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Linh vue ky thuét dwoce dé cap
Gidi phap htru ich thudc linh vuc cong nghé¢ sinh hoc va vi sinh vat ing dung, cu
thé 1a giai phap hitu ich dé cip dén ching vi khuin 1én men san xuét hydro sinh hoc va

quy trinh san xuat hydro sinh hoc dé tao ngudn ning luong tai tao.

Tinh trang k¥ thuat cia giai phap hiru ich

Hi¢n nay nén kinh té thé gid1 dang bi phu thudc vao nguén nhién liéu hoa thach.
Ngoai cac loi thé ctia minh, ngudn nguyén liéu hoa thach ciing gdy ra nhiu van dé
nhu 6 nhiém khong khi, 6 nhiém méi truong. Pong thoi, day 1a ngudn nhién liéu
khong thé tai ché va dang dan can kiét nén cén tim ra ngudn nang luong thay thé cho
nhién liéu hoa thach va co thé tai tao dang 1a van dé cip thiét.

M6t xu huéng dang dugc nghién ciru trén nén céng nghé xanh do 1a st dung
ngudn ning luong hydro tai tao, cu thé 1a su dung ngudn hydro tai tao tir cac ngudn
nguyén liéu 1a phé liéu cua nganh nong nghiép va mot sd nganh cong nghiép khac
nhau. D3 cé nhiéu nghién ctru nhim tao ra ngudn hydro voi hiéu suit chuyén doi lon,
chiém 60-80% tir sinh khéi (Chong M.L. va cong su; 2009, Kotay S.M. va Das D
2008, Winter C.J.; 2009). Do d6, day dugc coi 1a nganh cong nghé xa ly day hira hen
d6i véi cac chét thai va phé thai hitu co. Ngoai ra, nhién liéu hydro ciing d& dang tao ra
dién thong qua hé thdng pin nhién liéu, didu nay ddc biét thu hut cac chuong trinh
nghién ciru nham tng dung nhién liéu hydro trong cac phuong ti¢n giao thong nhu 6 6,
mdy bay, xe may, xe buyt va nhidu linh vuc c6ng nghiép khac.

Hién nay, khoang 95% hydro thuong mai dugc san xuét bang phuong phap hoa
nhiét va dién phan nudc. Tuy nhién, phuong phap hoéa nhiét yéu cau nhiét do va ap
sut cao rat ton kém ning luong, dong thoi lai gay 6 nhiém moi truong. Phuong phap
dién phén nudc thi dé tao hydro thi kha dé dang, nhung hé thng thiét bi lai rit dit
(Elam C.C. va cong su; 2003). Ngoai hai phuong phép trén, phuong phap sinh hoc
dang duoc quan tdm va chu y hién nay. Hydro dugc tao thanh tir qua trinh 1én men cuta
vi sinh vét tir cic hop chit hitu co & didu kién nhiét do va ap suat thong thuong. Vi tao
va vi khuan 14 2 déi tugng quan trong trong qud trinh san xuat hydro sinh hoc nho qua

trinh quang phén ly nudc va 1én men ki khi.
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Mot van dé uu tién hang dau trong viéc phat trién ngudn hydro tai tao tir ngudn
nguyén lidu tai tao 1a phéi c6 duoc ching vi sinh ¢6 kha nang 1én men chuyén hoa sinh
khéi thanh hydro vé6i hiéu sudt di dé thu hoi hydro. DA c6 nhiéu ching vi sinh vat
dugc tmg dung dé 1én men san xuét hydro nhu Clostridiumsp. no 2, C.paraputrificum
M-21, Clostridium sp. C. beijerinckii YAO0l, Thermotoga maritina, T. elfi,
Caldicellulosiruptor, Saccharolyticus, Thermoanerobacteriumthermosaccharolvticum
W16, Enterobacter aerogens E.2005, E. cloacae IIT-BT 08 wt, E. aerogenes HU-101
mAY-2, Citrobacter sp. CMC-1 v.v., tuy nhién, cac chung nay cho hiéu suat chuyén
hoa hydro chua cao, tir 1-3 molH,/mol co chit. Ching c6 hiéu suit chuyén hoa cao
nhit ciing chi dat khodng 4 molH,/mol co chit (Thermotoga maritina). Ngoai ra, cac
ching vi sinh nay rat kho kiém soat trong qua trinh [én men va khong c6 hiéu qua kinh
té khi 1én men san xut hydro. Trong do, cac loai thudc chi Clostridium dang duoc uu
tién nghién ctru do ching c6 kha ning phat trién manh, d& nuéi cdy, nhung c6 nhugc
diém 1a hiéu suét chuyén hoa tao hydro khéng cao.

Cac chung loai thudoc chi Clostridiumda duge nghién ctu, bao goém C
paraputrificum, C. lentocellum, C. thermosuccinogenes, C. bifermentans,C.
thermolacticum, C. butyricum, C. saccharoperbutylacetonicum, C. acetobutylicum, va
C.pasteurianum. San lugng hydro t6i wu dugc theo ddi véi mdi loai, thay doi tur 1,1
mol Hy/mol hexoza dén 2,6 mol H,/mol hexoza, tuy thudc vao ban chét cua sinh vat
cling nhu diéu kién moi truong.

