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(57) Sang ché dé cap dén ché phdm dé bao quan dong lanh vi tdo thudc ho
Thraustochytriaceae va phuong phap bdo quan dong lanh vi tdo thudc ho
Thraustochytriaceae bang cach sir dung ché phdm nay. Bing ché phdm dé bao quan dong
lanh vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae theo mot khia canh va phuong phéap dé bao quan
dong lanh vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae bang cach st dung ché pham nay, vi tao c6
thé bao quan 6n dinh trong thoi gian dai va chi phi bao quan vi téo ¢o thé duoc giam bang
cach rat ngén quy trinh. Ngoai ra, theo phuong phap san xuét sinh khdi déng khé ctia vi tao
thude ho Thraustochytriaceae bing cach str dung ché pham, ngay ca khi béo quéan lau dai &
nhiét do trong phong, sinh khdi dong kho & dang bot van c6 thé duy tri hoat tinh cua vi

khuén va dé bao quan va van chuyén c6 thé dugce san xuat qua mot quy trinh don gian.
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Linh vwe ky thuét dwge dé cap
Séng ché dé cap dén ché phim dé bao quan doéng lanh vi tdo thudc ho
Thraustochytriaceae va phuong phap bao quan dong lanh vi tdo thudc ho

Thraustochytriaceae.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Vi to, 1a thuc vat phu du, xép & bac thAp nhét trong chudi thrc dn cua hé sinh thai
bién. Trong sb d6, vi tao thudc ho Thraustochytriaceae, khong gidng nhu céc loai vi tdo noi
chung, c¢6 dic diém 14 di dudng hon 1a tu dudng c6 ngudn gdc tir qué trinh quang hop, va
dong vai tro quan trong trong viéc cung cép axit béo khong bdo hoa nhiéu 1an omega-3 bao
gdm axit docosahexaenoic va axit eicosapentaenoic cho h¢ sinh thai bién bang cach san
xuét va chtra ndng d6 cao cia axit béo khong bdo hoa nhiéu 1in omega-3 bao gdm axit
docosahexaenoic va axit eicosapentaenoic.

CAc vi sinh vat n6i chung c6 thé dugc bdo quan trong mét thoi gian dai bang phuong
phap bao quan dong lanh hodc phuong phép bao quan dong kho. Tuy nhién, cac phuong
phép bdo quan chung nay ddi vai vi sinh vat khong pht hop dé bao quan vi tao thudc ho
Thraustochytriaceae v4i hiéu qua lau dai. Theo do, cho dén nay, vi tdo nhu vdy dugc bao
quan dudi dang nuodi cdy thir cdp. Tuy nhién, do vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae dugc
dac trung 13 di dudng, ching doi hoi phai cdy chuyén thuong xuyén hon so v6i cac vi sinh
vat néi chung tiy thudc vao moi truong bao quan, didu d6 khién chung d& bi nhiém ban va
dan dén chi phi bao quan cao. Do do, can phai phét trién phuong phap moi dé bao quan lau

dai vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae.
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Tai liéu cua tinh trang k¥ thudt
Tai liéu sang ché

(Tai liéu séang ché 1): Cong bé don ding ky sang ché My s6 US 2013/0089901 Al

Ban chit k§ thuit ciia sang ché
Vén dé k¥ thuét

Sang ché d& xubt ché phim dé bao quan dong lanh vi tdo thudc ho
Thraustochytriaceae, ché phém nay chura sira tach béo, sucroza, va natri clorua.

Sang ché d& xudt phuong phap bao quan dong lanh vi tao thudc ho
Thraustochytriaceae bang cach st dung ché phdm dé bao quan dong lanh vi tdo thudc ho
Thraustochytriaceae hodc phuong phap san xuét sinh khéi dong kho cua vi tao thudc ho
Thraustochytriaceae.

Séang ché dé xuét sinh khdi dong kho ctia vi tao thudc ho Thraustochytriaceae duoc
san xuét bing cach st dung phuong phdp sén xuét sinh khéi déng kho cta vi tdo thudc ho
Thraustochytriaceae.

Séng ché md ta viéc su dung ché phém dé bao quéan dong lanh vi tao thudc ho
Thraustochytriaceae, ché phém nay chura sita tdch béo, sucroza, va natri clorua, dé bao quan
dong lanh vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae.

Séng ché mo ta viée st dung ché pham dé bao quan dong lanh vi tdo thude ho
Thraustochytriaceae, ché phém nay chira sita tich béo, sucroza, va natri clorua, dé san xuét

sinh khéi dong kho cua vi tao thudc ho Thraustochytriaceae.

Giai phép k¥ thuét

M&i phan mb ta va phuong an duge mo ta trong sang ché cling c6 thé dugc ap dung
cho mdi phan md ta va phuong én khac. Nghia 1a, tht ca cac két hop cla céc yéu t6 khéc
nhau dugc mo ta trong sang ché nay déu nam trong pham vi cua sang ché. Ngoai ra, pham
vi clia sang ché khong duoc hiéu 12 bi gi6i han & phan mo ta cu thé dugec mo ta dudi day.
Ngoai ra, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay s€ nhén ra hoac ¢o thé

xac dinh nhiéu dang tuong duwong vdi cac khia canh cu thé cta sang ché dugc md ta trong
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sang ché chi bang cach sir dung cac thi nghiém thong thuong. Hon nira, cac dang tuong

duong nhu vay ciing dugc du dinh bao gbm trong sang ché.

MO0 ta vét tit cac hinh vé

FIG. 1 thé hién hinh anh cta céc lo dong kho (A dén D) dugc chuan bj theo mot
khia canh, va cac hinh anh da xac nhan réng khuin lac d3 duogc tao thanh sau khi céy cac
thanh phan cta cac lo 1én dia thach (E dén H) (AH: A thé hién hinh anh cta lo dong kho
duoc chuén bi theo Piéukién 1-1, E thé hién hinh anh da xac nhén rang khuén lac da duoc
ta0 thanh sau khi cac thanh phan cta lo clia A duge cdy 1én dia thach, B thé hién hinh anh
cua lo dong kho dugce chuén bi theo Diéu kién 1-2, F thé hién hinh anh da xdc nhén rang
khudn lac di dugc tao thanh sau khi cac thanh phﬁn cua lo cia B dugce céy 1én dia thach, C
thé hién hinh 4nh cia lo dong khd duge chudn bi theo Dicu kién 1-3, G the hién hinh anh
d3 xac nhan rang khudn lac d3 duoc tao thanh sau khi cdc thanh phﬁn cua lo cua C dugce
céy lén dia thach, D thé hién hinh anh cua lo dong kho duoc chuén bi theo Diéu kién 1-4,
va H thé hién hinh anh dd xac nhén ring khuén lac dd duoc tao thanh sau khi cac thanh
phan ctia 1o cia D dugc cdy lén dia thach.).

