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(54) VI TAO THUQC GIONG EUGLENA, PHUONG PHAP SAN XUAT
POLYSACARIT VA PHUONG PHAP SAN XUAT HOP CHAT HUU CO

(57) Sang ché dé cap dén vi tao thudc gidng Euglena 1a ching Euglena gracilis EOD-1 (S6
hiéu nop lvu FERM BP-11530) hodc ching dot bién cia ching c6 kha ning san xudt it
nhat 13 polysacarit. Sang ché con dé cap dén phuong phap san xuit polysacarit bao gom
budce: nudi vi tao thude gidng Euglena 1a chung Euglena gracilis EOD-1 (S6 hiéu ndp luu
FERM BP-11530) hodc chung dot bién cua ching c6 kha nang san xudt it nhat 1a
polysacarit nhu cac sinh vt san Xuat polysacarit dé san xuat polysacarit. Ngoai ra, sang
ché con de cip dén phuong phap san xuat hop chit hitu co bao gdbm budc: nudi vi tao
thudc gidng Euglena la chung Euglena gracilis EOD-1 (S6 hiéu nodp lvu FERM BP-1 1530)
hodc chung dot bién cua ching c6 kha ning san xuat it nhat 1a polysacarit dé san xut it
nhat mot hop chat hiru co duoc chon tir nhém bao gém polysacarit, chat béo, vitamin C,
vitamin E, chit sic t6 va protein.
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Linh vic k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén vi tio thudc gibng Euglena, phuong phip san xuit

polysacarit va phuong phéap san xudt hgp chit hitu co.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Vi tao thudc gidng Euglena con duoc goi 1a Euglena, dugc biét dén nhu mot loai
vi sinh V4t san xuét polysacarit ching han paramylum hodc cc chit twong tw khi duoc

nudi.

Thong thuong, cac loai vi tao khac nhau thudc gibng Euglena da dugc biét dén.

Vi du, chiung Euglena gracilis NIES-48 da duogc biét dén (Tai liéu Sang ché 1).

Vi tao thudc gibng Euglena niy san xuét polysacarit ching han paramylum khi

duogc nudi, va luu trit polysacarit nay trong té bao ctiia ching.

Hon nifa, vi tio thudc gidng Euglena c6 thé chuyén héa polysacarit duge luu trit
ndy thanh este sip hodc con c6 thé tao ra protein trong khi san xuét polysacarit, phu
thudc vao didu kién nudi. Sau do6, hop chét hiru co ching han polysacarit, cac chit béo
va céc protein duge san xuit va luu trit trong té bao ciia vi tao c6 thé duge ding trong

cac ung dung chéng han 1lam nhién liéu hoéc thuc phém.

Tuy nhién, vi tdo thudc giong Euglena c6 mdt van dé d6 1a hi€u suat san xuat hgp

chét hitu co ching han polysacarit khéng nhét thiét hiéu qua.
Tai liéu vién dan
Tai liéu Sang ché 1: JP H07-070207 A

Ban chit ky thué_‘it ciia sang ché

Vén d8 ky thuat
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Theo tir vin dé k¥ thuat dugce dé cap trén day va cac van d& khac, muc dich cia
sang ché 1a dé xudt vi tao thudc gidng Euglena, vi tdo ndy c6 it nhét mot kha ning san
xuét hiéu qua polysacarit. Muc dich khéc clia sang ché 1a @& xuét phuong phép san Xuét
polysacarit, cho phép thu dugc polysacarit mot cach hiéu qua. Muc dich khac nita cuia
sang ché 1a dé xuét phuong phap san xuét hop chat hitu co, cho phép thu dugc mot cach
hiéu qua it nhit mdt hop chit hitu co dwgce chon tir nhém bao gdm polysacarit, cht béo,

vitamin C, vitamin E, chat sic td va protein.
Giai phap ky thuat
Pé giai quyét van dé néu trén, sang ché d& xuét vi tao thudc gidng Euglena theo

sang ché khac biét & chd 1a Ching Euglena gracilis EOD-1 (S6 hiéu ndp lvu FERM BP-

11530) hodc ching dot bién ctia ching, c6 kha ning san xuét it nhit 13 polysacarit.

Phuong phap dé san xuit polysacarit theo séng ché khéc biét & chd bing cach
nudi vi tao thudc gibng Euglena thudc Ching Euglena gracilis EOD-1 (S6 hidu nop luu
FERM BP-11530) hodc ching dot bién cta chung c6 kha ning sin xut it nhét 13

polysacarit nhu sinh vat san xudt polysacarit d& san xuét polysacarit.

Theo mot phuong an cia phuong phap san xuét polysacarit theo sang ché, canh

truong dugce dung trong viéc nudi vi tdo chira tir 15 dén 30 g/L glucoza.

Theo mot phuong &n cia phuong phap san xuét polysacarit theo sang ché, canh

truong dugce dung trong vi€e nudi vi tdo chira dich thiy phan nidm men.

Theo mot phuong an khéc nita cia phuong phép san xuét polysacarit theo sang

ché 1a,canh truong dugce ding trong viéc nudi vi tdo c6 thanh phan méi truong nudi AF6.

Theo mdt phuong an khéc nita phuong phap san xudt polysacarit theo sang ché,

polysacarit c6 thé 1a paramylum.

Phuong phéap san xuét hop chit hitu co theo sang ché khéac biét & chd bang cach
nudi vi tao thudc gidng Euglena 1a ching Euglena gracilis EOD-1 (S6 hiéu ndp luu

FERM BP-11530) hoic ching dot bién ciia chiing, c6 kha ning san xuét it nhit 13
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polysacarit d8 san xuAt it nhdt mot hop chit hitu co dugc chon tr nhom bao gE‘)m

polysacarit, chat béo, vitamin C, vitamin E, chit sic to va protein.
M6 ta van tat cac hinh vé

Fig.l 1a bang so sanh trinh tu bazo cua gen md héa rARN 18S cua Euglena

gracilis.

Fig.2 1a cay phat sinh loai dugc xay dung bang cach dung gen ma héa rARN 18S.

Fig.3A la anh chup thé hién bang miu trong phan tich RAPD.

Fig.3B la anh chup thé hién bang miu trong phan tich RAPD.

Fig.3C la anh chup thé hién bing mAu trong phén tich RAPD.

Fig.4 1a bidu dd thé hién su chuyén hoa glucoza cia vi tao va trong lugng khd
cda vi tdo khi nudi di dudng.

Fig.5 1a bidu db thé hién thoi gian nudi vi tao va trong lugng kho ciia vi tao khi
nudi quang di dudng.

Fig.6 12 bidu dd thé hi¢n thoi gian nudi vi tao va trong luong khé ciia vi tdo khi
nudi quang di dudng bang cich st dung cac moi trudng nudi c6 cac diéu kién do pH
khac nhau.

Fig.7 1a bidu dd thé hién thoi gian nudi vi tdo va trong luong kho cla vi tdo khi
nudi quang di dudng bang cich st dung cdc moi trudng nudi c6 cac didu kién d6 pH
khac nhau.

Fig.8A la bidu dd thé hién thoi gian nudi vi tao va ham luong paramylum trén

mdi t& bao khi didu kién thay ddi tir wa khi sang ky khi khi nu6i quang di dudng.

Fig.8B 1a biéu dd thé hién thoi gian nudi vi tdo va lugng paramylum trén canh

truong khi didu kién thay ddi tir ua khi sang ky khi khi nudi quang di dudng.

Fig.9A 12 bidu dd thé hién thoi gian nudi vi tao va ham luong chét béo trén mbi

t& bao khi didu kién thay ddi tir wa khi sang ky khi khi nudi quang di dudng.
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Fig.9B la biéu db thé hién thdi gian nudi vi to va lugng chét béo trén canh truong

khi diéu kién thay déi tir va khi sang ky khi khi nudi quang di dudng.
M5 ta chi tiét sang ché

Sau day, phuong 4n vé vi tao thudc giéng Euglena theo sang ché s& dugc mo ta

mdt céach chi tiét.

Vi tao thudc gibng Euglena theo phuong 4n nay cta sang ché (sau day duoc goi
tit 12 vi téo thudc giéng Euglena hoc vi tio) 1 ching Euglena gracilis EOD-1 (S6 hiu
ndp luvu FERM BP-11530) hodc chiing d6t bién cua chung, c6 kha niing san xuit it nhat

polysacarit.