Bang 1: San lugng hydro ctia mot sb loai thudc chi Clostridium

Co chit Vi sinh vat San lugng H,
Tinh bot sén Clostridium acetobutycium 2,41 mol H,/mol glucoza
Tinh bot ngo Clostridium pasteurianum 194 mL H,/g tinh bot
Tinh bot khoai tay Clostridium butyricum 2,4 mol Hy/mol glucoza
Tinh bot Clostridium butyricum 1,9 mol Hy/mol glucoza
Tinh bt ngo Clostridium butyricum 390 mL H,/g tinh bot
Tinh bot Clostridium amydalinum C9 2,6 mol H,/mol glucoza
Tinh bot mi Clostridium beijerinkii 90 L H,/g tinh bot

Theo Leena B va cong su, chung Clostridium sp. DMHC-10 cho san luong hydro
3,35 mol H,/mol glucoza tai diéu ki€n nhiét do 370C, pH 7 (Kamalaskar L.B. va cong
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su; 2010). Vi khuan ki khi bat budc nhu Clostridium beijerincki AM21B ¢6 thé tao ra
hydro véi ham lugng 1,8 dén 2,0 mol Hs,/mol glucoza (Taguchi F. va cdng su; 1992).
Theo Dan An va cong su Clostridium beijerinckii YA001 ciing 1a ching da duoc
ching t6 c6 kha ndng sinh ra hydro voi san lugng cao, dat 2,31 mol/mol xyloza tai
diéu kién pH 8,0, nhiét do 40°C (An D. va cong su; 2014). Hién dd phéan lap duoc
chung Clostridium saccharoperbutylacetoniciun N1-4 c6 hidu sut san sinh hydro vuot
troi, cu the 1a trong diéu kién nuéi cay theo mé c6 thé cho san lugng hydro cao nhat dat
4.628 161 7.627 mL H,/L véi co chit 1a rac thai nong nghiép da qua xir li, bao gém cam
gao, cdm gao loai dau, tinh bot cdy co va chat thai tr nha may san xuit dau co
(Vendruscolo F.; 2015), ching nay dang dugc cht ¥ la ing vién trong viéc 1én men san
xuét hydro.Clostridium acetobutycium cho san lugng 2,41 mol H,/mol glucoza khi su
dung ngudn co chit 14 tinh bot sin (Vendruscolo F.; 2015). Két qua nay cho thay cac
ching Clostridium sp. c6 thé duoc tng dung dé san xuét hydro trén ngudn co chét
xenluloza va hemixenluloza ¢ nhiéu trong sinh khdi cting nhu rac thai nong nghiép

(Vendruscolo F.; 2015).

Tuy nhién, véi san lugng hydro thu duge nay van chua di dé 1én men san xuét
hydro trén co s& nguén sinh khéi khéc nhau véi hi¢u qua thu hdi hydro vuot troi. Do do,
can ¢ céc chung vi sinh vat c6 kha ndng san sinh ra hydro véi hiéu suét cao ciing nhu
quy trinh 1én men san xuét hydro don gian, c6 kha ndng Gmg dung dé 1én men thu hydro
tir cac ngudn sinh khdi nong nghiép.

Bin chit k§ thuét ciia giai phap hitu ich

Dé giai quyét vin dé néu trén, gidi phap hitu ich dé xuit ching vi khuan

Clostridium butyricum ST5 1én men sinh téng hop hydro va quy trinh 1én men san xuét

hydro sinh hoc bang chung vi khuén nay.

Theo khia canh thr nhat, giai phap hitu ich dé& cdp dén chung vi khudn
Clostridium butyricum ST5, trong d6 ching vi khuan nay chua trinh tu nucleotit néu
trong SEQ ID NO.1 va duoc luu giit tai Bao tang vi sinh vat cia B mén Vi sinh vat
hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, 334 Nguyén Trai, Thanh Xuan, Ha Noi voi
s6 luu giir STS.

Theo khia canh thr hai, giai phap hitu ich d& cap dén quy trinh 1én men san xuit

hydrosinh hoc, trong d6 quy trinh nay bao gdbm céac buéc:

-4-



2117

a) chuan bi chung vi khuan Clostridium butyricum ST5 1én men bang cach cdy
chung vi khuan gbc o sb luu giit ST5 tai Bao tang vi sinh vat cua B moén Vi sinh vat
hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién vao moi trudng PY dd duoc suc khi N, dé
loai bo khong khi va tién hanh nuéi ciy ¢ 37°C, trong diéu kién tdi, ky khi, lic & toc
d6 200 vong/phut trong 48 gio, thu duoc chung vi khuan Clostridium butyricum STS

hoat héa;

b) chudn bi méi truong san xut bang cach pha lodng moi truomg chua bot ba sin
v6i nude cat theo ty 16 Y (w/w), sau do xtr ly nhiét 90°C trong 15 phut, hodc moi
truong bong ruou duogc chinh vé pH vé khoang 6,5-7 bﬁng NaOH 10M, sau do hép
khu tring ¢ 120°C trong 15 phut, sau khi dé ngu6i, suc khi N, dé loai bo oxy, thu dugc