FIG. 2 thé hién sy x4c nhan vé khuén lac sau khi sinh khdi dong kho theo mot khia
canh dugc ciy 1én dia thach (AE: A thé hién su x4c nhan vé khuén lac sau khi sinh khéi
dong kho theo Didu kién 3-1 dugc cdy lén dia thach, B thé hién sw xéc nhan vé khuén lac
sau khi sinh khéi déng kho theo Didu kién 3-2 duge cy 1én dia thach, C thé hién su xac
nhan v& khuén lac sau khi sinh khéi déng kho theo Diéu kién 3-3 duoc céy 1én dia thach, D
thé hién su x4c nhan vé khuén lac sau khi sinh khéi dong kho theo Didu kién 3-4 dugc cay
lén dia thach, E thé hién su x4c nhan vé khuén lac sau khi sinh khdi déng kho theo biéu
kién 3-5 duoc céy ]én dia thach.).

FIG. 3 thé hién dd thi cua dudng cong sinh trudng trong do mic hép thu dugc do
cho mdi 14n nudi cdy sau khi ciy sinh khéi dong kho theo mot khia canh trong binh nu6i
cdy.

FIG. 4 thé hién dd thi ctia dudng cong sinh trudng trong do mirc hép thu dugc do
cho mdi 1an nudi cdy sau khi sinh khdi dong kho theo mot khia canh duoc bao quan & nhiét

d6 trong phong trong 7 ngady va sau do dugc ciy trong binh nudi céy.

3



51417 4124

FIG. 5 thé hién hinh anh da x4c nhan réng khuén lac duogc tao thanh sau khi sinh
khéi dong kho theo mot khia canh dugc bdo quan ¢ nhiét do trong phong trong 12 tudn va

sau d6 duoc céy lén dia thach.

M3 ta chi tiét sang ché

Mot khia canh d& xudt ché phdm dé bao quan dong lanh vi tao thude ho
Thraustochytriaceae, ché phém ndy chira sita tach béo, sucroza, va natri clorua.

Thuat ngit “sita tach béo” dé chi sita da loai bé chét béo.

Thuét ngit “Thraustochytriaceae” dugc su dung & day la vi tdo thudc bd
Thraustochytriales, va vi tdo nay cé thé bao gﬁ”)m it nhat mot loai duoc chon tu
Thraustochytrium sp., Schizochytrium sp., Aurantiochytrium sp., Thraustochytriidae sp.,
Japonochytrium sp., Monorhizochytrium  sp., Sicyoidochytrium  sp., Ulkenia sp.,
Parietichytrium sp., Botryochytrium sp., Hondaea sp., va Labyrinthulochytrium sp. Tuy
nhién, cac phuong &n clia sang ché khong bi gidi han ¢ do.

Ché pham nay c6 thé chira trong khoang tir 0,5% khoi luong dén 20% khdi lugng
clia sita tich béo tinh theo tong khéi lugng cua ché pham. Vi du, lugng sita tich béo chira
trong ché pham c6 thé nam trong khoang tir 0,5% khéi luong dén 15% khéi luong, tir 0,5%
khéi luong dén 10% khéi lugng, tir 0,5% khéi lugng dén 8% khéi lwong, tir 1% khoi luong
dén 20% khéi lugng, tir 1% khéi lugng dén 15% khoi luong, tir 1% khéi luong dén 10%
Kkhéi luong, tir 1% khéi luong dén 8% khdi luong, tir 2% khoi luong dén 20% khéi luong,
tir 2% khéi luong dén 15% khéi lugng, tir 2% khéi lugng dén 10% khéi lugng, tir 2% khoi
luong dén 8% khdi lugng, tr 3% khéi lugng dén 20% khéi lwong, tir 3% khdi lugng dén
15% khéi luong, tir 3% khéi lugng dén 10% khdi lugng, hodc tlr 3% khdi lwong dén 8%
khéi lurong, tinh theo tong khdi lugng ctia ché pham.

Ché phim nay c6 thé chtra sucroza véi luong nam trong khoang tir 1% khéi luong
dén 20% khdi luong tinh theo tdng khdi lugng cua ché pham. Vi du, luong sucroza chira
trong ché phérn c6 thé nam trong khoéang tir 1% khéi lugng dén 15% khéi luong, tir 1%
khéi luong dén 12% khéi lugng, tir 2% khéi lugng dén 20% khéi lwong, tir 2% khdi luong
dén 15% khéi luong, tir 2% khéi lugng dén 12% khoi lugng, tir 4% khéi luong dén 20%
khéi lugng, tir 4% khéi lugng dén 15% khoi luong, tir 4% khéi luong dén 12% khdi lugng,
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tir 6% khéi luong dén 20% khdi lwong, tir 6% khdi lugng dén 15% khdi lugng, tir 6% khéi
lwong dén 12% khdi luong, hoiic tir 6% khdi lugng dén 9% khoi luong, tinh theo tdng khdi
luong cta ché pham.

Ché phém nay cé thé chira natri clorua véi luong nam trong khoang tir 0,1% khéi
luong dén 10% khdi luong tinh theo tdng khdi luong cua ché phdm. Vi du, lugng natri
clorua chtra trong ché phdm c6 thé nam trong khoang tir 0,1% khéi luong dén 9% khdi
lwong, tir 0,1% khdi luong dén 8,5% khéi lugng, tir 0,5% khéi lugng dén 10% khéi lugng,
ir 0.5% khdi lugng dén 9% khéi luong, tir 0,5% khéi luong dén 8,5% khoi lugng, tir 1%
khéi lugng dén 10% khdi luong, tir 1% khdi luong dén 9% khoi lugng, tir 1% khéi lugng
dén 8.5% khdi luong, tir 2% khéi lugng dén 10% khdi lugng, tir 2% khéi lugng dén 9%
khéi lugng, tr 2% khéi luong dén 8,5% khdi lugng, tir 3% khdi lugng dén 10% khéi luong,
tir 3% khéi luong dén 9% khéi luong, tr 3% khéi luong dén 8,5% khoi luong, tir 5% khéi
lwong dén 8,5% khéi lugng, hodc tir 6% khéi luong dén 8,5% khoi lugng, tinh theo tong
khdi luong ctia ché pham.

