudi cay long, &
day 14 E. coli, & ndng d6 1% (thé tich/thé tich) glyxerol trong 50% (thé tich/thé tich) moi
treong LB va nude. E coli dwoc nudi cdy trong 24 gid & 50% (thé tich/thé tich) moi
truong LB (10g NaCl, 5¢g chiét xuit nAm men, 1g Pepton, 1L nuéc) va 1% (thé tich/thé
tich) glyxerol. Vi sinh vat dugc phat trién tét va do dai trung binh cua vi khuan do

duoc la khoang 3,5 micron.

Hinh 4 va hinh 5 minh hoa sy sinh truong cia vi sinh vat trong mdi trudong nudi
cdy long, & day 13 E. coli, 5 ndng do 5% (thé tich/thé tich) glyxerol trong 50% (thé
tich/thé tich) méi truong LB va nudc. E coli dugc sinh trudng trong 24 gidr & 50% (thé
tich/thé tich) méi trudng LB (10g NaCl, 5g chiét xuat nam men, 1g Pepton, 1L nudc) va
5% (thé tich/thé tich) glyxerol. Vi sinh vét da sinh truéng t6t mac di khong nhiéu nhu
ndéng d6 1% (v/v). Do dai trung binh cla vi khuan do dugc ndm trong khoang tir 4 micron

dén 5 micron.
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Hinh 6 minh hoa su sinh truéng cta vi sinh vét trong méi treong nudi cdy 1éng, &
day 13 E. coli, & ndng dd 10% (thé tich/thé tich) glyxerol trong 50% (thé tich/thé tich) moi
truong LB va nudc. E coli da dugc nudi trong 24 giy & 50% (thé tich/thé tich) moi trudng
LB (10g NaCl, 5g chiét xuat ndm men, 1g Pepton, 1L nudc) va 1 0% (thé tich/thé tich)
glyxerol. Sy sinh trudéng cia vi sinh vat thip hon dang késo véi truong hop 1 %
(v/v). D6 dai trung binh cia vi sinh vt do duge 1a 11 micron. Vi sinh vt tré nén bi cong

theo chiéu dai cia chung.

Hinh 7 va hinh 8 minh hoa su sinh truedng cua vi sinh vat trong moéi trudng nuodi
cdy long, & day Ia E. coli, 6 ndng dd 20% (thé tich/thé tich) glyxerol trong 50% (thé
tich/thé tich) mdi trudng LB va nude. E. coli duge nudi trong 24 gid & 50% (thé tich/thé
tich) méi truomg LB (10g NaCl, S5g chiét xut ndm men, 1g Pepton, 1L nuéc) va 20%
(thé tich/thé tich) glyxerol. Sy sinh truong ciia vi sinh vét thap hon rat dang ké so véi
truomg hop 1% (v/v). D6 dai vi khuan do duoc nim trong khoang tir 15 micron dén 20

micron. Céc vi sinh vat tr& nén cong dang ké doc theo chicu dai cua chung.

Hinh 9 dén hinh 11 minh hoa su phat trién vi sinh vat trong moi trudng nudi
cdy long, & day 1a E. coli, & ndng dd 50% (thé tich/thé tich) glyxerol trong 50% (thé
tich/thé tich) moéi truomg LB va nude. E. coli dugc nudi trong 24 gidr & 50% (thé tich/thé
tich) méi truong LB (10g NaCl, 5g chiét xut nAm men, 1g Pepton, 1L nudc) va 50% (thé
tich/thé tich) glyxerol. Sy sinh trudng cta vi sinh vat thap hon rat dang ké so véi truong
hop 1% (v/v). Do dai vi khuin do dugc nim trong khoang tir 10 micron dén 15
micron. C4c vi sinh vét dé bi bién dang dang ké doc theo chiéu dai cua chung.