moi trudng san xuat; va

c) 1én men san xuat va thu hdi hydro bang cach ciy chung vi khuan Clostridium
butyricum STS hoat hoa thu dugc & bude a) vao binh kin chira méi truong san xuét thu
duoc & bude b) theo ty 1€ tir 10 dén 20% thé tich ¢ 37°C, trong diéu kién tbi, ky khi,
lic & toe d6 200 vong/phit trong 48 gio, khi sinh ra trong qua trinh san xuat duoc thu

héi va chuyén qua thiét bi tach thu hoi hydro.

Theo mdt phuong an wu tién ctia quy trinh, trong dé chtng vi khuan Clostridium
butyricum ST5 duoc sir dung dé 1én men 1a ching vi khuén ¢6 sb luu gitt ST5 tai Béo
tang vi sinh vat cia B mén Vi sinh vét hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién chira

trinh ty nucleotit néu trong SEQ ID NO.1.

Theo mét phuong 4n wu tién khac, trong d6 chung vi khuan Clostridium
butyricum ST5 dugc cay vao moi truong hoat hda va mdi truong san xuat trong diéu

kién dung khi N, dé tao méi truong ky khi.

M5 ta vin tat cac hinh vé

Hinh 1 Ia ddc diem hinh thai té bao cta chung vi khudn Clostridium butyricum
ST5, trong d6 (A) 1a anh chup khuén lac trén bé mit moi truong thach (B) la anh
nhuém Gram, va (C) la dnh chup qua kinh hién vi dién tu (SEM) v6idd phong dai
15.000 lan.

Hinh 2 14 két qua dién di san pham PCR kiém tra gen 16S cua ching vi khuan

Clostridium butyricum ST5 trén gel agaroza.
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Hinh 3 1a két qua thir nghiém vé kha ndng sinh trudng va san sinh khi hydro cua

chung Clostridium butyricum STS trén mot s6 ngudn co chét.

Hinh 4 14 két quéa thuc nghiém dénh gia vé kha ndng san sinh hydro cua chung
Clostridium butyricum ST5 so véi ching dbi chang Clostridium beijerinckii NBRC
trén nén co chat 1a bot ba sén va bong rugu.

M3 ta chi tiét giai phap hiru ich

Sau day, gidi phap hitu ich dwgc mé ta chi tiét v6i cac phuong an va cac vi du
thuc hién gidi phéap hiru ich, tuy nhién, cac phuong an va cac vi du nay chi nhdm muc
dich minh hoa va 1am rd ban chat cta giai phap hitu ich chir khong nhim han ché

pham vi yéu cau bdo hg cua giai phap htru ich.

Theo giai phap hitu ich, méi truong PY duoc st dung chi moi truong bao gém
pepton (10 g/l), bot chiét ndm men (10 g/l), glucoza (10 g/1), reazurin (1mg/1), dung

dich mudi (40 mL/1) va nuée du 1 lit.

Trong d6 dung dich mudi bao gém KH,PO, (1 g/l), K,HPO, (1 g/l), NaHCOs (10
g/l), NaCl (2 g/l), CaCl, (0,2 g/1), MgSO, (0,2 g/l).

Ngoai ra, dé tao moi truong thach, moi truong PYA duoc bo sung agar dé tao
mbi truong ran ding trong nudi cdy, phan lap. Cac moéi truong nay la da biét va duoc
sir dung rong réi trong linh vuc k¥ thut nay. Ngoai ra, ty vao diéu kién, nguoi co
hiéu biét trung binh trong linh vuc k§ thuit nay hoan toan c6 thé bo sung thém cac
thanh phén cacbon, nito v.v., dé tao ra cac moi truong t6i wu dé nuoi céy, phan lap

chiing vi khuén theo giai phéap hiru ich.

Picu kién ky khi theo giai phép hitu ich chi diéu kién khong c6 mat cua OXy, cu
thé trong didu kién nudi cay ky khi, khi d6 luong oxy trong mdi trudng nudi ciy duoc
loai bd va qua trinh nudi cay khong cung cép oxy. Didu kién nay tét nhat duge thuc
hién trong méi trudong kin va thuong st dung khi nito dé loai bo oxy cé trong moi
truong.

Theo d6, giai phap hitu ich dé cap dén chung vi khuén Clostridium butyricum

STS 1én men sinh tong hop hydro va quy trinh 1én men san xuat hydro sinh hoc bang

ching vi khuén nay.
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Theo khia canh tht nhét, gidi phdp hitu ich dé cip dén chung vi khuin
Clostridium butyricum STS, ching vi khuan Clostridium butyricum ST5 nay duoc

phan lap tu da day bo nhu sau:

Mau thtc dn thu duoc tir da day bo dugc pha lodng trong nudc cat, tién xu 1y
mau bang cach gia nhi¢t dén 80°C trong 30 phut dé loai bé t& bao sinh dudng, sau do
cdy vao moi truong PY trong diéu kién suc khi nito. Thoi gian nudi ciy trong 48 gid,
nhiét do 37°C trong diéu kién lic. Qua trinh nudi cdy nay duoc lap lai 3 1an. Sau d6
cay trai trén méi truong PYG, chon cac khuén lac 16n, hinh so diép, kich thude tir 0,2-

0,7 mm, mau trang duc.