Ché phim nay c6 thé chira sita tach béo va sucroza vai ty 1€ khdi luong nim trong
khoéng tir 1:0,5 dén 1:10. Vi du, ché pham nay c6 thé chua sita tach béo va sucroza v6i ty
16 khéi Iwong nim trong khoang tir 1:0,5 dén 1:8, 1:0,5 dén 1:5, 1:0,5 dén 1:3, 1:1 dén 1:10,
1:1dén1:8,1:1dén 1:5, 1:1 dén 1:3, 1:1.2 dén 1:10, 1:1.2 dén 1:8, 1:1.2 dén 1:5, hogc 1:1.2
dén 1:3.

Ché pham nay c6 thé chtra sita tach béo va natri clorua véi ty 1€ khéi luong nam
trong khoang tir 1:0,5 dén 1:10. Vi du, ché pham nay c6 thé chira sita tach béo va natri
clorua véi ty 18 khéi lugng nim trong khoang tir 1:0,5 dén 1:8, 1:0,5 dén 1:5, 1:0,5 dén 1:3,
1:1 dén 1:10, 1:1 dén 1:8, 1:1 dén 1:5, 1:1 dén 1:3, 1:1.2 dén 1:10, 1:1.2 dén 1:8, 1:1.2 dén
1:5, hogc 1:1.2 dén 1:3.

Thuat ngit “bao quan dong lanh" dugc st dung ¢ day dé chi viéc bao quan nguyén
liéu & trang thai 1ong sau khi dong lanh chiing ¢ trang thai rén, va ¢6 thé bao gdm "bdo quan
dong kho". Vi dy, ché phim 1a ché phdm d¢ bio quan dong kho vi tao thude ho
Thraustochytriaceae. Thuat ngr “lam dong kho" duge su dung & day dé chi phuong phap
lam kho trong d6 do 4m trong mau dugc thang hoa va loai bo khoi do bang cach dong lanh

mau 0 trang thai long va dé mau & 4p suat giam. Viéc lam dong kho c6 thé duoc st dung
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dé bao quan vi sinh vat 1au dai. Tuy nhién, chit bao vé dong lanh thich hop nén dugc su
dung dé ngan nglra sy hu hai clia céc té bao trong quy trinh lam dong kho.

Ché phdm dé bdo quan dong lanh vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae chira sita taich
béo, sucroza, va natri clorua co thé duoc st dung cung voi cac chét bao vé dong lanh khac.
Vi du, natri clorua, dimetylsulfoxit (DMSO), dextran, sucroza, glyxerol, mannitol, sorbitol,
fructoza, rafinoza, albumin huyét thanh, va cac chét tuong tu ¢6 thé duoc st dung két hop
tiy thudc vao muyc dich, nhung céc phuong an clia sang ché khong bi gidi han & do.

Khia canh khic dé xuit phuong phap bao quan dong lanh vi tao thudc ho
Thraustochytriaceae, phuong phap nay bao gobm: 1) nudi cdy vi tdo thudc ho
Thraustochytriaceae trong moi truong chia ché phim dé bao quan dong lanh vi tao thudc
ho Thraustochytriaceae chira stta tach béo, sucroza va natri clorua; 2) thu hoi san phém da
nudi cdy ctia bude 1); va 3) lam dong kho san pham da nudi cdy dé tao ra sinh khéi.

Ché phim dé bao quan dong lanh vi tao thudc ho Thraustochytriaceae la gidng nhu
dugc md ta trén day.

Thuét nglt “nudi chy" duge st dung o day dé chi viéc cho sinh truéng vi tao trong
diéu kién moi truong duge kiém soat thich hop. Quy trinh nuoi ciy theo sang ché co thé
duoc thuc hién theo moi truong va cac diéu kién nudi céy thich hop da biét trong linh vuc
k§ thuét nay. Quy trinh nudi cAy nay c6 thé dé dang dugc diéu chinh va st dung bdi nguoi
¢6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay theo loai vi tdo da chon.

Cu thé, viéc nuoi céy vi tao thudc ho Thraustochytriaceae theo sang ché co thé duoc
thuc hién trong cac didu kién di dudng, nhung khong bi gi6i han G do.

Thuat ngit “di dudng" 1a phuong phap dinh dudng phu thudc vao chét hiru co thu
duoc tir ngudn nang luong hodc ngudn dinh dudng bén ngoai co thé, 1a thuat ngir phén biét
voi tu dudng, va co thé duoc sir dung hoan dbi v6i thuat ngit “nudi cly trong diéu kién tbi".

Quy trinh nuoi cdy vi tao thudc ho Thraustochytriaceae khong bi giéi han cu thé &
d6, ma c6 thé dugc thuc hién bang phuong phap nudi ciy theo mé, phuong phap nudi cay
lién tuc, phuong phéap nudi cdy nap liéu theo mé, va cac phuong phap tuong tu, déu la da
biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Moi truong bat ky duge st dung dé nuoi ciy vi tao theo
sang ché co thé duoc str dung ma khong bi gidi han mién sao cung 1a moi truong nudi cy

trong do vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae sinh truong. Cu thé, moi trudng thong thuong
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chtra ngudn cacbon, ngudn nito, ngudn phospho, hop cht v co, axit amin va/hodc vitamin
thich hop cho vi tdo theo sang ché, c6 thé duoc st dung.

Ngudn cacbon chira trong mdi truong dugc su dung trong nudi cdy vi tao thudc ho
Thraustochytriaceae ¢ thé it nhit 12 mot ngudn duge chon tir glucoza, fructoza, maltoza,
galactoza, mannoza, sucroza, arabinoza, xyloza va glyxerol. Tuy nhién, ngudn cacbon bat
ky cling ¢ thé duoc st dung mién sao duge st dung d8 nudi ciy vi tao.

Nguon nito chira trong mdi truong duge su dung trong nuoi cdy vi tao thudc ho
Thraustochytriaceae ¢6 thé 1a 1) it nhat mot ngudn nito hitu co dugc chon tur chiét pham
nam men, chiét phdm thit bo, pepton va trypton, hogc ii) it nhét mot ngudn nito vo vo dugce
chon tr amoni axetat, amoni nitrat, amoni clorua, amoni sulfat, natri nitrat, ure, va
mononatri glutamat (MSG). Tuy nhién, cic phuong an ctia sang ché khong bi gidi han &
do6, va ngudn nito bat ky duge st dung dé nudi cdy vi tdo ¢ thé duoc st dung ¢ day.

Moi truomg duge st dung trong nuoi cdy vi tho thudc ho Thraustochytriaceae co thé
bao gbdm, dudi dang ngudn phospho, kali dihydro phosphat, dikali hydro phosphat, mudi
chira natri tuong (g ctia chiing, hodc hdn hop cua chung. Tuy nhién, ngudn phospho khong
bi gidi han ¢ do.