Vi tdo thudc gidng Euglena theo phuong 4n sang ché c6 hiéu qua cho phép it nhét

polysacarit dugc san xuat mt cach hiéu qua.

Vi tdo thudc giéng Euglena la cac sinh vét sdng troi ndi trong nudc. Hon nita, vi
tao thuoc gidng Euglena Ia vi tdo don bio c6 kich ¢& nim trong khoéng tir 10 pm dén

50 pm, kich ¢& khac nhau phu thudc vao cic chiing.
Dic tinh cta vi tdo thudc gidng Euglena dugc md ta chi tiét du6i day.
Dic tinh hinh thai ciia vi tdo thudc gidng Euglena.

Té bao thyc vat cia vi tao thudc gidng Euglena c6 16ng roi va chuyén dong linh
hoat. Hon nita, mdi t& bao hiu hét co dang hinh thoi. Té bao bao gdm co quan té bao
mau dé, duoc goi 1a diém mét bén canh céc co quan té bao thong thudng nhu nhén, luc

lap va ty thé.
Dic tinh sinh ly hoc hodc héa sinh cia vi téo thudc gibng Euglena.

(1) Mdi truong nudi: canh chi yéu bao gdm nude ngot c6 thé duge dung cho su
sinh trudng (chét hitu co c6 ngudn gbc tir nude thai cling c6 thé dugc dung cho su sinh

trudng).

(2) Kha néng quang hop: c6 kha nang sinh truéng quang tu dudng bang cach
quang hop.
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(3) Chira cac chét sic tb: chira diép luc a, diép luc b va cac nhoém chit carotenoit

khéc.
(4) Chét duy trir ddng hoa: protein, cht béo (este sap) va polysacarit (paramylum).
(5) Khoang nhiét d9 sinh truéng: 15°C dén 35°C (nhiét d6 téi wu: 25°C)

(6) Khoang d6 pH phu hop cho sy sinh truéng: @6 pH tir 3,5 dén 5,5 (tuy nhién

c6 thé sinh truéng & ngoai ngoai khoang d¢ pH néu trén)
Thong tin v& ngudn gbc cta vi tao thude gidng Euglena.

Vi tao thudc gidng Euglena c¢6 rADN 18S (gen ma héa rARN 18S) c6 trinh tu
duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1.

Gen rARN 188 c6 thé duge phan tich bing phuong phép thong thuong nhu
phuong phap nhan dang vi tao. Cu thé, gen rARN 18S ¢6 thé duoc phan tich, vi duy, béng

phuong phap duge mé ta trong phan vi du thuc hién sang ché.

Trinh tu bazo clia gen rARN 18S cua vi tao thudc gidng Euglena c6 thé duoc so
sanh véi trinh ty bazo ciia gen rARN 18S cta vi tdo dd duoc biét dén thudc gidng
Euglena thu dugc tr GenBank bing cach ding cong cu tim kiém twong ddng BLAST.
Két qua cua viée so sanh véi vi tao da duoc biét dén thude gidng Euglena dua trén do

tuong dong trinh tr s& dugc thé hién trong cac vi du duéi day.
Nhu co s6 dit liéu, EMBL va DDBJ ciing c6 thé dugc dung.

Hon nita, cdy phat sinh loai phan tir c6 thé duoc xay dung bang céch dung chuong
trinh phin mém v& cay phat sinh loai phéan tir Mega 5 (Tamura et al., 2011, Mol. Bol.
Evol. 28:2731-2739) bang phuong phép hop ly nhat. C4y phat sinh loai phén t&r xay

dung dugc s& dugc thé hién chi tiét trong cac vi du dudi day.

Ding k¥ thuft néu trén, vi tdo dugc d& cép & trén thude gidng Euglena duoc nhan
biét tir cac két qua dugc mo ta sau day trong cac vi du la Euglena gracilis va duge goi

1a chung Euglena gracilis EOD-1.
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Chung Euglena gracilis EOD-1 dwgc ndp luu qudc té tai Patent Organism
Depositary, National Institute of Technology and Evaluation (NITE-IPOD: 2-5-8-120
Kazusakamatari, Kisarazu, Chiba 292-0818 Japan) vio ngay 28/6/2013 (ngay ndp luu
gbe: 25/3/2013) véi s6 hidu nop luu FERM BP-11530 theo didu khoan cta Hiép udc
Budapest.

Nhu néu trén, trong té bao clia vi tio thudc gibng Euglena c6 luc lap, do d6 c6
thé sinh trudng bang cich quang hop. Tc 13, vi tdo thudc gidng Euglena 14 sinh vat

quang tu dudng.

Hon nita, vi tio thudc giéng Euglena con c6 thé sinh truéng bang céac chit dinh
dudng hitu co ching han ding glucoza 1am chét dinh dudng cta chung. Tt 13, vi tdo

thudc gidng Euglena ciing 1 sinh vét di dudng.

Theo cach nay, vi tao thudc gibng Euglena chi c¢6 thé sinh truéng bdi qua trinh
quang tu dudng, chi c6 thé sinh truong béi qué trinh di dudng, hoic c6 thé sinh truéng

boi ddng thoi qua trinh quang tu dudng va qud trinh di dudng.

Vi du, ching dot bién duoc san xuét bang cach 4p dung quy trinh dot bién thong

thuong, su thich ng boi qua trinh nubi céy ce‘ip hai hodc su dot bién tu nhién.

Qua trinh d6t bién c6 thé dugc thyc hién bang cach ding tic nhan gy dot bién
thong thudong. Cac vi du vé tic nhan gy dot bién bao gdm thudc c6 tinh hoat dong giy
d6t bién va tia cuc tim. Cac vi du v& thudc ¢6 hoat tinh gay dot bién bao gém nucleotide
co ban twong tu ching han streptomyxin, ofloxaxin, etyl metan sulfonat, N-metyl-N’-

nitro-N-nitrosoguanidin, bromouraxil va acridin.

Tiép theo, mot phuwong 4n vé phuong phap sin xuét polysacarit theo sang ché

dugc mo ta.

Theo phuong 4n ciia sang ché vé phuong phap san xuit polysacarit, it nhét

polysacarit dugc san xuét boi qua trinh nudi vi tao thudc gibéng Euglena.

Phuong phép san xuét polysacarit theo phuong 4n ciia sang ché c6 hiéu qua trong

viéc cho phép thu duogc polysacarit mdt cach hiéu qua.
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Cu thé, phuong phap san xuét polysacarit theo phuong 4n ciia sang ché bao gdm

bude nudi vi tio thude gibng Euglena trong canh chira it nhit nuée.

Tét hon 13 canh trudng chita nuéc va chit dinh dudng gitip thic ddy su sinh

trudng cla vi tao.

Céc vi du vé chit dinh dudng nay bao gdm chit dinh dudng vo co va chit dinh

dudng hitu co.

Céc vi du v€ chat dinh dudng vo co bao gdm cac hop chat vo co chira nito va céac
hop chat v6 co chira phospho. Hon nita, vi du vé cac chét dinh dudng vé co bao gdm

ion kali, ion sdt, ion mangan, ion coban, ion k&m, ion dong, ion molypden va ion niken.

N6i chung, ndng do cia cac chit dinh dudng vo co trong canh trudng 1a khoang

nong do thong thuong da dugc biét dén.

Cac vi du ve chat dinh dudng hitu co bao gom monosacarit ching han glucoza
va fructoza, cdc vitamin chang han vitamin B6 va B12, axit amin ching han arginin, axit
aspartic, axit glutamic, glyxin, va histidin, cac axit hitu co chiang han axit malic, axit

xitric, axit sucxinic va axit axetic, rugu ching han etanol.

Vi du vé thanh phin canh truong duoc st dung bao gdbm thanh phan “moi truong
nudi AF-6”, thanh phin “moéi trudng nudi Cramer Myers”, thanh phan “moi truong nudi

Hutner”, ma s& dugc mo ta dudi ddy, hodc thanh phan twong tw v6i thanh phin nay.