Cac khuén lac nay dugc tién hanh sang loc, tuyén chon vé kha ning san sinh ra
hydro trong moi truong nuoi cay chuan, két qua cudi cung tuyén chon duoc chiing vi

khuan (dit tén 1a ST5) c6 kha ning sinh truéng va san sinh ra hydro téi uu.

Chung vi khuan ST5 nay dugc tién hanh xac dinh hinh thai, dac tinh sinh truong,
dinh danh theo khoa phan loai Bergey va xac dinh loai dua trén viéc giai trinh tu 16S
va so sanh voi cdy phan loai trén ngan hang gen theo két qua BLAST. Két qua xac
dinh dugc ching vi khuén ST5 1a chung méi thude loai Clostridium butyricum. Hién
ching vi khuan Clostridium butyricum STS duoc luu gilr tai Bao tang vi sinh vat cua
B6 moén Vi sinh vt hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, 334 Nguyén Trii, Thanh
Xuan, Ha Noi véi s6 luu giit ST5. Theo khia canh tha hai, giai phap hiru ich dé cap
dén quy trinh 1én men san xuét hydrosinh hoc, trong do quy trinh nay bao gom cac
budce: a) chuan bi chung vi khuan Clostridium butyricum ST5 1én men; b) chuan bj

moi truong san xuat; va c) 1én men san xuét va thu hoi hydro.

Trong budc chuan bi ching vi khudn Clostridium butyricum STS 1én men, tién
hanh bing cach cdy chung vi khuan gbc ¢6 s6 luu gitr STS tai Béo tang vi sinh vat cta
B6 mon Vi sinh vat hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién vao moi truong PY da
duge suc khi N, dé loai bo khong khi va tién hanh nudi ciy & 37°C, trong diéu kién t6i,
ky khi, lac & tbc do 200 vong/phut trong 48 gid, thu dugc ching vi khuén Clostridium
butyricum ST5 hoat hoa.

Trong bude chuan bi moi trudong san xuat, tien hanh pha lodng nguyén liéu dén

nong dé thich hop. Nguyén liéu ding dé tao moi truong 1én men san xuat 1a phu pham
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ctia nganh ché bién néng san, thuc pham. Theo giai phap hitu ich, nguyén liéu dung dé
chuan bi mdi truong san Xuét 1a bot ba san, 1a phu phém cua qua trinh san xuat tinh bot
san, hodc bong rugu, 1a phu phém cua qua trinh san Xuét ruou.

Do6i voi nguyén lidu 1a bot bi sén, bot bi sén duoc hoa véi nude theo ty 1¢ Y
(w/w), tot nhat 13 nhiét d6 cta nudc nim trong khoang tir 60-70°C. Trong qué trinh
hoa nguyén liéu véi nude, co khuay tron, tiép dén gia nhiét dén 90°C trong 15 phut dé
tinh bdt cO trong nguyén liéu chuyén thanh dang hd, thich hop dé vi khuan sir dung lén

men.

Déi voi nguyén lidu la bdng rugu, do bong ruou cé pH axit nén khong toi uu cho
chiing vi khuan sinh truéng va phat trién. Do do, bdng rugu duge chinh vé pH khoang
6,5-7 bang NaOH 10M. Tiép dén, hap khtr tring & 121°C trong 15 phut thu duoc moi

truong san xuat.

M@éi truong sau khi chuan bi dugc chuyén vao binh 1én men, suc khi N, dé loai

bo6 oxy va lam ngudi, thu dugc moi trudng san xuat.

Trong budc 1én men san xuit va thu hdi hydro, bo sung ching vi khuan
Clostridium butyricum ST5 da dugc hoat hoa ¢ trén vao binh 1én men chira méi truong
san xuat thu duoc & trén theo ty 1& tir 10 dén 20% thé tich ¢ 37°C. Trong qué trinh bo
sung, su dung khi N, dé tao moi truong ky khi. Tiép do, binh Ién men dugc git trong
dicu kién tdi, lic ¢ tde d6 200 vong/phut trong 48 gid. Trong qué trinh 1én men, khi
sinh ra trong qua trinh san xuat duoc thu hdi va chuyén qua thiét bi tach dé thu hdi

hydro. Qué trinh 1én men két thuc khi khong con khi san sinh.
Vi du thwe hién giai phap hiru ich

Vidu I. Phin ldp, xdc dinh hinh thdi, dic tinh va dinh danh chiing vi khuan dwoc

phdn lap

Mau dé phén 1ap vi khuén san sinh hydro 1a mau thu dugc tir da day bo ngay sau
khi md, miu nay dugc pha lodng trong nudc cit theo ty 1& 1/5 va duoc gia nhi¢t ¢
80°C trong 30 phiit dé loai bo té bao sinh dudng. Tiép d6 bd sung 8ml mai truong PY
vao binh kin 15 ml co na'lp cao su va nép nhoém bao vé. Tiép do suc khi N, dé loai bo

oxy dé tao mdi truong ky, khi dén khi méi truong tré nén trong suét va cay 0,8 ml moi
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truong da duge xtr 1y nhiét trong khi suc khi N, va nudi cay ¢ 37°C, tbe do lic 200

vong/phut.