Cac didu kién nudi cdy dé nudi cdy vi tao thudc ho Thraustochytriaceae co thé la
didu kién nudi cdy bat ky mién sao vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae sinh trudng trong
dé. Vi dy, viéc nuoi céy ¢6 thé dugc thuc hién trong khi kiém soat nhiét do, dd pH, v.v.
trong didu kién hiéu khi.

Cu thé, hop chét bazo (vi du, natri hydroxit, kali hydroxit, hodc amoniac) hodc hop
chét axit (vi du, axit phosphoric hodc axit sunfuric) dugc st dung dé diéu chinh do pH &
mtc thich hop (vi du, do pH tir 5 dén 9, cy thé 1a do pH tir 6 dén 8) cia mdi trudng nudi
cdy. Tuy nhién, cdc phuong én cua sang ché khong bi gidi han & do.

Ngoai ra, dé duy tri trang thai hiéu khi ctia mdi truong nuoi cdy, oxy hogc khi chtra
oxy ¢0 thé dugc bom vao mdi truong nudi ciy; hoic dé duy tri cac didu kién yém khi va vi
hiéu khi, c¢6 thé khong bom khi hodc ¢6 thé bom khi nito, hydro hodc cacbon dioxit. Tuy
nhién, céc phuong 4n ciia sang ché khong bi gioi han ¢ do.

Ngoai ra, nhiét d0 moi truong nudi céy ¢6 thé duoc duy tri trong khoang tur 20°C

dén khoang 45°C, hoc tir khoang 25°C dén khoang 40°C, tir khoang 10 gi dén khoang
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160 gio, tor khoang 10 gio dén khoang 120 gio, tir khoang 10 gio dén khoang 80 gio, tur
khoang 10 gio dén khoang 50 gio, hodc tir khoang 10 gio dén khoang 40 gio. Tuy nhién,
céc didu kién nudi cdy khong bi gidi han ¢ d6. Ngoai ra, trong qua trinh nuoi cdy, chét
chbng tao bot nhu polyglycol este ctia axit béo ¢o thé dugc st dung dé ngin chan viéc tao
ra cac bong béng, nhung cdc phuong an cla sang ché khong bi gii han ¢ do6.

Viéc thu hdi mdi trudng nudi cdy c6 thé 12 thu thdp moi truong nudi cdy dich bang
céch str dung phuong phép thich hop da biét trong linh vuc k§ thudt nay. Vi du, phuong
phap ly tam, loc, sdc ky trao di anion, v.v. c6 thé duge stt dung, nhung khong bi gidi han
& do.

Thudt nglt “sinh khdi" duoce st dung & day dé chi cac sinh vat nhu thuc vat, dong
vat, va vi sinh vat ¢ thé duoc st dung 1am nang lugng hoa hoc, nghia la ngudn ning lugng
cua ning lugng sinh hoc, va ¢o6 thé dé cap dén, vé khia canh sinh thai, khéi luong hoac
luong nang luong ctia mot sinh vat tdn tai trong mot don vi thoi gian va khong gian. Ngoai
ra, sinh khdi bao gom, nhung khong bi gi¢i han &, hop chét duge tiét ra boi té bao, va co
thé chira nguyén liéu ngoai bao cling nhu té bao va/hodc thanh phan nodi bao. Theo sang
ché, sinh khéi c6 thé 14 vi tao cua chinh Thraustochytriaceae, mdi truong nuoi céy cua no,
hodc san phém duoc san xuét béng cach nudi céy hodc 1én men vi tao, hodc co thé 1a san
pham c6 dic cta sinh khdi. Tuy nhién, sinh khéi khong bi gi¢i han ¢ do.

"San phdm da nudi chy" cta vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae dé chi san pham
duoc san xudt bang cach nudi cdy vi tao. Cu thé, san pham da nuoi cly co thé 1a moi trudng
nuoi ciy chira vi tao hodc dich loc nudi cdy ma tir do vi tao da dugc loai b6 khoi moi truong
nudi cdy. Tuy nhién, san phim da nuoi cAy khong bi gi¢i han & do. San pham d4 nudi ciy
cua vi tao thudc ho Thraustochytriaceae ¢ thé dugc san xudt bang cach cdy vi tao trong
moi truong nuodi cAy vi to va sau do tién hanh quy trinh nuoi ciy theo phuong phap nudi
chy da biét trong linh vyc k¥ thudt nay.

Viéc tao ra sinh khéi bing cach lam dong kho san pham da nuoi chy co thé dugc
thuc hién theo phuong phap lam dong kho da biét trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi du, san
phim da nudi céy vi tao dugc thu hoi, cho vao lo dong kho (lo FD) va duge nbi v6i thiét bi
lam dong kho trong khi van duy tri didu kién chan khong, va sau d6 nude duge loai bo khoi

d6 trong khi vin duy tri didu kién nhiét do va ép suat khong d6i. Didu kién nhiét do khong
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d6i ¢ thé 14, vi du, nhiét do bing -50°C hoac thép hon, va diéu kién ap sudt khong doi co
thé 1a ap suét béng 0,133 mba hodc thép hon, nhung céac diéu kién nhiét do va ap suét khong
bi gigi han & do.

Phuong phép bao quan dong lanh vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae co thé con
khong bao gdm budc 1am dong lanh vi tdo ca trude va sau budc 3). Vi dy, quy trinh dong
lanh so bd c6 thé khéng duge thue hién trude quy trinh 3). Theo phuong phép nay, vi tao
¢6 thé dugc bao quan véi chi phi thip thong qua mot quy trinh don gian bang cach san xuat
sinh khéi déng kho ma khong bao gdm quy trinh dong lanh so bg.

Khia canh khac d& xu4t phuong phép san xuit sinh khdi dong kho cta vi tao thude
ho Thraustochytriaceae, phuong phdp nay bao gom: 1) nudi cdy vi tao thudc ho
Thraustochytriaceae trong moi truong chira ché phdm dé bao quéan dong lanh vi tao thudc
ho Thraustochytriaceae chira stta tdch béo, sucroza, va natri clorua; 2) thu hoi san phém da
nudi cdy cta bude 1); va 3) lam dong kho san pham di nudi chy dé tao ra sinh khéi.

Ché pham dé bao quan dong lanh vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae, nudi chy vi
tao thudc ho Thraustochytriaceae, thu hdi san phdm da nudi cdy, va san xudt sinh khéi dong
kho 1a nhu duge mo ta trén day.