O budce nudi, tét hon 1a canh truong chira 15-30 g/L glucoza 1am ngudn cacbon.
Hon nita, t6t hon 13 canh truong nay chira dich thity phan nim men (dich thily phan nim
men s& dugc mo ta dudi day). Hon nita, t6t hon 1a canh trudong ndy c6 thanh phan moi

truong nudi AF6.

Vi du, buéc nudi nay cé thé duge tién hanh trong dung dich chira thanh phin

canh truong néu trén va vi tao.
O bude nudi nay, viéc quang hgp ciia vi tao c6 thé dién ra béi viéc chiéu anh sang
vao vi tao. Ttrc 13, phwong phap nudi bang quang ty dudng c6 thé dugc thue hién & bude

nuoi nay.
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Khi vi tdo dugc chiéu bing dén & bude nudi nay, vi tdo dwa cacbon dioxit vao
trong té bao ciia chung nhd su quang hop, va c6 thé sinh truéng ddng thoi tao ra it nhét
mdt polysacarit ching han paramylum. Hon nita, vi tao c6 thé sinh trudng ddng thoi tao

ra protein va cic chat chuyén hoa thir cap chiang han chat béo, chat sic to, va vitamin.

Anh séng duge chi€u vao vi tdo & budc nudi nay khong bi giéi han cu thé, mién
14 4nh sang tao ra su quang hop cla vi tdo. Anh sang tu nhién tir mat trdi hay anh sang

nhén tao chang han dén chiéu sang dugc st dung lam anh sang.

Cudng d6 chiéu sang dén & bude nudi bing quang tu dudng khong bi gidi han cu

thé, nhung théng thuong nim trong khoang tir tir 50pmol/m? s dén 200 pmol/m?'s.

O budce nudi, thi gian vi tho dugce chiéu 4nh sang va thoi gian vi tao khong duoc

chiéu anh sang c6 thé duogc lap lai 1an luot.

Tuc 13, thoi gian thuc hién phuong phap nuodi quang tu dudng va thoi gian khong

thuc hién phuong phip nudi quang tw dudng c6 thé 1ap lai 1an luot & bude nuoi.

Thong thudng, khoing thoi gian chiéu sang dén & bude nudi 1a 8-15 gio, tuong
dwong v6i khodng thdi gian 4nh sdng mit trdi chiéu vao ban ngay. Hon nia, thong
thuong, khoang thoi gian trong didu kién bong t6i ma khong thuc hién viéc chiéu 4nh
sang dé ngan can qu4 trinh quang hgp cta vi tdo 1a 9-16 gid, twong duong véi khoang
thoi gian 4nh séng mit trdi khong chiéu vao ban dém. Céc khoang thoi gian nay c6 thé

dugc thay dbi tuy thude vao tinh hinh hoac muc dich.

Di€u kién bong toi trong d6 khong thuc hién viéc chiu anh sang 1a diéu kién ma

mat d¢ dong photon hitu hiéu cho quang hop (PPFD) 14 50 umol/m?-s hoic it hon.

Trong khi d6, phwong phép nuéi di dudng c6 thé dugc tién hanh & budc nudi,
trong d6 vi tio dugc nudi bing cic chit dinh dudng hitu co bao gdm céc chét dinh dudng
duoc d& cap & trén. Khi vi tao duge nudi bing c4c chit dinh dudng hitu co & budc nuodi,
vi tdo dua chét dinh dudng hitu co vao trong t& bao cua chiing, va c6 thé sinh truéng

trong khi san xuét it nhit polysacarit ching han paramylum.
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Tirc 13, c6 thé thyc hién it nhat mot trong hai phuong phép nudi quang tu dudng

va phuong phép nudi di dudng & budc nudi.

Tét hon 1a thyce hién ca hai phuong phap nudi quang ty dudng va phuong phéap
nudi di dudng vao cling mét thoi diém & bude nudi, nhd dé sy sinh trudng ctia vi tao co
thé dugc thic ddy hon. Tirc 13 wu tién thuc hién phuong phap nudi quang di dudng &

budc nuoi.

Tét hon 1a st dung ruou chellng han etanol, monosacarit chéng han glucoza va
fructoza, hogic nuéc thai chira cac thanh phin ma vi tao thudc gidng Euglena c6 thé ding
1am céc chét dinh dudng hitu co dugc dung trong phuong phap nudi di dudng va phuong
phép nudi quang di dudng. Hon nita, t6t hon 13 nAm men hodc dich thily phan nidm men
(sau day dugc goi 14 dich chiét nAm men) dugc sir dung két hop véi chét dinh dudng
hiru co, nho d6 sy sinh trudng cia vi tao thude gidng Euglena chic chén c6 thé dugc

thuc day hon.

Céc vi du v& nguyén liéu chira it nhat mot phan chit dinh dudng hitu co néu trén
bao gdm dd ubng pha ché, dd ubng chung cit, ba ruou sake, ba rugu sochu, mat dudng
va mat mia den. Céc db udng c6 cdn nay c6 thé duge dung 1am ngudn cung cip cac chit
dinh dudng hiru co trong phwong phép nu6i di dudng va phuong phép nudi quang di

dudng.

Céac d6 udng pha ché duoc san xuat boi qua trinh 1én men rugu bing nim men tir

cac nguyén li¢u thd chira ham lugng dudng cung men bia, va khong dugc chung cit.

Cac do uong pha che khong duogc chung cat, chira chat chuyén hoa ctia qué trinh
1én men rugu bang nam men. Do d6, cac d6 udng nay chira céc chat dinh dudng bao
gom saccarit chang han glucoza dugc tao ra bdi men bia, protein, axit amin, vitamin,

phospho, va kali, ngoai etanol va nudc.

Céc vi dy v€ cac d6 udng pha ché bao gém bia, ruou sake, rugu vang, dd uéng
pha ché dung céc loai ngii coc lam nguyén liéu thd, 46 udng pha ché dung céac loai dau
1am nguyén liéu th6, d6 uong pha ché dung khoai tdy 1am nguyén liéu tho, va db udng

pha ché ding duong lam nguyén li€u tho.

-10-
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Bia dugc san xuit bing sy hoéa dudng cia paramylum trong mach nha cing
enzym dé san xuit duong va tiép tuc qué trinh 1én men ruou ciia dudng bing ndm men
bia. Tirc 13, céc san phim bao gdm bia trong mé ta nay van st dung cac nguyén liéu thé,
mién 1a chiing dugc san xuét nhu néu trén bang cach ding it nhit mach nha 1am nguyén

liéu tho.
Nhu mach nha, thong thudng mach nha dai mach dugc sir dung.

Ruou sake (sake Nhat Ban) dugc san xuét bing cach dudng hoa paramylum trong
gao nhd mach nha lia, theo cich d6 duong s& duge tao ra, va tiép tuc qud trinh Ién men

ruou cua dudng nhé nam men.

Ruou vang dugc san xuét bang qua trinh 1én men rugu it nhat tir nude ép nho nho

nam men.

Céc vi du vé€ nam men bao gom céc sinh vat thudc giong Saccharomyces, cu thé,

Saccharomyces cerevisiae.

Hon nita, cdc vi du vé nam men bao gdm nam men sake, ndm men rugu vang va

nam men bia.

Céc vi dy vé dich thuy phan nam men (dich chiét nam men) bao gom thé ty phan
giai nam men dugc tao ra béi sy ty phan cila nam men, thanh t€ bao ctia nAm men bi

pha v khi ti€p xic v6i nude ndng, va thanh t€ bao clia nam men bi pha v& do enzym.

O budc nudi, canh trudng c6 thé duge cap khi chira oxi d€ duy tri qua trinh hd
hap oxi cta vi tdo. Hon nita, & budc nudi nay, canh trudng cé thé dugc cap khi chira

cacbon dioxit dé thiic ddy qua trinh quang hop cua vi to.

Vi dy, cac khi ndy duoc cung cip bang cach suc khi vio canh trudng hoic khudy

canh truong.