Sau 48 gio, ldy miu cay trén bé mat moi truong PYA va nudi trong ti cay ky khi.
Tiép do sang loc va thu céac khuén lac cé dang hinh so, kich thudc tir 0,2 dén 0,7 mm,
mau trang. Chon loc céc khuén lac c6 dudng kinh 16n nhat. Két qua thu duoc 01 khuin

lac c6 duong kinh 7mm, ky hiéu la ST5 (Hinh 1.a).

D¢ x4c dinh dic tinh sinh 1y, sinh hoa va hinh thi, tién hanh xé4c dinh kha ning
sinh bao tr, nhuém Gram, thir hoat tinh catalaza, kha nang di ddng, kha ning sinh
indol, hoat tinh lecithiaza, ureaza, kha nidng s dung xitrat, oxidaza v.v. theo khoa

phan loai Bergey.

Xéc dinh kha ning sinh bao tir bang phuong phéap séc nhiét, trong d6 chung ST5
dugc nudi trong mdi truong PY 2 ngay, sau d6 dich nudi céy duogc u trong bé on nhiét
6§ 85°C trong 15 phut, sau d6 duge dua nudi ciy trén méi truong PY. Két qué cho thay,
chung ST5 c6 kha ndng sinh bao tir do c¢6 kha ning phat trién tro lai trén méi trudong

PY sau khi sc nhiét.

Tién hanh nhudém Gram ching STS, két qua duogc thé hién trén Hinh 1.b cho thay

chung ST5 thudéc nhém Gram duong.

Thir hoat tinh catalaza bang cach ldy khuén lac da duoc nudi trong 24 gio dat lén
lam kinh sach va nhé 2 giot H,O, 30% phu Ién vi khuan va quan sat tao thanh bot khi.

Két qué cho thay chung ST5 am tinh véi catalaza.

Thu nghiém kha ning di dong bang cach cdy khuén lac vao trong moi truong
thach mém (0,5% aga) trong 6ng nghiém voi khoang 2/3 d6 dai thach. U ¢ 37°C trong
24 gio. Két qua cho thay chung ST5 lam cho méi truong thach bi duc, sinh truéng lan

ra khoi vét cdy. Didu nay co thé két luan rang chung ST5 ¢6 kha nang di dong.

Thtr nghiém khd nang sinh indol trén nén thudc thir Kovac, do vi khuédnsan sinh
enzym tryptophanaza thi c¢6 kha nang thuy phan axit amin tryptophan sinh indol, axit
pyruvic va NH;". Indol sinh ra s& két hop v6i nhom (CHO)- cua p-
dimethylaminobenzaldehyd c6 trong thudc thir Kovac hinh thanh nén phuc hop mau

d6. Két qua cho thy rang ching ST5 khong c6 kha nang san sinh ra indol.
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Thir nghiém hoat tinh lecithinaza bang cachtron 10ng tring trimg véi cung trong
lugng nuéc mudi sinh 1y tao thanh dich huyén phu. Ly 10ml dich huyén phu trén hoa
tan vao mdi truong thach- pepton di khir tring va db vao dia petri. Cay vi khuén thanh

diém trén dia thach dat ¢ 37°C. Két qua cho thdy chung ST5 am tinh véi lecithinaza.

Thtr nghiém ureaza trén co s¢ ure 1a diamit cua axit carbonic dé bi thuy phan boi
enzyme ureaza tao thanh amoniac va cacbon dioxit, chat chi thi pH 1a phenol do. Két

qué cho thay chiing ST5 am tinh v&i ureaza.

Thir nghiém kha nang dong hoa xitrat trén co s¢ vi sinh vat su dung xitrat sinh
CO, lam kiém moi truong. Vi sinh vat s dung mudi amonium 1a ngudn dam duy nhét
tao ra NH; 1am kiém hoa méi truong. Két qua cho thiy chung STS am tinh vai kha
ning dong hoa xitrat.

Tht nghiém oxidaza trén co so thudc thu tetramethyl p-phenylenediamin
dihydrochlorit. Két qua cho thiy chung ST5 4m tinh véi oxidaza.

Thir nghiém VP 13 thir nghiém nham phat hién vi sinh vat tao san pham trung
tinh (axetoin) trong qua trinh 1én men glucoza. Axetoin dugc tao ra trong diéu kién ky
khi hoan toan. Két qua cho thdy ching ST5 am tinh véi thu nghiém VP,

Két qua duoc dung dé dinh danh chung STS theo khoa phan loai Bergey. Két qua
cho thay chung ST5 thudc chi Clostridium.

bé dinh danh ching STS thudc chi Clostridium, tién hanh giai trinh tu doan gen
16S ADN.