Phuong phép sén xuét sinh khéi dong kho ctia vi to thude ho Thraustochytriaceae
¢6 thé con khong bao gdbm budc 1am dong lanh vi tao ca trude va sau budc 3). Vi du, quy
trinh 1am dong lanh so bd ¢o6 thé khong duoc thuc hién trude quy trinh 3). Theo phuong
phéap nay, sinh khéi dong kho co thé duoc san xuét véi chi phi thap thong qua mdt quy trinh
don gian bang cach san xuét sinh khdi dong kho ma khong bao gdm quy trinh déng lanh so
bJ.

Khia canh khac dé xuét sinh khéi dong kho cta vi tao thudc ho Thraustochytriaceae
bao gdm: a) ché pham dé bao quan dong lanh vi tao thudc ho Thraustochytriaceae, ché
phém nay chia sita tach béo, sucroza, va natri clorua; va b) vi tao thudc ho
Thraustochytriaceae, trong d6 sinh khéi dong kho duge san xuét bang phuong phap san
xuét sinh khdi dong kho cua vi tao thude ho Thraustochytriaceae.

Ché pham dé bao quan dong lanh vi tao thude ho Thraustochytriaceae va phuong
phép san xudt sinh khéi dong kho ciia vi tao thudc ho Thraustochytriaceae la nhu dugc md

ta trén day.
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Sinh khéi dong kho ¢6 thé dwoc bao quan & nhiét d nam trong khoang tir 15°C dén
25°C trong 12 tudn hozc 1au hon. Vi dy, sinh khdi dong khd c6 thé duoc bao quan & nhiét
d6 phong tir 3 thang dén 5 nam, 3 thang dén 3 nam, 3 thang dén 2 ndm, 3 thang dén 1 ndm,
3 thang dén 10 thang, 3 thang dén 8 thang, 3 thang dén 6 thang.

Thuat ng@ “nhiét d¢ trong phong" dugc st dung & day co thé dé cap dén nhiét do
nam trong khoang tir 15°C dén 25°C, va c6 thé duoc st dung hoan ddi vaéi thuat ngtt “nhiét
dd binh thuong".

Thudt nglt “co thé bao quan" dugc stt dung ¢ déy co thé dé cap dén dic diém ma
céc té bao co thé sinh truéng khi sinh khbi dong khd duge bao quan va sau do dugc nudi
cy lai trong moi trudng, hodc hoat tinh cua té bao duge duy tri & 60% hodc cao hon, 70%
hodc cao hon, 80% hodc cao hon, hoac 90% ho#c cao hon, so vé1 té bao séng khong duoc
lam déng kho.

Sinh khéi dong kho ¢6 thé chtra 1,0 X 107 dén 1,0 X 10' té bao sdng trong 1 mL
sinh khéi sau khi bao quéan & nhiét do nam trong khoang tir 15°C dén 25°C trong it nhat 12
tuan. Vi du, sau khi bao quan ¢ nhiét do nam trong khoang tir 15°C dén 25°C trong it nhét
12 tudn, sinh khdi dong kho c6 thé chira, trong 1 mL, 1,0 X 107 dén 1,0 X 10, 1,0 X 107
dén 1,0 X 1010, 1,0 X 105 dén 1,0 X 10'2, 1,0 X 10° dén 1,0 X 10", 1,0 X 10° dén 1,0 X
1019, 1,0 X 10° dén 1,0 X 10'2, 1,0 X 10° dén 1,0 X 10", hoge 1,0 X 10 dén 1,0 X 101¢€
bao sdng.

Sinh khéi dong kho ¢6 thé chira 1,0 X 107 dén 1,0 X 10" CFU (don vi tao thanh
khuén lac)/mL té bao séng sau khi bao quan ¢ nhi€t do nam trong khoang tir 15°C dén 25°C
trong it nhét 12 tuan. Vi du, sau khi bao quan & nhiét do nam trong khoang tir 15°C dén
25°C trong it nhat 12 tudn, sinh khoi dong kho 6 thé chira 1,0 X 107 d&én 1,0 X 10", 1,0 X
107 dén 1,0 X 10°, 1,0 X 108 dén 1,0 X 102, 1,0 X 10® dén 1,0 X 10", 1,0 X 10° dén 1,0
X 10, 1,0 X 10° dén 1,0 X 102, 1,0 X 10° dén 1,0 X 10", hoge 1,0 X 107 dén 1,0 X 101
CFU/mL té bao séng.

Khia canh khac md ta viéc su dung ché phém dé bao quan dong lanh vi tao thude
ho Thraustochytriaceae, ché phém nay chira sita tach béo, sucroza, va natri clorua, dé bao

quan dong lanh vi tdo thudc ho Thraustochytriaceac.
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Khia canh khac mo ta vi¢c st dung ché phém dé bao quan dong lanh vi tao thudce
ho Thraustochytriaceae, ché phém nay chira stta tach béo, sucroza, va natri clorua, dé san
xuét sinh khdi déng kho cta vi tao thude ho Thraustochytriaceae.

Ché pham dé bao quan dong lanh vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae, phuong phéap
bao quan dong lanh vi tdo thude ho Thraustochytriaceae, va phuwong phép san xuét sinh

khéi dong kho ctia vi téo thude ho Thraustochytriaceae 1a nhu duge md ta trén day.

Hiéu qua co loi

Theo ché phim dé bao quan dong lanh vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae va
phuong phap bao quan dong lanh bang cach st dung ché pham nay, vi tao c6 thé dugc bao
quan dn dinh trong mot thoi gian dai, va ¢ thé giam chi phi bao quan vi tao bang cach rat
ngén quy trinh. Ngoai ra, theo phuong phép san xuét sinh khéi dong kho cua vi tao thude
ho Thraustochytriaceae bang cach st dung ché phdm nay, hoat tinh cta vi sinh vat dugc
duy tri ngay cé khi bao quan trong mot thoi gian dai ¢ nhiét do trong phong, va sinh khoi
dong kho & dang bot, la dang d& bao quan va van chuyén, dugc san xuét bang quy trinh don

gian.

Vi du thye hién sang ché
Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi ti€t hon thong qua cac vi du. Tuy nhién, cac vi
du nay dugc cung cap dé mo ta mdt hodc nhiéu phuong an nham muc dich minh hoa, va

pham vi ctia sang ché khong bi gidi han & cac vi du nay.

Vi du 1. Xac nhén kha néng séng sot clia té bao theo diéu kién lam doéng kho vi tao

Vidu 1-1. San xudt chit bao quan dong kho

Tong cong 4 mL chit bao quan dong kho dugc san xuét bang cach tron 0,8 mL dung
dich stta tach béo 4%, 1,6 mL dung dich sucroza 20%, va 1,6 mL dung dich natri clorua
20%, mdi loai duge hoa tan trong nudc cét.