Cu thé, ¢ budc nudi, canh trudong co thé dugce suc khi d€ cung cip oxi cho qua
trinh ho hap cua vi tdo. Hon nita, & bude nudi, canh truong cb thé dugc suc khi xa chira

mdt lugng twong ddi 16n khi cacbon dioxit dé thuc ddy qua trinh quang hop ctia vi tao.
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O bude nudi, tot hon 1a phuong phép nuéi quang tu dudng va phuong phéap nudi
di dudng duoc thuc hién vao cung mét thoi diém, trong khi khi oxi va cacbon dioxit
dugc cung cip vao canh trudng bang cach suc khi. Tirc 13, & budc nudi, tot hon 1a phuong
phép nudi quang di dudng dugc thyc hién bang cach chiéu anh sang va phuong phap
nudi di dudng dugc thuc hién dudi su ¢6 mit ciia cac chit dinh dudng hitu co, df‘)ng
thoi, trong khi d6 khi chira ca khi oxi va cacbon dioxit dugc cung cip vao trong canh
tredng bang cach suc khi hodc céch tuong ty dé thic ddy qua trinh hd hp bing oxi va

qua trinh quang hop cua vi tao.

O bude nudi, qua trinh quang hgp ctia vi tio ¢6 thé dugc thiic day bang cach cung
cap khi cacbon dioxit vao trong canh trudng, trong khi to dugc chiéu 4nh sang vao ban
ngay. Hon nita, phuong phap nudi di dudng c6 thé dugc thue hién bang cach cung cép
khong khi vao trong canh truong cling sy ¢6 mit cta cac chit dinh dudng hitu co vao

ban dém khi vi tdo khong dugc chiéu anh sang.

Thyc hién budc nudi theo cach nay c6 vu diém & chd qua trinh sinh trudong cia
vi tdo s& dugc thlic day hon, va san pham paramylum hoic céc san pham tuwong tu tir vi

tao cling dugc thic ddy hon.

Nhiét d6 nudi & budc nudi khong bi gidi han cu thé midn 13 vi tao c6 thd sinh
trudng & nhiét do d6. Cu thé, nhiét d6 nudi (nhiét @6 canh truong) dugc ap dung nam
trong khoang tir 15°C dén 35°, t&t hon 1a tir 20° dén 30°.

Do pH cia canh trudng & bude nudi khong bi gi6i han cu thé mién 13 vi tdo ¢6

thé sinh truong & do pH d6. D6 pH duoc 4p dung nim trong khoang tir 2,5 dén 5,5.

Dé diéu chinh do pH trong canh trudng, axit vo co ching han axit clohydric dugc
thém vao trong canh trudng hoic axit hitu co ching han axit axetic dugc thém vao trong
canh truong. Viée thém axit hitu co vao trong canh truong c6 uu diém & chd vi tao co

thé sinh truéng biang cich tan dung axit hitu co 1am chéit dinh dudng hitu co.

Hon nita, dé didu chinh do pH trong canh trudng, chit kiém c6 thé dugc thém
vao trong canh truong ndy. Thong thuong, natri hydroxit, kali hydroxit ho#ic cac chét

twong tu ciing dugc st dung lam chét kiém.
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O budc nubdi, khi oxi duge thém vao canh truong c6 thé bi nén dé cho phép vi tao

thudc giéng Euglena tao ra este sap.

Cu thé, & budc nudi vi tao c6 thé duogc nudi dudi diu kién ky khi bang cach
ngimg suc khi vao trong canh trudng hozc cung cép khi tro khong c6 oxy hodc khi trong

tu vao trong canh trudng.

O budc nudi, vi tao du trir polysacarit ching han paramylum trong té bao cia
ching con dugc nudi dudi diéu kién ky khi, bang cach d6 cho phép vi tao thudc gidng
Euglena chuyén hoa paramylum thanh este sap dé du trit cic chét béo trong té bao cia

chuing.

O budce nudi, tot hon 1a vi tho dugce nudi dudi diéu kién ky khi va di€u kién bong
t6i khong c6 anh sang chiéu vao, tai d6 qua trinh san xuit este sap c6 thé duoc thuc dy

hon.

Trong khi d6, & budc nudi, vi tdo co thé dugc nuoi trong su c6 mét cia cac chét
dinh dudng vo co chira nito hodc cic chit dinh dudng hitu co chia nito, trong khi oxy
dugc cung cip vio trong canh truong dé cho phép vi tao thudc giéng Euglena san xuét

céc protein.

O budc nudi, vi tio dugc nudi nhu néu trén, bang cach d6 cho phép vi tao san
xuét cac hgp chit hitu co ching han polysacarit, cac cht béo, hodc cac protein trong khi
vi tho sinh truéng. Do d6, cic hop chét hitu co niy c6 thé dugc luu trit trong t& bao cia

vi tao.

Hon nita, & budc nudi, diéu kién nudi c6 thé duge didu chinh mét cach thich hop,
bang cach d6 cho phép vi tao san xut cac hop chét hitu co ching han cic chit sic tb,
c4c vitamin ching han vitamin C va vitamin E, cac protein, cic axit béo bao gdm cac
axit béo bdo hoa, cac axit béo khong bdo hoa bac cao chéng han axit linoleic, axit

arachidonic va axit eicosapentaenoic, ngoai cac hop chat hitu co néu trén.

Sau d6, vi tao luu trit cdc hop chét hitu co ny trong té bao ciia ching c6 thé duge
ding 1am sinh khdi, thuén tién cho cac tmg dung khéc nhau chéng han thyc pham, dugc

pham, thirc dn chan nubi, sdn pham hoéa hoc va nhién liéu.
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Céc vi du vé polysacarit bao gdm paramylum (B-1.3-glucan). Paramylum dugc

tao ra bai lién két ciia khoang 700 don vi glucoza.

Céc vi du vé chat béo bao gom este sap. Este sap dugc tao ra baoi lién két este
gitta axit béo bac cao va rugu béc cao. Nhu este sap, este sap dugce tao ra badi lién két

este giita axit béo C-14 va rugu bac cao C-14 c6 thé dugce d& cap dén.

Trong phuong phép san xut polysacarit theo phuong 4n clia sang ché, cac budc
tuong tu nhu trong phuong phap san xuit hgp chét hitu co dugc mé ta dudi ddy, c6 thé

duoc tién hanh.

Tiép theo, mot phurong 4n vé phuong phép san xudt hop chét hitu co theo sang

ché dugc mo ta.

Theo phuong phap san xuit hop chit hitu co ctia phwong 4n nay, it nhit mot hop
chét hitu co dugce chon tir nhém bao gdm polysacarit, chét béo, vitamin C, vitamin E,
chit sic t6, va protein dugc tao ra dudi dang hop chét hitu co bang cach tién hanh

phuong phép nudi (budc nudi) néu trén.

Phuong phap san xudt hop chat hitu co theo phuong an nay c6 hiéu qua cho phép
thu dugc mot cach hi€u qua it nhét mot hop chét hitu co duge chon tir nhém bao gém

polysacarit, chat béo, vitamin C, vitamin E, chat séc t0, va protein.

Trong sb cac hop chét hitu co nay, vitamin C, vitamin E, chét sic t, va protein
c6 thé dugc san xuit cling vé6i polysacarit bing cach tién hanh phwong phép san xuét

polysacarit.

Tét hon 13, phuwong phap san xuét hop chét hiru co theo phurrong 4n nay bao gdm
budc nudi néu trén, va con bao gdm budc 1am gia ting ti 16 ¢d dic cua vi tdo sau khi
dugc nudi va bude 1am kho vi tho bing cach 1am giam d6 4m trong vi tao sau bude lam
cd dic. Trong phwong phap san xuit hop chét hitu co, bude 1am b dic va budce lam khd

khong thuce sy cén thiét.

Bude 1am ¢b dic c6 thé duge thyc hién bing cach ding thiét bi ¢d dic thong

thuong.
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Cu thé, cac vi du v& thiét bi ¢6 dic bao gdm thiét bi ¢b dic vi tho bang cach gia
tang ti 1€ cda vi tdo, vi du, bﬁng cach ¢6 dic ndi, cb dic boi trong luc, c6 dic bang mang
va co dic béng day dai. Hon nita, thiét bi khir nude co thé dugc dung lam thiét bi c6 dac

dé gia ting ti 1& ctia vi tao.

Cu thé, céc vi du v& thiét bj khir nuéc bao gbém thiét bi khir nu6c chan khong,
thiét bi khtr nuéc bang ap luc (nén loc), ép bang day dai, ép bang vit, thiét bi khir nuéce

ly tAm (binh thon ¢8), va thiét bi khir nuéc bang nhiéu dia.