ADN ctia ching ST5 dugc chiét va tinh sach bang kit “Magpure Bacteria DNA
Kit” cia ANABIO Research & Development. PCR chuin dé khuéch dai doan 16S
ADN véi cap mdi o trinh tu néu trong SEQ ID NO.2 va SEQ ID NO.3 dac trung cho

Clostridium sau:.
27F 5’-AGAGTTTGATAMTGGCTCAG-3" SEQ ID. NO.2

1527R 5’-AAAGGAGGTGATCCAGCC-3’ SEQ ID NO.3

San pham sau PCR duoc dién di kiém tra bang gel agaroza 1%, so sanh voi thang
ADN chuan 1kb, dugc nhudm béi EtBr va dugc quan sat bang anh sang UV. Két qua

duoc thé hién trén Hinh 2.

-10-
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San pham PCR duoc tinh sach bang kit “Anapure PCR product” cia ANABIO
Research& Development theo hudng dan ctia nha san xuét dé giai trinh tu bang may
giai trinh tu tu dong. Két qua duoc so sanh voi dir liéu trén ngan hang gen cta NCBI

(GenBank). Két qua cho thay chtung ST5 thudc loai Clostridium butyricum.

Trinh tw ADN cua chung Clostridium butyricum ST5 duoc ding ky trén
geneBank v&i ma s6 MF125285 ngay 19/05/2017.

Chung Clostridium butyricum ST5 dugc luu giit tai Bdo tang vi sinh vat cua Bo
moén Vi sinh vat hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, 334 Nguyén Trai, Thanh
Xuén, Ha Noi voi s6 luu giit STS trong méi trudng chudn trong nito 16ng, nhiét do -

30°C.

Vidu 2. Danh gid khd ning lén men béi chiing Clostridium butyricum ST5

Chung vi khuan Clostridium butyricum STS duoc lay tir ching gbc duoc bao
quéan trong 6ng nghiém duoc hoat hoa bang cach cdyvao moi truong PY da dugc suc
khi N, d¢ loai bo khong khi va tién hanh nudi ciy & 37°C, trong didu kién i, ky khi,
lic & téc dd 200 vong/phut trong 48 giy, thu duoc chung vi khun Clostridium
butyricum ST5 hoat hoa.

Liy 80 ml timg loai méi truong chira 10% ngudn cacbon (glucoza, sucroza,
lactoza, xyloza va ri dudng) cho vao binh 150 ml c6 nut kin, sau d6 suc khi N, dé loai
bo hét oxy co trong moi trudng nhim tao moi trudng ky khi, khi moi trudng tré nén
trong sudt, tién hanh cdy 8ml moi truong PY chtra ching vi khuan Clostridium
butyricum ST5 hoat héa & trén, tiép d6 chuyén sang bé lic 6n nhiét va nuéi ciy 0 37°C
trong 48 gid trong diéu kién tdi. Téng luong khi sinh ra duoc xac dinh theo phuong
phap thay thé nudc (water displacement method). Thanh phan khi dugc xac dinh trén
may sic ky GC-8A (SHIMADZU) va lugng khi hydro sinh ra dugc xac dinh theo cong
thace:

Y= A.V (mL/L)
(vOi A la phan trdm khi hydro, V 1a tong thé tich khi sinh ra)

Xac dinh kha nang sinh trudng cia vi khuan bang do mat do quang té bao bang

phuong phép quang phd budc song (opical density ~ODgg) do bang méy do OD.

-11-
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Két qua duoc thé hién trén Hinh 3, theo d6 cho thay glucoza, sucroza va lactoza
l& 3 ngudn co phu hop cho qué trinh 1én men san xuét hydro ddi véi chung C.
butyricum STS. Trong d6 sucroza la ngudn co chat phti hop nhét cho su sinh truéng va
sinh khi hydro v6i san lugng hydro dat 606,4 + 2,08 mL/L, gia tri OD600 dat 1,094 +
0,034. Ri duong cho thay kha nﬁng sinh truéng va sinh khi hydro thap nhat, san luong
hydro chi dat 13,4 + 2,68 mL/L, gid tri OD 1a 0,42 + 0,013, vi vay ri duong khong phai
la ngudn co chét phu hop cho qua trinh 1én men san xuét hydro boi chung Clostridium

butyricum STS.

Vi du 3: So sanh hi¢u sudt lén men sin xudt hydro sinh hoc boi chung Clostridium

butyricum STS va chiing thuwong mai Clostridium beijerinckii NBRC 109359.

Dé so sanh hiéu qué lén men san xuat hydro trén nén co chat bdt ba san va bong
rugu, tién hanh thir nghiém so sanh voi ching thuong mai Clostridium beijerinckii

NBRC 109359, 14 chung c6 hiéu suét san sinh hydro cao.

Nguyén liéu 1a bot b sin, bot ba sin duge hoa v6i nude theo ty 16 Y4 (w/w) ¢
nhiét d¢ 60°C. Trong qua trinh hoa nguyén liéu véi nude, co khuéy tron, tiép dén gia

nhiét dén 90°C trong 15 phut.