Vi du 1-2. Lam dong kho vi tdo thugce ho Thraustochytriaceae

Loai vi tdo Schizochytrium CD01-5004 (S6 truy nhap: KCTC14345BP) dugc cay
1én moi truong GYEP (10 g/L glucoza, 1 g/L chiét pham nam men, 1 g/L pepton, 2 g/L

11
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MgSOq-7H,0, 20 g/L mubi bién, 5,0 mg/L H3BO3, 3,0 mg/L MnCly, 0,2 mg/L CuSO4, 0,05
mg/L NaMos-2H>0, 0,05 mg/L CoSO4, va 0.7 mg/L 7ZnS04-7H20), 1a mdi truong trong do6
vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae ¢co thé sinh truéng, va dugc G qua dém trong binh dung
tich 500 mL & 28°C va & tdc do 180 vong/phit. Méi truong nudi cdy dwge thu hoi va ly
tam, va dich ndi b& mit dugc loai bo khoi d6. San phim thu duge con lai dugce tao huyén
phu trong chit bao quan dong kho duge chuén bi trong Vi du 1-1 @& tao ra huyén phu chta
sinh khdi vi tao. Sau khi huyén phu chira sinh khéi dugce tao ra duge dat trong lo dong kho
dang 6ng (lo FD), trong truong hop cla céc Piéu kién 1-1 dén 1-3, viéc lam dong lanh so
bd duoc thuc hién trong céac didu kién nhu dugc thé hién trong Bang 1, va huyén phu khong
duoc lam dong lanh so b, dugc didu ché nhu Diéu kién 1-4.

Bang 1

Nhom thi Diéu kién 1am dong lanh so b

nghiém

Diéu kién 1-1 |Lam dong lanh binh thuong Huyén phu chtra sinh khdi duge lam dong
bang cach st dung hdn hop|lanh so bd bang cach st dung hon hop lam

lam dong lanh dong lanh bao gbm 99% etanol va da kho

Diéu kién 1-2 |Lam dong lanh nhe Huyén phu chtra sinh khdi dugc dé ¢ 4°C
trong 60 phut, sau do ¢ -20°C trong 60 phut,
va sau d6 dé & -80°C trong 60 phut dé thuc
hién viéc lam dong lanh so b0 trong cac diéu

kién ém diu.

Didu kién 1-3 |Lam dong lanh nhe + Lam|Sau khi lam dong lanh so bd trong cung cac
kho & nhiét d6 trong phong diéu kién nhu trong Diéu kién 1-2, viéc lam
kho duoc thuc hién & nhiét do trong phong
(25°C).

Diéu kién 1-4 |Khong lam dong lanh so bd -

Céac lo dong kho cua mdi diéu kién duoc ndi véi thiét bi 1am dong kho, va dugc lam
dong kho trong céc didu kién duy tri nhiét do bang -50°C hogc thép hon va &p sudt bang

0,133 mba hodc thép hon & trang thai chan khong. Khi mot luong 16n céac 6ng duoc ndi véi
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thibt bi 1am dong kho, ap sudt cla thiét bi dugc tang va do do tic dong dén su sinh truéng
ctia céc té bao dong kho. Theo d6, mot éng dugc ndi, va sau do, sau khi ap suét cua thiét bi
duoc giam dén 0,133 mba hodc thap hon, dng tiép theo duge ndi bd sung vao do6. Sau khi
tht ca céc bng duge néi véi thiét bi, vidc lam dong kho duge thue hién trong khoang 3 gio,
va cac dng da dugc lam dong kho dugc bit kin bang md d6t han xi dé c6 thé duy tri dugc
diéu kién chan khong.

Vi du 1-3. Xac nhén kha ning sbng sot cuia cac té bao dong kho

Dé x4c nhan kha ning séng s6t cia cac té bao dong kho duoc chuén bi trong Vi du
1-2, mau sinh khdi kho & dang bot dugce tao huyén phu trong nudc cht va dan trai lén dia
thach GYEP, va sau d6 muc sinh trudng khuén lac dugc kiém tra bang truc quan.

Két qua 13, nhu duge thé hién trén FIG. 1, trong trudong hop cua sinh khéi dong kho
clia cac Didu kién 1-1 dén 1-3 da trai qua quy trinh dong lanh so b, cac khuan lac khong
duoc sinh trurdng hodc tao thanh trén dia thach, va chi trong truong hop cua Diéu kién 1-4
khong trai qua quy trinh déng lanh so bd, da xac nhan duoc rang sinh khdi dong kho cho

phép sinh trudng va tao thanh khuén lac trén dia thach.

Vi du 2. Xac nhan kha nang sbng st cla cac té bao dong kho theo cac thanh phan
ctia chit bao quan dong kho

Pé danh gia hidu qua bao quan dong kho theo cac thanh phéan cta chét bao quéan
dong kho, nhu dugc thé hién trong Bang 2, cho mai didu kién, 4 mL chét bio quan dong

kho chira cac thanh phéan tuong ing & nong do cudi cung dugc chi ra dugc diéu che.

Bang 2
Nhom thi | Stta tach | Sucroza | Trehaloza |Metanol | Pepton Glyxerol |  Natri
nghiém béo (%) (%) (%) (%) (%) (%) | Clorua (%)
Diéukién2-1| 10 10 - ] ) _ _
Diéukién2-2| 10 - 10 - - - )
Dicu kién2-3| 10 - - 10 - - -
Diéu kién 2-4 - - 10 - 5 - _
Dicukién2-5| 10 4 4 - - i ]
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Didukién2-6| 6 8 - - - ] 4
Piéukién 2-7| 10 - - i - 10 _

Phuong phap gidng nhu duge st dung trong Vi du 1-2 dugc str dung dé diéu ché
huyén phu chira sinh khéi, tiép theo 1a 1am dong kh6 ma khong can quy trinh 1am dong lanh
so bd, ngoai trir 13 vi tho Schizochytrium sp. CD01-5004 (S6 truy nhap: KCTC14345BP)
duge cdy vao moi truong GYEP chira 30 g/L glucoza, va chit bao quan dong kho duoc diéu
ché trong ché pham ctia Bang 2 dugc sir dung.