Budc co dic ¢ thé duge thuc hién b'ﬁmg cach chi dung thiét bi c¢o dic, hodc diung
ca thiét bi co dic va thit bi khir nudc, tuy thude vao cac g dung ciia polysacarit, chit

béo, protein hodc cac hop chét hitu co twong tu.

Budce lam khé c6 thé duge thue hién bing cach gia nhiét vi tdo sau budc co dic

hodc dat vi tdo dudi 4p suat gidm sau budc cod déc.

Do vi to sau budc c¢b dic hodc sau bude lam khé c6 thé chira it nhit mot trong
cac hop chéit hitu co chéng han polysacarit, chit béo, vitamin C, vitamin E, chét sic td
va protein trong té bao cta chung, do d6 chiing c6 thé diing trong céc tng dung ching

han thyc phim.

Hon nita, it nhit mdt trong céc hop chét hitu co ching han polysacarit, chit béo,
vitamin C, vitamin E, chét séc t6 va protein dugc chiét xudt tir vi tao bﬁng cach dua vi
tao sau budc cd dic hogic bude lam khé vao quy trinh chiét xuat thong thuong. Hop chit
hitu co chiét xuit dugc c6 thé duge ding trong cic ing dung ching han, nguyén liéu tho

ding 1am thyc pham va nhién ligu.

Céc vi du v& quy trinh chiét xuét duoc ding bao gébm quy trinh chiét xuét hop
chét hitu co néu trén bing cach ding dung mdi hitu co ching han etanol va hexan, va
quy trinh chiét xuét chit béo hodc hop chét hitu co da duoc dé cap & trén bang cach ding

dung moi CO> & trang théai dudi téi han.

Vi tao thudc gidng Euglena, phuong phap san xuét polysacarit va phuong phap
san xuit hop chét hitu co theo phuong 4n cia sing ché néu trén dugc minh hoa bing vi

du néu trén. Tuy nhién, sang ché khéng chi bi giéi han & vi tao thudc giéng Euglena,
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phwong phép sén xuét polysacarit va phuong phép san xuét hop chit hitu co da duoc

minh hoa béng vi du & trén.

Hon nita, ciing c6 thé dung cac phuong an khac nhau ma thudong dugc ding db6i
v6i vi tao thude gibng Euglena, phurong phép séan xuét polysacarit va phurong phap san

xuét hop chét hitu co, mién 1a khéng dnh hudng dén tinh hiéu qua cua sang ché.

Tirc 13, sang ché khong chi bi giéi han & cac phwong 4n néu trén, thiét ké c6 thé
dugc thay ddi thich hop trong pham vi mong doi clia sang ché. Uu diém sir dung cta

sang ché khong chi bi giéi han & cac phuong 4n cuia sing che da dugc d€ cap dén.

Céc phuong 4n clia sang ché duge boc 16 trong tai liéu nay nén duge hidu 12 nham
d& minh hoa ma khong nhim gi6i han vé tit ca cac khia canh ciia sing ché. Pham vi ctia
sang ché khong dugc chi ra béi phin md ta néu trén ma duge x4c dinh bdi pham vi cua
yéu cau bao ho. Ngoai ra, pham vi cua sdng ché dugc du dinh 13 bao gém tAt ca cac cai

bién trong duong vé cam gidc va pham vi doi véi pham vi ciia yéu cau bao hg.

Vi du thwc hién sang ché

Tiép theo, sang ché dugc mo ta chi tiét hon bang cac vi du. Tuy nhién, sing ché

khong chi bi giéi han & cac vi du nay.
Thu gom va phan l4p vi tao thudc gidng Fuglena.

Nuéc duge 14y trong cac hd va dim iy & Nagasaki duge cdy truyén vao moi
truong nudi AF-6 (mdi truong s&€ duge mo ta dudi day), duoc nudi trong khoang hai

thang & nhiét do trong phong ddng thoi duge chiéu 4nh sang huynh quang.

Vi tao thu dugc trong mdi trudng nudi sau khi dich nudi dugc phan 1ap bing pipet
nho. Vi tdo phén 1ap dugc duge nudi trong moi truong nudi AF-6 tai nhiét do trong

phong ddng thoi dugce chiéu anh sang huynh quang.

Nhéan dang vi tao thudc gidng Euglena.
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Xac dinh trinh tu bazo.

Pé khing dinh ring vi tdo dwoc tach ra 1a loai thude gidng Euglena, hoat dong

sau s€ duogc thuc hién.

Ttc 1a, trinh ty bazo clia gen ma héa rARN 18S cta vi tdo dugc nudi thude gidng
Euglena dugc xac dinh may giai trinh tw ADN (“CEQ80007, dugc san xuét bdi Beckman
Coulter, Inc.) bang cach ding cip mdi danh cho gen ma héa rARN 18S cia vi tdo thude
gidng Euglena (Zakrys et al., 2002, Journal of Phycology 38: 1190-1199). Trinh ty bazo
da duge xac dinh duoc thé hién trong SEQ ID NO: 1 trong phin danh muc trinh ty.

So sanh trinh tu bazo

Trinh ty bazo dd dugce xac dinh dugc so sanh véi trinh tu bazo ctia gen ma hoa
rARN 18S cuia vi tdo thudc gidng Euglena da dugc biét dén thu dugc tir GenBank bing
cach sit dung cong cu tim kiém do tuong df")ng BLAST. Hon nita, viéc so sanh v6i vi
tao thudc gibng Euglena da biét vé do bét cap twong ddng v& trinh ty da dugc thuc hién.
Fig.1 thé hién bang so sanh giita trinh tu bazo cta gen ma héa rARN 18S cia vi tao
thudc gidng Euglena dugc phan 13p va trinh tu bazo cia gen ma héa rARN 18S cua vi

tao thudc gidng Euglena da biét.

Ngoai ra, cdy phat sinh loai phan tir dugc xdy dung bang phuong phéap hop ly
nhét bang cach ding chuong trinh phin mém v& cdy phat sinh loai phén t&¢ Mega5
(Tamura et al., 2011, Mol. Biol. Evol. 28:2731-2739). Fig.2 thé hién c4y phat sinh loai.

Két qua, vi tao phan 1ap dugc & trén duge nhan dang 12 loai thudc giéng Euglena
(Euglena gracilis Klebs). Can luu ¥ ring Ka, Kb, Na va Nb cta chiung EOD-1 trong
Fig.2 1a ky hiéu biéu thi mdu thi nghiém ctia vi tao phan 1ap dugc. Thu duge két qua

twong ty khi diing mAu thir nghiém bét ky.
Phan tich RAPD

Hon nita,  so sanh vi tao thudc gidng Euglena phan 13p duogc va vi tao thudc
gidng Euglena da duoc biét dén, kiéu bang cua vi tio thudc gidng Euglena phan lap

duogc va kiéu bang cta 6 chung thudc National Institute for Environmental Studies (Vién
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Nghién ctru Moi truong Qudc gia) bang phén tich RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA - ADN da hinh khuéch dai ngiu nhién) (Tham khao tai liéu: Williams
et al., (1990), Nucleic Aids Res.18 (22), 6531-6535).

Céc diéu kién PCR trong phén tich RAPD nhu sau:

SO mau: 3.

Poan mdi 1: AAATCGGGCTG: RAPD-6, SEQ ID NO: 2

Enzym: Ex Taq (dugc san xuét béi Takara Bio Inc.)

Dung dich dém phan tmg: S0pL

Lugng ADN khuon: khoang 0,5 ng.

Diéu kién nhiét do PCR: nhu dugc thé hién trong Bang 1; cu thé, sau khi xir ly &

nhiét do 94°C trong mot phut, mot loat cac xtr ly (94°C trong mot phut, 40°C trong 45

gidy, va 72°C trong mot phut) duge 1ap lai 35 14n, sau d6 tiép tuc xt Iy & nhiét d¢ 72°C

trong bay phut.

Diéu kién dién di: 2,5 % khbi lwong chit gel agaroza, 100V, 40 phut.