Nguyén liéu bong rugu dugce chinh pH=7 bang NaOH 10M. Tiép dén, hip khu
trang & 121°C trong 15 phut.

Chung Clostridium beijerinckii NBRC 109359 la chung thuong mai dugc mua tu

ngan hang gen NITE cta Nhat Ban, duoc hoat héa theo huéng dan clia nha cung cép.
Chung Clostridium butyricum ST5 dugc hoat hda nhu néu trong Vi du 2.

Nguyén liéu sau khi dugce xu 1y so b, dugc suc khi N, va tién hanh nudi cay véi
cac dieu kién nhu néu trong Vi du 2 doi vai tung chiing va tung loai méi truong. Cac

thu nghiém duogc 1dp lai 3 lan.

Trong budc 1én men sin xuit va thu hdi hydro, bd sung chung vi khuan
Clostridium butyricum ST5 da dugc hoat hoa ¢ trén vao binh 1én men chira mdi trudng
san xuat thu dugc & trén theo ty 1& tir 10 dén 20% thé tich & 37°C. Trong qua trinh bd
sung, sit dung khi N, dé tao méi truong ky khi. Tiép d6, binh 1én men duoc gil trong

diéu kién tbi, lic & toc do 200 vong/phut trong 48 gio. Trong qua trinh 1én men, khi

-12-
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sinh ra trong qua trinh san xuat dugc thu hdi va chuyén qua thiét bi tach dé thu hdi

hydro. Qué trinh 1én men két thuc khi khong con khi san sinh.

Két qua duoc thé hién trén Hinh 4. Theo d6 cho thay san luong hydro thu duoc
tir chung Clostridium butyricum STS & ci hai ngudn co chét 1a bot bd sin va bdng
rugu déu cao, dat t&i 895,2 £ 5,6 mL/L dbi voi bot ba sin va 636,98 +£5,64 mL/L ddi
voi bdng rugu. Két qua nay cao hon hin so voi két qua thu duoc tur chung Clostridium
butyricumbeijerinckii NBRC 109359. Diéu nay cho thiy ring chung Clostridium
butyricum STS theo giai phap hitu ich ¢6 y nghia vé mit khoa hoc va ca loi ich vé& mit
kinh té c6 thé ung dung dé 1én men san xut hydro tir nguén co chit ré tién va dé kiém

nhu mot s6 phé phdm nong nghiép.

Hiéu qua dat dwoc cia giai phap hiru ich

Chung vi khuan Clostridiumbutyricum ST5 theo giai phap hitu ich dwoc phan lap
tir da day bo c6 kha ning 1én men san xuét hydro véi nhiéu ngudn co chét khac nhau
nhu sucroza, glucoza, lactoza vdi hiéu suat san sinh ra khi hydro cao. Dac biét, chung
vi khuén nay co thé 1én men déi voi nguon co chit nhu bot ba sén, bong ruou dé san
Xuét ra hydro vira giup xu Iy nguén phé thai vira gitip tang hiéu qua thu hdi hydro lam

ngudn nang lugng tai tao.

Quy trinh 1én men san xuat hydro don gian, cho phép 1én men nhiéu ngudn
nguyén liéu khac nhau va co6 thé 1én men khép kin trén quy mo lon. Ngoai ra, quy trinh
st dung ching vi khuan Clostridium butyricum STS gitip hiéu suat 18n men duoc cai
thién, mo ra mét hudng méi, cho phép phat trién nganh cong nghiép xanh, tao ra nang

lugng tai tao giup giam 6 nhiém moi trudng.

-13-
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YEU CAU BAO HO

1. Ching vi khuén Clostridium butyricum ST5 1én men sinh téng hop hydro trong diéu
kién téi, trong do ching vi khudn nay chira trinh tu nucleotit néu trong SEQ ID NO.1
va c6 s6 luu gilr ST5 tai Bdo tang vi sinh vat ctia B6 mon Vi sinh vat hoc, Truong Dai
hoc Khoa hoc Tu nhién.

2. Quy trinh 1én men san xuét hydro sinh hoc, trong d6 quy trinh nay bao gdm cac
budc:

a) chuan bi chung vi khuan Clostridium butyricum ST5 1én men bang cach céy chung
vi khuén géc ¢ sb luu gitr STS tai Bao tang vi sinh vat cia Bo mon Vi sinh vat hoc,
Truong DBai hoc Khoa hoc Tu nhién vao méi truong PY da duoc suc khi N, dé loai bo
khong khi va tién hanh nuéi ciyd 37°C, trong diéu kién téi, ky khi, lic & tbe do 200

vong/phut trong 48 gid, thu dugc chiing vi khuan Clostridium butyricum ST5 hoat hoa;

b) chuan bi moi trudng san xuat bang cach pha lodng méi truong chira bot ba sin voi
nude cat theo ty 1& Y (w/w), sau d6 xu ly nhiét 90°C trong 15 phut, hodc méi truong
bong rugu dugc chinh vé pH vé khoang 6,5-7 bang NaOH 10M, sau d6 hap khir trung
¢ 121°C trong 15 phut, sau khi dé ngudi, suc khi N, dé loai bd oxy, thu dugc méi