MAu sinh khéi kho & dang bot dugce tao huyén phu trong nudce cit va duoc pha lodng
dé muc hép thu (Mat do quang: OD) & 680 nm la 0,1. Dung dich thu dugc dugce dan trai
v6i lwong 1a 1 mL [én dia thach GYEP, va s6 luong khuén lac duoc tao thanh trong moi dia
dugc dém. Péi v&i mau dbi chimg, khong c6 viée tao huyén phu mot ph?m moi truong nuodi
chy 6 bao duge thu hdi trude khi didu ché huyén phi chira sinh khéi trong chat bao quéan
dong kho, 1 mL dung dich dugc hoa tan dén gia tri OD 1a 0,1 ¢ 680 nm dugc dan trai 1&€n
dia thach GYEP, va sb luong khudn lac tao thanh duoc dém. Do c6 1 x 106 té bao trong mdi
khuén lac, s§ lugng té bao séng sot trong 1 mL moi truong nudi ciy dugc tinh toan bang
cach nhan sb lvong khuén lac duoc tao thanh cho mdi nhéom thi nghiém voi 10°, va kha

ning séng sot cia moi diéu kién duge tinh toan ]a phan tram cta nhom doi chung.

Bang 3
Nhom thi nghiém S6 lugng khuan lac |S6 luong té bao sébng| Kha nang séng sot
duoc tao thanh
Péi ching 1500 1,5 X 10° 100%
Diéu kién 2-1 20 2,0 X 107 1,33%
Diéu kién 2-2 0 0 0%
Diéu kién 2-3 0 0 0%
Diéu kién 2-4 0 0 0%
Piéu kién 2-5 2 2,0 X 10° 0,13%
Piéu kién 2-6 250 2,5 X 108 16,67%
Diéu kién 2-7 0 0 0%
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Két qua 1a, nhu dugc thé hién trong Bang 3, di x4c nhan dugc réng cac khuén lac
duoc tao thanh trong vong 72 gid sau khi dan trai 1én dia trong cac diéu kién 2-1, 2-5, va 2-
6. Céc chét bao quan dong khd duoc st dung trong cac diéu kién nay thuong chua tir 6 dén
10% sita tach béo va 4 dén 10% sucroza, va dac biét 1a, trong Diéu kién 2-6 béng cach st
dung chét bao quan dong kho chira sita tach béo, sucroza va natri clorua, kha ning song sot

cao dang ké & 16,67%.

Vi du 3. X4c nhan muc sinh trudéng cia cac té bao dong kho theo ty 1€ clia cc thanh
phan ctia chit bao quan dong kho

Vi du 3-1. X4c nhén sy tao thanh khuén lac trén dia thach

DPé danh gia hidu qua bao quan dong kho theo ty 16 nong do cua sira tach béo,
sucroza va natri clorua, 1a céc thanh phan bao quan higu qua nhét thu duoc tir Vi du 2, nhu
duoc thé hién trong Bang 4 -dudi day, cho mdi diéu kién, 4 mL chit bao quan dong kho
chra c4c thanh phan twong tng 6 ndng do cudi cung duoc chi ra duge didu ché. Sau khi
Jam dong khd vi tao thudc ho Thraustochytriaceae theo cach gidng nhu dugc md ta trong
Vi du 2 bing cach st dung chét bao quan dong kho cho mdi diéu kién, s6 lugng khuén lac
tao thanh dugc dém bing cach tao huyén phu trong nuéc cht va dan trai chung 1én dia thach
GYEP. Trong cac nhom diéu kién trong do céac khuin lac duoc tao thanh, su tao thanh
khuén lac dugc xac nhan béng truc quan tir 24 gio sau khi dan trai, va su ¢6 mat hodc khong
cO mit cia muc séng s6t cia té bao va mirc do tao thanh khuén lac co thé duoc phan biét

rd rang tr 40 gio.

Bang 4
Nhém Stra tach béo Sucroza Natri clorua S6 luong
thi nghiém (%) (%) (%) khuén lac
Piéu kién 3-1 6 8 4 30
Diéu kién 3-2 - 10 5 32
Piéu kién 3-3 4 8 8 34
Diéu kién 3-4 10 - - 0
Diéu kién 3-5 5 - 5 0
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Két qua 13, nhu duge thé hién trén FIG. 2 va Bang 4, khuan lac khong dwoc tao
thanh trong Diéu kién 3-4 bang cach st dung chit bao quan chta sita tich béo 10% mot
minh, va Diéu kién 3-5 bang cach str dung chit bao quan chira sira tach béo 5% va natri

clorua 5%, va trong cac diéu kién khdc thi sy tao thanh khuan lac dugc xéc nhén.

Vi du 3-2. X4c nhén sy sinh truéng té bao trong cac binh nudi cay

Déi véi cac t bao dong kho cia cac Pidu kién 3-1 dén 3-3 trong do su tao thanh
khuin lac duoc xac nhén trong Vi du 3-1, mic sinh truong té bao trong binh chira moi
trrong nudi ciy duoc do.

Cu thé, méi truong GYEP chua 30 g/L glucoza dugc dat trong binh dung tich 500
mL, va sinh khéi dong khd ctia cac Didu kién 3-1 dén 3-3 dugc cdy vao d6 va duge nuodi
chy & 28°C va & tdc do 180 vong/phut. Mdi trudng nudi cdy ctia moi didu kién duoc lay
cho mdi 1an nuoi céy, va gia tri OD duoc do ¢ 680 nm bang cach st dung quang phé ké aé
x4c nhan murc sinh trudéng cua té bao.

Két qua 13, nhu duoc thé hién trén FIG. 3, céc € bao dong kho cla céc Diéu kién
3-1 dén 3-3 da cho thay mirc ting vé gia tri OD thong qua su sinh truong té bao trén quy
mo ddy du tir khoang 12 gid sau khi nudi cdy, va muc sinh truong twong tu trong tht ca cac

nhom dicu kién.

Vi du 4. X4c nhan kha nang 6n dmh bao quan cla cac mau dong kho theo ty 1€ cua
c4c thanh phan cta chét bao quan dong kho

Sau khi bao quan sinh khéi dong kh cta cac Dicu kién 3-1 dén 3-3 duoc chuan bi
trong Vi du 3-1 & nhiét do trong phong trong 7 ngay trong lo dong kho, sinh khéi duge nudi
ciy trong binh bang cach st dung phuong phap gidng nhu dugc mo ta trong Vidu 3-2, va
muc sinh trudng ciua té bao duge xac nhan bang cach do muc hép thu cho mdi 1an nudi cay.