Béang 1
Chu ky hoat dong Nhiét do Thoi gian
cua PCR (°C)
Bién tinh 94 1 phuat
Bién tinh 94 1 phut
U 40 45 giay Lap lai 35 1an
Kéo dai 72 1 phut
Kéo dai 72 7 phit

-18-



24751

Chung dugc so sanh trong phan tich RAPD
Euglena gracilis NIES-47

Euglena gracilis NIES-48

Euglena gracilis NIES-49

Euglena gracilis NIES-253

Euglena gracilis NIES-286

Euglena gracilis NIES-2149

Hon nita, trong khi thay dbi doan moi, phan tich RAPD duogc thuc hién theo cach
thire tuong tu véi PCR.

Doan mbi 2: ATCGGGTCCG: RAPD-4, SEQ ID NO: 3.
Doan mbi 3: GCGATCCCCA: RAPD-3, SEQ ID NO: 4.

Trinh ty bazo ciia cic doan mdi 2 dén 4 néu trén duge mo ta trong Mostafa et al.,

(2011) Molecules 16, 2598-2608.

Fig.3A thé hién két qua (kiéu bang) ciia phan tich RAPD khi ding doan médi 1
néu trén. Hon nita, Fig.3B va Fig.3C 1an luot thé hién két qua phan tich RAPD khi ding
doan mdi 2 va 3 néu trén. Can luu ¥ ring Ka va Na ciia ching EOD-1 trong Fig.3A dén

Fig.3C 1an luot twong tmg v6i Ka va Na trong Fig.2.

Tir két qua phan tich RAPD, ta thdy ring kiéu bing cua vi tao thudc gibng
Euglena phan 1ap duge & trén khac véi kiéu bang cia vi tao thudc giébng Euglena da
duoc biét dén. Theo d6, ta x4c dinh dugc rang céc chuing ctia vi tio thudc gidng Euglena
phan 1ap dugc & trén khac véi céc ching cia vi tao thude gibng Euglena d4 dugc biét

deén.

Sau d6, vi tao thudc gidng Euglena phén 13p dugc & trén dugc goi 13 chung

Euglena gracilis EOD-1.

Nuoi vi tao thude giéng Euglena.

-19-



24751

Dé nubi vi tdo thudc giong Euglena, cac nguyén li¢u sau ddy dugc chuan bi va

dua vao bude nudi theo cac di€u kién nudi sau day.

Céc chiing vi tao thudc giéng Euglena theo sang ché: vi tio thudc gidng Euglena
(Euglena gracilis) ching EOD-1 (S6 hiéu ndp luu: FERM BP-11530) (dugc ndp luu tai
Patent Organism Depositary at the National Institute of Technology and Evaluation).

Chung vi tao thudc gidng Euglena da duoc biét dén: Vi tao thudc gidng Euglena
(Euglena gracilis) ching NIES-48 (thu dugc tir Microbial Culture Collection at the

National Institute for Environmental Studies).
Thing nudi: nhu duge mé ta & trén, chang han thung c6 dung tich 300 mL.

Cung cip khi cho canh: rung lac 130 rpm: cung cip khong khi vio trong canh

bing cach rung lic canh
Nhiét d6 nuoi: 28°C.
Thoi gian nudi: nhu duge mo ta & trén.
Do pH cua canh trudng: nhu duge mo ta & trén.

Céc thanh phin trong canh truong dé nubi: cac thanh phan dugc thé hién trong

Béng 2 va Bang 3 duoc ding 1am céc thanh phan co ban.

Thanh phan dugc thé hién trong Bang 2 thu dugc bang cach thém céc thanh phin
cia moi trrong nudi “kim loai P IV” (duoc bdc 10 bdi Microbial Culture Collection at
the National Institute for Environmental Studies) vao thanh phin ctia méi trudong nudi
AF-6 dugc bdc 10 bdi Microbial Culture Collection at the National Institute for
Environmental Studies. Ngoai ra, thanh phan dinh dudng khac dugc chia trong canh

truong 1a nude.

Hon nita, thanh phin duoc thé hién trong Bang 3 dwa trén thanh phin cia moi

trerdong nudi Cramer Myers.

Bang 2
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Thanh phan dya trén méi trudng nudi AF-6

NaNO3 140 mg/L
NH4NO3 22 mg/L
KH2PO4 10 mg/L
K>HPO4 5 mg/L
MgSO4 7TH,0 30 mg/L
CaCl,-2H,O 10 mg/L
Mudi sat xitric 2 mg/L
Axit xitric 2 mg/L
Biotin 2 ng/L
Thiamin HCI 10 pg/L
FeCl3'6H20 0,98 mg/L
Na;EDTA2H>O 5 mg/L
MnCl>'4H20 0,18 mg/L
CoCl 6H,0 0,02 mg/L
ZnSO47TH20 0,11 mg/L
Na;MoO42H,0 0,0125 mg/L
MES 400 mg/L
Vitamin Be 1 pg/L
Vitamin B12 1 pg/LL
Bang 3
Thanh phan dua trén méi truong nudi Cramer Myers
(NH34)2S04 500 mg/L
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KH2POq4 500 mg/L
MgSO4 7TH20 200 mg/L
CaClx'2H20 20 mg/L.
Fea(SO4)3 TH20 3 mg/L
MnCl,'4H,0 1,8 mg/LL
CoS0O47TH,0 1,5 mg/LL
/nS047H20 0,4 mg/L
Na:MoO4-2H,0 0,2 mg/L
CuSO4'5H20 0,02 mg/L
Vitamin By 0,1 mg/LL
Vitamin Bi2 1 pg/L

Trong luong ban d4u cua vi tao trude khi nudi: 0,78 g/L (trong luwong kho)

Céc chét dinh dudng hitu co: céc nguyén lidu sau day dugc thay dbi phu hop tiry

thudc vao phuong phap nubi.
- Glucoza.

- Dich chiét n4m men (thé tu phén giai ndm men): “Dich chiét NAm men Khé D-3” (tén

san phdm), dwoc san xudt bdi NITHON PHARMACEUTICAL CO., LTD.

- Bia nhu db udng pha ché: bia c6 gia tri v& mat thuong mai (véi ti 1€ ding mach nha

66,7% hodc nhiéu hon) chira 5 vol% etanol.

Trong c4c vi du tir 1 dén 4 va cac vi du so sanh tir 1 dén 4, phuong phép nudi di
dudng dugc thuc hién trong diéu kién bong t6i, phuong phap nudi quang di dudng duoc
thure hién trong cac vi du khéc va céc vi du so sanh. Céc diéu kién nudi trong phuong

phép nudi vi tdo quang di dudng dugc thé hién chi tiét dudsi day.
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Piéu kién birc xa quang: sau khi birc xa quang trong 12 gid, vi tao duge dit trong

bong t6i trong 12 gid.

Cudng do anh sang: mat dg dong photon hitu hiéu cho quang hop (PPFD) khoang
100pumol/m?-s hodc khoang 200pumol/m?-s

Vidu 1

200 mL thanh phin dugc thé hién trong Bang 2 duogc dit vao trong thing
Sakaguchi c6 dung tich 500 mL. Hon nita, glucoza va dich chiét nAm men duoc thém
vao, néng dd glucoza 1a 15 g/L va ndng do dich chiét ndAm men 14 5 g/L. Hon nita, do
pH dugc didu chinh 1én dén 4,0 bang cach thém vao axit clohydric. Do d6, canh trudng

da duogc chuan bi.

Sau d6, thing dugc rung lic theo diéu kién nudi va diéu kién béng t51 nhu néu
trén (ttc 13, theo diéu kién nudi di dudng), vi tao thudc giéng Euglena (Euglena gracilis)
chiing EOD-1 dugc nudi trong 3 ngay. Do d6, budc nudi dugc thuc hién.

Céc vi du 2 dén 4

Buéc nuodi dugce thuc hién theo céch thirc trong tu nhu trong vi du 1, ngoai trir
lwong glucoza thay d6i dé ndng d6 glucoza trong canh truong 14n luot 14 20 g/L va 30
g/L.

Vi du so sanh 1

Budc nudi duge thuc hién theo cach thirc twong tu nhu trong vi du 1, ngoai trir
vi tao thudc gidng Euglena (Euglena gracilis) chung NIES-48 dugc nudi trong 5 ngay
thay vi vi tao thudc gidng Euglena (Euglena gracilis) ching EOD-1.