truong san xuat;va

c) 1én men san xuét va thu hoi hydro bang cich cdy chiung vi khuan Clostridium
butyricum STS hoat héa thu dugc ¢ budc a) vao binh kin chira moi trudng san xuat thu
dugc ¢ bude b) theo ty 1¢ tr 10 dén 20% thé tich ¢ 37°C, trong diéu kién i, ky khi,
lic ¢ toe d6 200 vong/phut trong 48 gid, khi sinh ra trong qué trinh san xuat duoc thu

hoi va chuyén qua thiét bi tach thu hdi hydro.

3. Quy trinh theo diém 2, trong d6 chung vi khuan Clostridium butyricum ST5 duogc s
dung dé 1én men la ching vi khuan c6 s6 luu gitr STS tai Bao tang vi sinh vat cia Bo
mon Vi sinh vat hoc, Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, chua trinh tu nucleotit néu

trong SEQ ID NO.1.

4. Quy trinh theo diém 1 hodc 2, trong d6 chung vi khuan Clostridium butyricum STS
dugc ciy vao moi truong hoat hda va moi truong san xuét trong didu kién dung khi N,

dé tao moi trudng ky khi.
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:C. butyricum ST5 San lwong H2
C. butyricum ST5 OD600

NBRC STS
Chiing Ién men

700 1.2
600 1
<
-J 500
£ 0.8
N
T 400
o 0.6
c
3 300
- 0.4
£ 200
N
100 0.2
0 H H 0
Glucoza Sucroza Lactoza
Ngubn cacbon
HINH 4
“ Bot bi sén # Bong rugu
1000
900
—_
ﬂ 800
2 700 658,34
N’
= 600
= 500
o0
£ 400
E 300
&
A 200
100 0
0 ;
-) C. beijerinckii  C. butyricum
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<110>
<120>

san xudt hydro sinh hoc bdi chung nay

<130>
<1l60> 3
<170>

<210> 1
<211> 917

<212> ADN
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DANH MUC TRINH TU

<213>Clostridium butyricum ST5

<220>
<223> 168
<220>
<400> 1
TTAAATGCAG
ACACGTGGGT
ATAAGATTGT
CGCGTCGCAT
CTGAGAGGGT
CAGTGGGGAA
CGGCCTTCGG
GCCACGGCTA
TTTACTGGGC
TAACCTGGGT
CTAGTGTAGC
TGGACTGTAA
GTAGTCCACG
CGCTAACGCA
TTGACGGGGG
CTTACCTAGA

<210> 2
<211> 20
<212> ADN

<213>

TCGAGCGATG
AACCTGCCTC
AGTACCGCAT
TAGCTAGTTG
GATCGGCCAC
TATTGCACAA
ATTGTAAAAC
ACTACGTGCC
GTAAAGGGAG
GCTGCATTCC
GGTGAAATGC
CTGACACTGA
CCGTAAACGA
TTAAGTATTC
CCCGCACAAG
CTTGACA

AAGCTCCTTC
ATAGAGGGGA
GGTACAGCAA
GTGAGGTAAC
ATTGGGACTG
TGGGGGAAAC
TCTGTCTTTG
AGCAGCCGCG
CGTAGGTGGA
AAACTGGATA
GTAGAGATTA
GGCTCGAAAG
TGAATACTAG
CGCCTGGGGA
CAGCGGAGCA

Trinh tu nhén tao

Trudng Pai hoc Khoa hoc Tu nhién

GGGAGTGGAT
ATAGCCTTTC
TTAAAGGAGT
GGCTCACCAA
AGACACGGCC
CCTGATGCAG
GGGACGATAA
GTAATACGTA
TATTTAAGTG
TCTAGAGTGC
GGAAGAATAC
CGTGGGGAGC
GTGTAGGGGT
GTACGGTCGC
TGTGGTTTAA
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TAGCGGCGGA
GAAAGGAAGA
AATCCGCTAT
GGCGACGATG
CAGACTCCTA
CAACGCCGCG
TGACGGTACC
GGTGGCAAGC
GGATGTGAAA
AGGAGAGGAA
CAGTGGCGAA
AAACAGGATT
TGTCATGACC
AAGATTAAAA
TTCGAAGCAA

CGGGTGAGTA
TTAATACCGC
GAGATGGACC
CGTAGCCGAC
CGGGAGGCAG
TGAGTGATGA
CAAGGAGGAA
GTTGTCCGGA
TACTCGGGCT
AGGAGAATTC
GGCGCCTTTC
AGATACCCTG
TCTGTGCCGC
CTCAAAGGAA
CGCGAAGAAC

Chung vi khudn Clostridium butyricum ST5 va quy trinh 1é&n men

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
917
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<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 2
AGAGTTTGATAMTGGCTCAG

<210> 3

<211> 18

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Poan mdi
<220>

<400> 3
AAAGGAGGTGATCCAGCC
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