Két qua la, nhu dugc thé hién trén FIG. 4, dd xac nhan dugc rang co6 su sai khac vé
mire sinh trudng t& bao gitta cac diéu kién. Cy thé, Diéu kién 3-3 da thé hién tdc do sinh
trrdng nhanh nhét, Diéu kién 3-1 da cho théy su sinh trudng hoi cham, va Diéu kién 3-2

da khong cho thay su sinh truéng té bao cho dén 40 gio sau khi nuoi cy.
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Vi du 5. Kha ning én dinh bao quan lau dai ctia cic mau sinh khéi dong kho

P& x4c nhan kha ning 6n dinh bdo quén 1au dai cua céac mAu sinh khéi dong kho,
chit bao quan dong kho chira sita tdch béo 4%, sucroza 8% va natri clorua 8%, ma c6 cung
thanh phin chét bao quan dong khd nhu trong Diéu kién 3-3 cita Vi du 3-1, dugc dicu ché,
va sau dé, vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae dugce 1am dong khd theo cach gidng nhu
duoc mo ta trong Vi du 2. Sinh khdi dong kho da tao ra dugc bao quan ¢ nhiét do trong
phong trong 12 tudn (84 ngay), sau d6 dugc tao huyén phu trong nuGe cat va dan trai lén
dia thach GYEP dé dém sb luong khuén lac duogc tao thanh.

Két qua la, nhu dugce thé hién trén FIG. 5, khoang 47 céc khuén lac duogc tao thanh
trong mau pha lodng 1072 lan, va da phat hién ra rang sé luong té bao sdng sét trong 1 mL
mbi truong nudi cdy 1a khoang 4,7 X 10°. Do d6, da xdc nhén dugc rang sinh khéi dong
kho duoc san xuét bang cich st dung chét bao quan dong kho theo sang ché da dam bao sb
lugng té bao séng sOt trong mot luong nhét dinh hozc thAm chi nhiéu hon khi duoc bao
quén trong it nhét 12 tudn.

Tir phdn mo ta trén day, ngudi o hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thuat ma
sang ché lién quan s& ¢ thé hiéu ring sang ché c6 thé duoc thuc hién dudi cac hinh thie
cu thé khac ma khong 1am thay d6i y nghia vé mat k§ thuat hodc d4u hiéu co ban cua sang
ché. V& véAn dé nay, can hiéu ring cac phwong an duoc md ta trén day dugc cung cép chi
nham muc dich minh hoa trong tAt ca cac khia canh va khong giGi han pham vi cla sang
ché. Pham vi ctia sang ché nén dugc hidu 12 bao gém tht ca cac thay ddi hodc cai bién bat
ngudn tr nghia va pham vi ctia cac diém yéu cdu bao ho duge mo ta dudi day va cdc khai

niém tuong duong cua ching, thay vi chi gii han ¢ phan md ta chi tiét trén day.
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1. Ché phim dé bao quan dong lanh vi tao thudc ho Thraustochytriaceae, ché phim nay

chira: sita tich béo, sucroza, va natri clorua.

2. Ché pham theo diém 1, trong d6 ché phdm nay chua sira tach béo véi lugng nam trong

khoang tir 0,5% khdi lugng dén 20% khdi lugng tinh theo tdng khéi lugng clia ché pham.

3. Ché phdm theo diém 1, trong d6 ché pham nay chira sucroza véi luong nam trong khoéng

fir 1% khéi luong dén 20% khéi lugng tinh theo tdng khoi lugng cla ché pham.

4. Ché pham theo diém 1, trong do6 ché phdm nay chura natri clorua véi luong nam trong

khoang tir 0,1% khdi lugng dén 10% khdi lugng tinh theo tdng khéi luvgng ctia ché pham.

5. Ché pham theo diém 1, trong do6 ché phdm nay chira sita tich béo va sucroza voi ty 1€

khéi lugng nam trong khoang tir 1:0,5 dén 1:10.

6. Ché pham theo diém 1, trong d6 ché pham nay chua sita tach béo va natri clorua véi ty

16 khéi lugng ndm trong khoang tir 1:0,5 dén 1:10.

7. Ché pham theo didm 1, trong d6 vi tio thudc ho Thraustochytriaceae bao gom it nhét mot
loai dugc chon ti Thraustochytrium sp., Schizochytrium sp., Aurantiochytrium sp.,
T hra.ustochytriidae sp., Japonochytrium sp., Monorhizochytrium sp., Sicyoidochytrium sp.,
Ulkenia  sp., Parietichytrium  sp., Botryochytrium ~ sp., Hondaea  sp., va

Labyrinthulochytrium sp..

8. Phuong phap bao quan dong lanh vi tao thude ho Thraustochytriaceae, phuong phap nay
bao gdm cic bude:
1) nudi cdy vi tdo thude ho Thraustochytriaceae trong mdi trudng chira ché pham

dé bao quan dong lanh vi tdo thudc ho Thraustochytriaceae theo diém 1;
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2) thu hdi san pham da nudi cdy cta budce 1); va

3) lam dong kho san pham nudi chy da thu hdi dé tao ra sinh khoi.

9. Phuong phép theo diém 8, trong d6 viéc lam dong lanh vi tdo khong dugc thuc hién ca

trudc va sau budce 3.

10. Phuong phép san xuét sinh khéi dong kho cda vi tdo thude ho Thraustochytriaceae,
phuong phép nay bao gbm cac budc:

1) nudi cdy vi tao thudc ho Thraustochytriaceae trong mdi trudng chira ché pham
dé bao quan dong lanh vi tao .thu(f)c ho Thraustochytriaceae theo diém 1;

2) thu hi san phém da nudi cdy cia bude 1); va

3) lam dong kho san pham nuoi ciy da thu hdi dé tao ra sinh khoi.

11. Phuong phép theo diém 10, trong d6 viéc 1am dong lanh vi tao khong dugc thuc hién

ca trudc va sau budc 3.

12. Sinh khéi dong kho ctia vi tao thudc ho Thraustochytriaceae, sinh khéi dong kho nay
bao gdm:

a) ché pham dé bao quan dong lanh vi tao thudc ho Thraustochytriaceae, ché pham
ndy chira: sira tach béo; sucroza; va natri clorua; va

b) vi tao thudc ho Thraustochytriaceae,

trong d6 sinh khdi dong kho duge san xuét bang phuong phap san xudt sinh khoi

dong kho cia vi tao thudc ho Thraustochytriaceae theo diém 10.

13. Sinh khéi dong kho theo didm 12, trong d6 sinh khdi dong khd ¢4 thé dugc bao quan
trong it nhét 12 tudn & nhiét d6 nam trong khoang tir 15°C dén 25°C.

14. Sinh khéi dong kho theo diém 13, trong d6 sinh khéi dong kho chira 1,0 X 107 dén 1,0
X 102 t& bao séng trong 1 mL sinh khéi dong kho sau khi bao quan ¢ nhi€t do nam trong

Khoang tir 15°C dén 25°C trong it nhét 12 tudn.
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[FI1G. 3]
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