Céc vi du so sanh 2 dén 4

Buédc nudi duge thuc hién theo cach thirc twong ty nhu trong vi du so sanh 1,
ngoai trir lugng glucoza thay ddi dé ndng dd glucoza trong canh trudng 1an Iuot 13 20
g/L, 25 g/LL va 30 g/L.
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Trong lugng kho cuia vi téo sau budc nudi trong mdi vi du va cac vi du so sanh
dugc do. Hon nita, ti 1¢ chuyén hoa ciia chat dinh dudng dugc thém vao duogc xac dinh

bdi cong thire tinh sau.

Ti 1& chuyén héa (%) = trong luong kho (g/L) cua tdo gia tang do phuong phap

nudi/ ndng dd (g/L) cua glucoza duge dung.

Fig.4 thé hién két qua ti 16 chuyén hoa va trong luong khod cuia tdo sau khi nudi

trong moi vi du va vi du so sanh.

Nhu dugc thé hién trén Fig4, vi tdo thudc gidng Euglena (Euglena gracilis)

chiing EOD-1 c¢6 sinh khdi san xuét duoc cao hon chiing NIES-48 da dugc biét dén.
Vidu5

Buée nudi dugce thuce hién bang cach nudi vi tao thude gidng Euglena (Euglena
gracilis) ching EOD-1 theo cach thirc twong ty nhu trong vi du 1, ngoai trir ding thing
Erlenmeyer 300ml, dung canh trudng thu dwgc bang cach thém 50 mL bia trong thanh
phan dugc thé hién trong Bang 2 ¢6 ndng do etanol tir bia 2,5 vol%, dich chiét ndm men
khong dugc thém vao canh truong nay, moi trudng birc xa quang trong 12 gi va moi
trudng bong tdi trong 12 gity duge 13p lai & budc nuoi, va thoi gian nudi 1a 7 ngay. Méat

d6 dong photon hitu hi¢u cho quang hgp (PPFD) khoang 100 pmol/m?'s.
Vidub6

Bude nubi duge thuc hién theo cach thirc twong tu nhu trong vi du 5, ngoai trix
dich chiét nAm men dugc thém vao trong canh trudong c6 néng dd dich chiét nAm men
1a2g/L.

Vidusosanh 5

Budce nudi dugc thue hién theo cach thirc twong tu nhu trong vi du 5, ngoai trir
vi tio thudc giéng Euglena ching NIES-48 duoc nubi thay vi vi tao thudc giéng Euglena

(Euglena gracilis) chuing EOD-1.

Vi du so sanh 6

-24-



24751

Budc nudi dugce thue hién theo cach thirc twong ty nhu trong Vi du So sénh 5,

ngoai trir dich chiét nAm men dugc thém vao trong canh c6 ndng 46142 g/L.

O bude nudi & mdi Vi du 5 va 6, Cac vi du So sanh 5 va 6, trong lugng kho cia
vi tdo sau khi duoc nuéi khoang 1, 2, 3, 4, 5 va 7 ngay s€ duogc do. Fig.5 thé hién két

qua.

Nhu duge thdy tir Fig.5, vi tao thudc giéng Euglena (Euglena gracilis) ching
EOD-1 ¢6 ning sudt cao hon chiing NIES-48 da dugc biét dén, ngay ca khi chiing dugc

nudi dudi didu kién quang di dudng.
Céc vi dy tir 7 dén 12

Budce nudi dugce thuc hién theo cach thirc twong ty nhu trong vi du 5, ngoai trir
thanh phan duoc thé hién trong Bang 3 dugc dung thay vi thanh phén dugc thé hién
trong Bang 2, d6 pH ban d4u cuia canh truong thay di 1an luot 12 pH 5,5, pH 6,0, pH
7,0, pH 8,0, pH 8,5 va pH 9,0, thoi gian nudi thay d6i 1én dén 10 ngay.

O bude nudi & mdi vi du tir 7 dén 12, trong lugng khd cua vi tio sau khi nudi

duge do cudi cung. Fig.6 thé hién két qua.
Cac vi dutr 13 dn 17

Budc nudi dugce thuc hién theo cach thitc tuong tu nhu trong vi du 5, ngoai trir
thanh phan duoc thé hién trong Bang 3 dugc ding thay vi thanh phén dugc thé hién
trong Bang 2, mat d¢ dong photon hitu hi¢u cho quang hgp (photosynthetic photon flux
density - PPFD) khoang 200 pmol/m?-s, @ pH ban diu cta canh truong thay ddi 1an
luot 12 pH 3,5, pH 4,0, pH 4,5, pH 5,0, va pH 5,5, thoi gian nudi dugc thay dbi dén 10
ngay.

Cacvidul8val9

Buéc nudi dugce thuc hién theo cach thirc twong tu nhu trong vi du 5, ngoai trir
thanh phin dugc thé hién trong Bang 3 dugc dung thay vi thanh phan dugc thé hién
trong Bang 2, d6 pH ban déu cta canh thay dbi 1an luot 13 pH 3,5 va pH 5,5, thoi gian

nudi duoc thay doi 1én dén 10 ngay.
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O buée nudi & mdi vi du 13 dén 19, trong lugng kho cua vi tdo sau khi nudi dugce

do cudi cung. Fig.7 thé hién két qua.
Vidu 20

Budc nudi duoc thye hién bing cach nudi vi tao thude gibng Euglena (Euglena
gracilis) ching EOD-1 theo cach thirc twong ty nhu trong vi du 5, ngoai trir thoi gian

nudi la 7 ngay.

Phuong phap nudi duge thuc hién dudi didu kién wa khi bang cach rung lic thing
khoang hai ngay sau khi bét diu nudi. Sau d6, ngimg rung lic thing, phuong phap nudi
dugc thyuc hién dudi didu kién ky khi b%mg céach cung cép khi tro (khi nito) vao trong

thuing.
Vi du so sanh 7

Budc nudi duge thuc hién theo cach thire tuong tu nhu trong vi du 20, ngoai trir
vi tao thudc gidng Euglena (Euglena gracilis) ching NIES-48 dugc nudi thay vi vi tao

thudc giébng Euglena (Euglena gracilis) ching EOD-1.

Phuong phéap nudi duge thuc hién dudi didu kién wa khi bing céch rung lic thing
khoang 4 ngay sau khi bt ddu nudi. Sau d6, ngimg rung lic thing, phuwong phap nudi
duge thue hién duéi diéu kién ky khi bang cach cung cép khi tro (khi nito) vao trong

thung.

Luong paramylum va cac chit béo (este sap) dugc tao ra boi phuong phap nudi

trong vi du 20 va vi du so sanh 7 dugc do hang ngay.

Luong paramylum sau khi nudi dugc do béi quy trinh sau. Ttrc 13, hdn hop (40
mL) bao gém canh trudong va vi tdo sau khi duge nudi duge dat vao trong 6ng ly tdm,
sau d6 quay ly tdm. Nudc tinh khiét dugc thém vao phéan két tia sau khi ly tdm dé tao
ra thé huyén phii, va tién hanh Iap lai viéc tach lai bang ly tdm hai 1in. Sau d6, mot luong
nhé nuée tinh khiét duge thém vao phan két tia sau khi ly tim & tao ra thé huyén phu,
va chit rin huyén phii dugc sy dong kho. Nhu véy, cac thanh phin ciia canh trudng da

duoc loai bd.
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Tiép theo, khoang 400 mg té bao clia vi tao da dugc sdy dong kho dugc can chinh
xéc trong mot ng ly tim (dng ly tim dugc can 1a tri s6 rong). Axeton dugc thém vao
bng ly tAm dé tao ra thé huyén phi, va chat 1éng nbi trén bé mit sau qua trinh ly tim
dugc loai bo. Cho dén khi mau coa chét 16ng ndi trén bé mit bién mét, hoat dong rura
bang axeton duoc lip lai khoang ndm 14n. Nhu vy, thanh phén sic t6 do vi tao tao ra s&

bi loai bé.

Két qua, hoat dong loai bd cac thanh phén khac paramylum dugc thuc hién béng
cach dung dung dich natri sunfat dodexyl. Ttc 13, 20 mL dung dich natri sunfat dodexyl
1% (SDS) dugc thém vao phén con lai sau khi thanh phé.n sic td bi loai bé dé tao ra thé
huyén phi, sau d6 thé huyén phi dugc dun néng & nhiét 4o 100°C trong 10 phut. Sau
do, chét 1ong ndi trén bé mit sau qua trinh ly tim dugc loai bé. Hoat dong nhu vay dugc
1ap lai hai 14n, sau d6 hoat dong tuong tu dugc 13p lai ba 1an bing cach ding nuéc tinh
khiét thay vi dung dich SDS. Do d6, SDS dugc rira sach.