Céc chét phu gia cho méi trudng ¢ thé sir dung:

Céac méi trudng dugce bd sung thém mudi vi du bao gdm, nhung khéng chi gidi
han ¢: NaCl, KCl, CaCl,, MgCl,, MnCl,, ZnClz, dang don 1¢ hodc két hop. Cac moéi
trudng duoc bd sung ngudn axit amin, vi dy bao gém, nhung khong chi gi6i han
&: Tryptone, Pepton, Bacto -Pepton, axit Casein-amino, & dang don 1€ hodc két hop. Moi
chit duge bd sung thém ngudn cacbon, vi du bao gdm, nhung khong chi giéi han &: chiét

xuat men, Sucroza, glucose, Glyxerol, Fructose, Xylose, Lactoza, arabinose, & dang don
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1¢ hodc két hop. Méi trudng duge bd sung ngudn nito, vi du bao gom, nhung khong chi
gi6i han &: chiét xudt ndm men, Tryptone, Pepton, Bacto -Pepton, Casein -
axit amin, dang don 1& hodc két hop. Tat ca cac chét phu gia cho méi truong néu trén c6
thé duoc st dung véi két qua khac nhau, tuy thudc vao vi sinh vat dugce sir dung cho qua
trinh xtt Iy so bg.

Diéu kién sinh trudng:

Piéu kién sinh trudng tdi wu thay dbi phu thudc vao cac vi sinh vat dugc st

dung cho qua trinh xr ly so bg. Céac thong s6 ma anh hudng rat nhidu dén két qua cudi

ctng bao gdm nhung khong chi giéi han &: pH, do mubi va nhiét do.

Nhu mot vi du cua sang ché, din xuit K12 cua E. coli da duge bién dbi dé san
xuét véi sb luong 16n violacein dugce sir dung dé xur 1y so bo cac vat ligu nén sau: lua, len,
to nhan tao, polyeste, elastan va bong. Cac diéu kién sinh trudng khac nhau da dugc thir
nghiém, v6i pham vi d6 pH nam trong khoang 5-9, pham vi d¢ mudi nam trong khoang
tir 0,1% dén 3%, va nhiét do nim trong khoang tir 20°C dén 42°C. Pham vi t6i wu cho
céc thong sé nay da duoc tim thdy 1a: pH 5,8-8,2, d6 mudi 0,5% -1,5% va nhiét d6: 30°C
dén 40°C.

qua trinh xtr ly so bo tao didu kién cho su twong tac gifra cac thé chira thubc
nhudm (vi sinh vat) va vét liéu nén (vai). Pé dat duoc hidu qua nay, vi sinh vat dugc sinh
truéng trong mdi trudng thich hop (xem thanh phan méi trudng & trén) trong khoang thoi
gian 12-48 gid tuy thudc vao ty 16 mam cdy — va chit gy mam, thanh phin moi chét
duogc st dung va didu kién sinh truong dugce st dung. Sau do, toan by moi trudng nudi
chy duoc bd sung thém méi truong bd sung (xem thanh phan méi trudng & trén) va vat
liéu nén dwgc bd sung vao thoi diém nay. Qua trinh xir ly so bo dién ra trong khung thoi
gian tuwong tu nhu giai doan sinh trudng.
_ Qua4 trinh két ling thudc nhuém dat dwoc thong qua qua trinh san xult va giai
phong cuc bd thudc nhudm béi cc vi sinh vét da thim vao vat liéu nén. Néng do cuc bo
gia ting dan dén su hép thu thuc nhuém cao hon va thiéu hut mot lugng 16n thude

nhuom ty do trong dung dich din dén giam mot sb lugng dang ké cac san phém thai. Ty
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1€ két lang thudc nhugm s& khac nhau tuy thudc vao thudc nhuém duoc san xuat cling

nhu vi sinh vat dugc st dung.

Cac thong so nay s€ thay doi theo sy gdy doc t€ bao cia thudc nhudm duoc san
xuat bdi vi sinh vat, do hoa tan trong nudc cia thuéc nhudm, ai luc thudée nhudom véi vat

liu nén va céc dieu kién phat trién dugce st dung (xem di€u kién sinh trudng & trén).

Nhu mot vi du cia sang ché nay, dan xuat K12 cta E. coli da dugc bién doi dé san
xuat véi so lugng 16n violacein dwogc st dung dé ket lang thudc nhudm trén/trong cac vt

liéu nén sau: lua, len, to nhan tao, polyeste, elastan, bong va lanh.