Cudi cung, toan bo 6ng ly tdm dugc ddt vao trong thiét bi séy & nhiét d6 105°C
dé loai bd do Am, trong luong dng ly tim chitra paramylum dugc do. Sau do, lugng

paramylum dugc x4c dinh béng tri s6 chénh 1&ch véi tri sb rong néu trén .
Tiép @6, lugng este sap sau khi nudi duge do bang phuong phap BLIGHT-DYER.

Fig.8A va Fig.8B thé hién két qua do luong paramylum qua thoi gian trong
phuong phap nubi cia vi du 20 va vi du so sanh 7. Hon nira, Fig.9A va Fig.9B thé hién

két qua do lugng chét béo (este sép) qua thoi gian.

Nhu duge thé hién trén Fig.8A va Fig.8B, vi tao thudc gidng Euglena (Euglena
gracilis) chung EOD-1 ¢6 toc d6 san xuét paramylum cao hon vi tio thong thuong thude
gidng Euglena (Euglena gracilis) chung NIES-48. Hon nita, chung EOD-1 c¢6 ham
lwong paramylum trén mdi té bao khoang 55% hoic cao hon, ham lugng ndy cao hon &
ching NIES-48.

Hon nita, nhu duoc thé hién trén Fig.9A va Fig.9B, vi tao thudc giéng Euglena
(Euglena gracilis) ching EOD-1 ¢6 tdc d6 san xuét chit béo (este sap) cao hon, do do,

ham luong este sap trén mbi té bao gia ting trong mot thoi gian ngan.
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Hon nita, buéc nudi dugce thue hién bang cach dung mdi trudng nudi cé thanh

phén dugc thé hién trong Bang 4 va Bang 5 néu trén theo cac diéu kién nuoi dudi day.
Vidu 21

Vi tao dugc d& cap & trén, ching EOD-1, dugc nudi trong hai ngay bang phuong

phép nudi quang di dudng.
Vi du so sanh 8

Vi tao duoc d& cap & trén, chiing NIES-48 dugc nudi trong hai ngay bing phuong

phap nudi quang di dudng.

Déi voi mdi truong nudi, st dung moi trudong nudi thu dugce bang cach thém 30
g/L glucoza vao mdi truong nudi Hutner da duoc cai bién (sau day goi tit 1a “moi truong
nudi Hutner cai bién”). Cu thé, thanh phén nhu duge thé hién trong Bang 4, va thanh
phan trong dung dich ngoai chét dinh dudng 13 nuée. Nhur 1 dung dich kim loai vi lugng
trong Bang 4, dung dich kim loai vi lugng c6 thanh phén trong Bang 5 duéi ddy dugc

sir dung. Thanh phan khac ngoai kim loai vi lugng 1a nuée.
Chi tiét phuong phap nudi nhu dugc md ta dudi day.
Canh truong: d6 pH duoc diéu chinh dén 4,0 bang cach ding axit clohydric.
Thung nudi: thung Sakaguchi 500 mL

Giéi thiéu trude khi nudi: 200 mL canh trudng va vi tao trude khi nudi duge dit
vao trong thing Sakaguchi (d& didu chinh lugng sinh khéi ban dau, tdng cong 220 mL
dugc dung cho ching EOD-1 va 236 mL dugc dung cho ching NIES-48)

Nhiét d6 trong qua trinh nudi: 28°C.

Diéu kién bong toi trong qua trinh nudi: dugc nudi dudi didu kién bong tbi duoc

chén anh sang.
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Diéu kién ua khi trong qua trinh nuoi: thung Sakaguchi dugc d3t vao may lic,
khong khi dugc cip vio trong canh trudng bing cach diéu khién may lic véi toe dd lac

12 130 rpm.
Bang 4

MBoi truong nudi Hutner cai bién: Glucoza dugc thém vao.

Glucoza 30 g/L
Asparagin 2 g/LL
Axit glutamic 5¢g/L
Axit malic 5¢g/LL
Glyxin 2,5 g/LL
Uré 0,4 g/LL
Axit sucxinic 0,1 g/L
KH2PO4 0,4 g/L
MgSO4 7TH20 0,14 g/L
MgCOs 0,4 g/L
CaCO3 0,1 g/L
(NH4)2Fe(SO4)2'6H20 0,021 g/LL
Vitamin B 0,6 mg/L
Vitamin B12 0,05 mg/L
Dung dich kim loai vi lugng 10 mL/L
Bang 5
ZnS0O4 7TH20 1,1 g/L
MgSO4H20 0,58 g/L
(NH4)6M070244H20 0,18 g/L
CoSO47TH20 0,024 g/L
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CuSO4 5H20 0,077 g/L
H3BOs 0,029 g/L
NaNO3 4H,0 0,074 g/

Trong lugng khd (sén luong sinh khéi) ciia tao sau hai ngiy duoc nudi va ty 1¢

chuyén héa glucoza dugc tinh toan theo cach thirc tuong ty nhu trén. Bang 6 thé hién

két qua.
Béang 6
Sau hai ngay nuoi Vidu21 Vi du so sanh 8
(Chung EOD-1) (Chung NIES-48)
Trong lugng kho (g/L) 24,50 11,50
Chuyén héa glucoza (%) 76 33

Nhu dugc thé hién trong Bang 6, vi tao thudc gibng Euglena (Euglena gracilis)
chiing EOD-1 c¢6 hiéu sut san xuét sinh khdi tét hon, va ty 18 chuyén hoa glucoza tbt

hon vi tao thong thudng thudc giéng Euglena (Euglena gracilis) chiing NIES-48.
Kha nang tng dung trong cong nghi¢p

Vi tao theo sang ché, phwong phap san xuét polysacarit ctheo sang ché va phuong
phap san xut hop chét hitu co theo sang ché dugc ding mot cach thich hop dé thu duoc
cac hop chét hitu co nhu polysacarit ching han paramylum, chit béo ching han este sap

va protein bang phuong phap nudi.

Céc hop chit hitu co thu dugc c¢6 thé duge ding trong cic ing dung nhu thuc
phém strc khoe, dugc phém, thirc an chan nudi, san phém héa hoc hodc nhién li€u, déng
thoi céc hop chit hitu co con lai duogc du trit trong cac té bao cua vi tao, hoic sau dé
duoc tach chiét bing quy trinh tach chiét hodic quy trinh twong tw. Cu thé, chit béo dugc

du trir trong cac té bao clia vi tdo dudi dang hop chét hitu co thu duge bing phuong
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phap nudi 1a thich hop dugc ding, vi du 1am nguyén li¢u tho cua nhién liéu, bang cach

chiét xuat cac chat béo tir cac té€ bao nay.
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Yéu cau bio hd

1. Vi téo thudc gibng Euglena 14 ching Euglena gracilis EOD-1 (S6 hiéu ndp luu FERM
BP-11530) c6 kha ning san xuét it nhit 14 polysacarit.

2. Phuong phéap san xuét polysacarit bao gbdm bude: nudi vi tao thude gibng Euglena

theo diém 1 1am sinh v4t san xuét polysacarit dé san xuét polysacarit.

3. Phuong phap theo diém 2, trong d6 canh trudng dugc dung trong nudi chira tir 15 dén

30 g/L glucoza.

4. Phuong phap theo diém 2 hoic 3, trong d6 canh truong duge dung trong khi nudi

chira dich thity phan ndm men.
5. Phuong phap theo diém bt ky tir 2 dén 4, trong d6 polysacarit ndy 1a paramylum.

6. Phuong phap san xuat hop chat hitu co bao gdm budce: nudi vi tao thude gidng Euglena
theo didm 1 dé san xuét it nhit mot hop chit hitu co dugce chon tir nhém bao gém

polysacarit, chat béo, vitamin C, vitamin E, chat sdc t0 va protein.

-32-



24751

Fig. 1
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Fig. 3A
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Fig. 6
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Fig. 8A
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