Su tham gan nhu hoan toan va su két hgp cua E. coli san xuat/chira violacein véi
vat li€u nén dugc quan sat théy sau hai gio bo sung vat liéu nén vao méi chét bd sung va

ti€p tuc trong suot thoi gian U vat liéu nén.
Budc hoan thién:

Budc hoan thién cudi dat dwoc thong qua viée dé vat liéu nén da dugc xr Iy &
nhiét d6 trén 121 °C. Pidu nay c6 hai myc dich la lam bét hoat tit ca cac vi sinh vat c6

mat trén vat liéu nén ciling nhu c6 dinh thuéc nhudm Ién vat li€u nén.

Phan 16n thudc nhuém c6 mait trong vi sinh vat da bt hoat dugc chuyén dén vat
liéu nén do qua trinh phan giai. Budc hoan thién sau d6 bao gém lam sach lan cudi, dé
loai bo phﬁn 16n céc vi sinh vt da bi bt hoat va hop chét lién quan dén vi sinh vat ra
khoi vat liéu nén. Vat liéu nén thanh phém sau d6 dugc khir truing va lam sach dén muc
yéu cau dbi véi thiét bi y té chuén.

Céc chit thai:

Thudc nhudém khong bam (chit thai nhuom) thdp hon tidu chuan cong nghiép 13
3% va muac do két hop dat dugc boi qua trinh theo sang ché vuot qua hiéu suit
99.997%. Mo6i chat da dung nhu céc mudi hoa tan, axit amin va cac nguén cacbon, con
st lai sau qua trinh nhudém c6 thé dwgc tai ché va tai str dung cho cdc qua trinh nhudém
tiép theo bang cach st dung thubc nhuém vi sinh cling loai hoic khac loai. Nhu vay

thong qua it nhét hai cach — trude hét 13 sir dung it nudce trong qua trinh nhudm ban du
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va thtt hai 1 kha ning tai st dung dung dich moi chit dd dung ma khong can st dung
nuée xur ly 12 duge giam trong cac phuong phap dugec mo ta & day so vdi cac phuong

phép truyén thong.
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YEU CAU BAO HO

1. Phwong phap nhudm vat liéu nén bao gom céc bude:

a.nudi cdy vi sinh vat san sinh thudoc nhudm véi sy c6 mét cua vat li€u nén cén
duoc nhudm, va véi sy ¢6 mat ciia moi truong sinh trudng chira nguén cacbon & néng do
ngudng dinh trude nam trong khoang tir 10 % (thé tich/thé tich) deén 90% (thé tich/thé
tich) dé cho vi sinh vat dugc nudi cay tiep xuc vdi vat liéu nén;

b. phan giai cic vi sinh vat dd nu6i cay dé giai phong thuoc nhudm tiép xtic voi vat
liéu nén; va

c. ¢6 dinh thudc nhuém da duoc giai phong l1é€n vat lidu nén.
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 nong dd ngudng dinh trudc cia ngudn cacbon la
phu thudc vao nguon cacbon dugce lya chon dé t6i wu héa toc do truyén cua vi sinh vt
chira thuoc nhudm vao vat liéu nén, va dic tinh cua viéc ¢o dinh thuoc nhudém Ién vat liu

nén sau do.
3. Phuong phap theo diém 1 hoic diém 2, trong do:

(a) cac bude phan giai va ¢ dinh dwoc thuc hién trong mot phwong phap duy
nhét; va/ hodc:

(b) cac bude phan giai va ¢b dinh dugc thuc hién bing cach cho vat lidu nén va vi
sinh vit vao xur ly gia nhiét & nhiét d trén 100 °C.
4. Phuong phép theo diém bat ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 mot hodc nhiéu
thong sb méi tredng nudi cy lua chon tir nhiét do, ndng dd cacbon dioxit, pH va tin sb
khuéy duoc lua chon dé t61 uu hoa qua trinh san xuét thudc nhudm, tdc do truyén vao vat
liéu nén, va dic tinh ¢b dinh 1én vat liéu nén.
5. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 phuong phap nay
con bao gdbm thém budc:

(a) dAu tién nudi céy vi sinh vt san sinh thuc nhudém véi sy khong c6 mit ctia vat

liéu nén can duge nhudm, trude bude 1a; va/ hodc:
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(b) 1am sach vét liéu nén da nhudém de loai bo cac tap chat thai trude va sau bude

lec.

6. Phuong phép theo diém bt ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 hai hay nhiéu loai

vi sinh vat san sinh thuéc nhuém khac nhau duoc sir dung dong thoi.

7. Phwong phap theo diém bat ky trong sd cac diém néu trén, trong d6 thuéc nhuém bd
sung, ké ca thudc nhudm duge thém ngoai sinh, déu c6 mat trong cac budc phan giai va

c0 dinh.

8. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém néu trén, trong d6 vat liéu nén duge

chon tur:
(a) vat ligu nén tu nhién duoc chon tir lua, bong, lanh, len, va da;
(b) vt liéu nén ban téng hop dugc chon tir to nhan tao va axetat; hodc

(c) vat litu nén tdng hop duoc chon tir polyeste, nylon, acrylic, elastin,

polyvinyl va cac dan xuét hoa chat ddu mo tuong ty.
9. Phuong phép theo diém bét ky trong s6 cac diém néu trén, trong dé:

(a) vi sinh vat san sinh thuéc nhudm tao ra thudc nhuém dugce lya chon tir céc
chat mau c6 nguon goc sinh hoc, protein mang mau, protein huynh quang va protein phat

quang sinh hoc; va/ hodc:
(b) céc vi sinh vat dugc bién ddi di truyén.
10. Phuong phép theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, trong dé:
(A) céac vi sinh vat 1a sinh vat nhan chuén dugc lua chon tir tao va ndm; hodc:
(B) cac vi sinh vat la nhitng sinh vat nhan so dugc lya chon tu:
(a) vi khuan cb va vi khuan that;
(b) vi khuan Gram dwong duoc lya chon tir Bacillus spp. va Clostridium spp;

(¢) vi khudn Gram 4m duwoc lya chon tir Escherichia spp., Pseudomonas spp.,

Chromobacterium spp., Janthinobacter spp.
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11. Phuong phap theo diém bét ky trong s cac diém néu trén, trong d6 budc nudi cay
dugc thuc hién:

(a) trong moi truong sinh trudng duge chon tir 10 U, u lic, 18n men va thiét bi 1én
men sinh hoc; va/ hoac:

(b) & nhiét do nam rong khoang tir 1°C dén 150 °C; va/ hoic:

(¢) & ndng dd cacbon dioxit nam trong khoang tir 0% dén 10%; va/ hoic:

(d) & pH nam trong khoang tir 1,5 dén 9,5.
12. Phuong phap theo diém bét ky trong sé cac diém néu trén, trong d6 méi trudng sinh
trudng duge chon tir Luria- Bertani Broth (LB), Terrific Broth (ITB), Super Optimal
Broth (méi trudong SOB), Super Optimal Broth véi chét trc ché san pham di héa (SOC),
pepton dextroza chiét xut tir nAm men (YPD).
13. Phuong phép theo diém bat ky trong s6 cac diém néu trén, trong do6 ngudn cacbon
dugc chon tir dextroza, glucoza, sucroza, tinh bdt khoai tay, xitrat, lactoza, maltoza,
glyxerol, xantoza , va arabinoza.
14 . Phuong phap theo diém bt ky trong s6 cac diém néu trén, trong d6 ngudn cacbon ¢6
mit v6i ndng do ndm trong khoang tir 15% (thé tich/thé tich) dén 60% (v/v).
15. Phuong phap nhudm vét liéu nén theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 3, trong
d6 phuong phap nay st dung thuéc nhudm chira bén trong vi sinh vit san sinh thuéc
nhuom.
16. Phuong phap theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 15, trong d6 ngudng ndng
do cua ngué)n cacbon duoc chon dé thuc déy su bién dang hinh dang cuia céc vi sinh vt

trong qua trinh sinh trudng.
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Hinh 3

E. coli sinh trudng trong glyxerol 1% thé tich

v
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Hinh 4

E. coli sinh trudng trong glyxerol 5% thé tich
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Hinh 5

E. coli sinh trudng trong glyxerol 5% thé tich

-30-



33576

Hinh 6

E. coli sinh trudong trong glyxerol 10% trong lugng
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Hinh 7

E. coli sinh truong trong glyxerol 20 % trong luong

e
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Hinh 8

E. coli sinh truong trong glyxerol 20 % trong luong

Hinh 9

E. coli sinh truong trong glyxerol 50% trong luong

o e
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Hinh 10

E. coli sinh trudng trong glyxerol 50% trong luong

Hinh 11

E. coli sinh trudong trong glyxerol 50% trong luong






